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ABREVIACIONS EMPRADES

pL: Microlitre.

% p/v: Percentatge massa-volum.

ALA: Alpha linolenic acid. Acid a-linolénic.

B.O.E.: Butlleti Oficial de I’Estat.

BAL.: Bacteris acid lactics.

BP: Baird Parker Agar. Agar de cultiu Baird Parker.

BSH: Bile salt hydrolase. Hidrolasa de salts biliars.

Ca: Calci

CE: Comunitat Europea.

CEE: Comunitat Economica Europea.

CHD: Coronary heart disease. Malaltia cardiaca coronaria.

CMT: California mastitis test.

CO,: Dioxid de carboni.

COS: Columbia agar + 5% sheep blood. Agar Columbia + 5% de sang de xai.

DHA.: Docosahexaenoic acid. Acid docosahexaenoic.

E. durans: Enterococcus durans.

E. faecium: Enterococcus faecium.

EFSA: European Food Safety Authority. Autoritat Europea de Seguretat Alimentaria.
EUCAST: European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing. Comite
Europeu de Proves de susceptibilitat antimicrobiana.

ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay. Assaig d’immunoabsorcid lligat a enzims.
EPA: Eicosapentaenoic acid. Acid eicosapentaenoic.

et al.: Et alii. I altres.

etc.: etcétera.

FAQ: Food and Agriculture Organization of the United Nations. Organitzacio de les
Nacions Unides per a I'Agricultura i I'Alimentacio.

FEEDAP: Panel on Additives and Products or Substances used in Animal Feed.
Comissié Tecnica d'Additius i Productes o Substancies emprades en I'Alimentacid
Animal.

FEFANA: EU Feed Additives and Premixtures Association. Associacié d’Additus i
Premescles per a I’ Alimentacié Animal Europea.

GlI: gastrointestinal.



GOT: Glutamat-oxalacetat transaminasa.

GPT: Glutamic-piravic transaminasa.

GRAS: Generally Regarded as Safe Probiotics. Probiotics generalment considerats com
a segurs.

h: hores

H,0,: Peroxid d'hidrogen.

HDL: High-density lipoprotein. Lipoproteina d’alta densitat.

HPLC: High performance liquid chromatography. Cromatografia liquida d'alta
resolucio.

Ig: Immunoglobulina.

L. brevis: Lactobacillus brevis.

L. lactis: Lactococcus lactis.

L. plantarum: Lactobacillus plantarum.

LA: Linoleic acid. Acid linoleic.

LAP: Leucina aminopeptidasa.

LCPUFA: Long-chain polyunsaturated fatty acids. Acids grassos poliinsaturats de
cadena llarga.

LDH: Lactate dehydrogenase. Acid lactic deshidrogenasa.

LDL: Low-density lipoprotein. Lipoproteina de baixa densitat.

log: logaritme

LPL: Lipoproteina lipasa.

M: Molar

mbar: Mil-libar.

MC: MacConkey Agar. Agar de cultiu MacConkey.

MIC: minimal inhibitory concentration. Concentracié minima inhibitoria.
mL: Mil-lilitre.

MRS: Man Rogosa Sharpe Agar. Agar de cultiu Man Rogosa Sharpe.
MRSB: Man Rogosa Sharpe Broth. Brou de cultiu Man Rogosa Sharpe.
MS: materia seca.

NaCl: Clorur de sodi.

NK: Natural killer. Cel-lules assassines naturals.

nm: nanometre.

Nmol: Nanomol.

NPN: Non proteic nitrogen. Nitrogen no proteic.



O,: Oxigen.

O,": Superoxid.

°C: Graus Celsius.

OH": Radicals hidroxil.

OMS: Organitzacié Mundial de la Salut.

PBS: Phosphate Buffered Saline. Tamp¢ fosfat sali.

PMN: Polimorfonuclear.

PUFA: Polyunsaturated fatty acids. Acids grassos poliinsaturats.

Ref: Referencia.

RNI: Recommended nutrient intake. Ingesta de nutrients recomanada.
S.A.: Societat anonima.

S.A.S.: Societat per accions simplificada.

S.L.: Societat limitada.

S: Sabouraud Dextrose Agar. Agar de cultiu Sabouraud.

SAU: Societat anonima unipersonal.

EUA: Estats Units d’ Am¢érica.

sb.: Subespeécie

SCC: Somatic cell count. Recompte de cél-lules somatiques.

SFA: saturated fatty acids. Acids grassos saturats.

sp./spp.: Especie/ Espécies

SPS: Sulfite Polymixyn Sulfadiazine Agar. Agar de cultiu sulfit polimixina sulfadiazina.
TGI: Tracte gastrointestinal.

TMB: Tetrametilbenzidina.

TSA: Tryptone Soy Agar. Agar de cultiu triptona soja.

TSN: Tripticase Sulfite Neomycin Agar. Agar de cultiu tripticasa sulfit neomicina.
UFC: Unitat formadora de colonia.

UHT: Ultra High Temperature. Uperitzacié o ultrapasteuritzacio.
var.: Varietat.

VI: Valor d’inhibicié

vy —GGT: Gamma-glutamyl transpeptidase. Gamma-glutamiltransferasa.
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RESUM

La llet d’euga és un aliment tradicional a I’Asia central, Mongolia i I’antiga Unid
Sovietica, on ha estat una important font d’alimentacié per a les seves poblacions. A
Europa el consum de llet d’egua ¢€s relativament recent 1 es troba en expansid. Aquest
fet es deu a I’alta qualitat que posseeix. El seu contingut en carbohidrats, proteines i sals
és més similar al de la llet humana que el de la vaca. El perfil de caseines té més

semblanc¢a a I’huma, fet que la fa més digestible pels infants.

Els objectius d’aquesta Tesi doctoral son la caracteritzaciéo microbiologica i enzimatica
de la llet d’euga, I’avaluacio del potencial probiotic 1 de la capacitat antimicrobiana dels
bacteris acid lactics aillats, i I’avaluacié d’aquesta llet com a protector per a processos

de liofilitzaci6 i conservacio a llarg termini de soques lactiques.

Els resultats obtinguts dels recomptes microbians de 1’analisi de les llets crues
procedents de dues eugues mostren que aquesta és, des del punt de vista microbiologic,
apta per al consum huma. Es confirma que la llet d’euga posseeix un microbioma ampli
que es veu modificat, quantitativament i qualitativa, al llarg de la gestaci6. També s ha
pogut veure com conté una gran varietat d’enzims constitutius detectables mitjangant
kits comercials miniaturitzats. Aquests enzims presenten una variabilitat quantitativa al

Ilarg de la gestacio.

De les 11 soques de bacteris acid lactics aillats de la llet d’euga, les que van presentar
un potencial Us com a probiotics per la seva seguretat i resisténcia in vitro a condicions
gastrointestinals van ser les anomenades com a Lactobacillus plantarum 1,
Lactobacillus plantarum 2, Lactobacillus plantarum 3, Lactobacillus plantarum 5 i
Lactococcus brevis 2. Els bacteris acid lactics aillats a la llet i femtes equines
posseeixen una capacitat antimicrobiana enfront una gran diversitat de microorganismes
indesitjables com Kocuria rhizophila, Pantoea sp., Klebsiella oxytoca, Pseudomonas
aeruginosa, Escherichia coli, Bacillus spp., Listeria monocytogenes, Proteus vulgaris i
Enterococcus faecalis. La seva accio antimicrobiana es deu principalment a la formacid
d’acids organics, perd també a la produccid6 de peroxid d’hidrogen i compostos

termolabils.
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La llet d'euga en pols es presenta com una bona alternativa a I's de la llet de vaca per a
la liofilitzacié de soques de Lactobacillus spp. i de Lactococcus lactis de procedencia
equina. A causa de la seva composicid, molt similar a la llet materna humana, pot
esdevenir un bon excipient per a aliments funcionals o complements alimentaris,
especialment aquells destinats a la nutricio infantil i per a persones amb intolerancia a la

proteina de la llet de vaca.

ABSTRACT

Mare's milk is a traditional food in Central Asia, Mongolia and the older Soviet Union,
where it has been an important source of food for their populations. In Europe mare
milk consumption is relatively recent and in expansion, due to the high quality it has. Its
content in carbohydrates, proteins and salts is more similar to human milk than cow.
The casein’s profile is more similar to human, which makes it more digestible for

children.

The objectives of this Thesis are the mare's milk microbiological and enzymatic
characterization, the evaluation of potential probiotic and antimicrobial capacity of
lactic acid bacteria isolated, and the assessment of this milk as a protector for freeze

drying processes and long-term preservation of lactic strains.

The results of the microbial count analysis of raw milk from two mares show that this
is, from the microbiological perspective, suitable for human consumption. It is
confirmed that the mare's milk has a broad microbiome that is modified, quantitatively
and qualitatively, throughout pregnancy. It has also been seen as containing a variety of
constitutive enzymes detectable by commercial kits miniaturized. These enzymes have a

quantitative variability during pregnancy.

Of the 11 strains of lactic acid bacteria isolated from mare's milk, six showed a potential
use as probiotics because of their safety and in vitro gastrointestinal conditions
resistance. The strains were known as Lactobacillus plantarum 1, Lactobacillus

plantarum 2, Lactobacillus plantarum 3, Lactobacillus plantarum 5 and Lactococcus
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brevis 2. The lactic acid bacteria isolated from equine milk and feces have an
antimicrobial ability against a variety of undesirable microorganisms as Kocuria
rhizophila, Pantoea sp., Klebsiella oxytoca, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli,
Bacillus spp., Listeria monocytogenes, Enterococcus faecalis and Proteus vulgaris. Its
antimicrobial action is mainly due to the formation of organic acids, but also the

production of hydrogen peroxide and thermolabile compounds.

The mare's milk powder is presented as a good alternative to the use of cow's milk for
the freeze drying of Lactobacillus spp. and Lactococcus lactis equine strains. Due to its
composition, very similar to human milk, it can be a good excipient for dietary
supplements and functional foods, especially those intended for children nutrition and

for people with cow's milk protein intolerance.
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1. Generalitats sobre la llet d’euga

1.1. Definicid

La llet d’euga es pot definir com aquell fluid secretat per la glandula mamaria de les
femelles de I’espécie Equus ferus caballus, un mamifer d’abastament perissodactil
ampliament distribuit arreu del mén. La seva funcié primaria és satisfer completament
els requeriments nutricionals del poltre durant la primera etapa del seu creixement, des

del seu naixement fins als sis mesos de vida aproximadament (Alais, 1985).

Des del punt de vista fisico-quimic, és una solucié aquosa que conté un gran nombre de
substancies: lactosa, glicerids, proteines, sals organiques i inorganiques, vitamines,
enzims i nombrosos components a nivell de traces. Aquestes substancies es poden
trobar en tres estats principals: en emulsio, formant grans globuls (0,1 -10 um) hi ha el
greix i substancies associades; en suspensio, formant agregats col-loidals (20-300 nm)
trobem les caseines Iligades a sals minerals; per ultim, en dissolucié verdadera, hi ha

lactosa, vitamines hidrosolubles, proteines del serum, sals, etc. (Walstra, 2013).

1.2. Produccid i consum

Les vaques produeixen el 83% de la produccio mundial de llet, seguit de les bufales
amb un 13%, les cabres amb 2%, i les ovelles amb I'1%; les camelles proporcionen un
0,3%. EIl percentatge restant és produit per altres especies com ara equins, iacs, rens i
rucs. Aixo suposa el 0,7%, és a dir, una produccié forca marginal (Figura 1) (FAO,
2014).
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El cavall s’ha utilitzat tradicionalment per a
la produccio de llet a Asia central, Mongolia
1 ’antiga Uni6 Sovietica, on la llet d’euga ha
estat una important font d’alimentacid per a

les poblacions d’aquestes regions.

Actualment es calcula que aproximadament

0,70%

30 milions de persones arreu del mon beuen 2%

0,30% .
llet d’euga (Park et al., 2006). Els ramats mes 1%
importants es troben a Russia, Mongolia, el B Vaca = Bifala = Cabra
nord de la Xina i la seva periféria, W Ovella u Camell W Altres
Kazakhstan,  Kyrgyzstan,  Tajikistan,  rjgyra 1. Produccié mundial de llet (FAO,
Uzbekistan, 1 1’est 1 centre d’Europa 2014).

(Medhammar et al., 2012).

A Europa el consum huma de llet d’euga ¢és relativament recent. Durant la Primera
Guerra Mundial el subministrament de llet d’euga 1 de burra es portava a terme porta a
porta a les cases de paisos com Alemanya i Belgica. Fins fa vint anys la llet es
comercialitzava només en petites explotacions alemanyes aillades. Actualment podem
trobar produccions a diferents escales a Franga (Chevalait, Lait de Jument de
Camergue), Austria (Toechterlehof) i Holanda (de Lage Wierde), a més d'Alemanya
(Zollmann) i Bélgica (Het Brabanderhof). La industria de la llet d’euga s'esta expandint
als Paisos Baixos i Flandes (van der Burg et al., 2011). La comercialitzacio de la llet
d’euga a I’Estat espanyol és molt recent. Alguns exemples d’empreses al nostre pais son

EcoLactis (Madrid) i eQuillet (Catalunya).

Cal destacar la importancia de Franca i Alemanya, de les quals podem trobar a la
literatura molt diversos estudis (Malacarne et al., 2002; Drogoul et al., 1992; Zollmann,
1985). Aquests es concentren especialment en el component proteic, el qual és de molt
interés en 1’us de la llet d’euga com a substitut de la llet de vaca en nens amb

intolerancia o al-lérgia a la llet de vaca (Curadi et al., 2001).

Tot i aquest increment de consum, cal mencionar que la llet d’euga és més cara de
produir que la llet de vaca. El major problema que presenta I’espécie és la baixa

capacitat de la cisterna del braguer, de només dos litres, el que requereix una elevada
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freqliencia de munyida —generalment de cinc vegades al dia o en intervals de dues

hores—, amb el poltre sempre proxim a I’euga (Solaroli et al.,, 1993) (Imatge 1).

Imatge 1. Oseledko, V. (2012). Una camperola muny una egua en una zona rural de
Suu-Samyr, al Kirguizistan, a I'antiga Ruta de la Seda. Recuperat de:
http://www.gettyimages.co.uk/ detail/news-photo/kyrgyz-woman-milks-a-mare-on-the-
suu-samyr-plateau-500-news-photo/149701135

Arreu del mén podem trobar molt diverses races de cavalls que s’utilitzen per a la
produccio de llet: races de Zakakh a I’antiga Unid Soviética i Mongolia, races de cavall
de Kushum a Kazakhstan, cavalls Lokai a Tadzhikistan i Novo-Kirghiz a Kirghzia (Park
i Haenlein, 2008). A Mongolia s’usen moltes races creuades. A Europa la raca més
important és la Haflinger. Actualment, pero, qualsevol raca es pot desenvolupar per a la

produccio de llet sempre i quant les eugues acceptin la munyida (Park et al., 2006).

1.3. Formats de presentacid i derivats

En quant a formats de presentacio, en el mercat podem trobar la llet crua o tractada,
transformada en producte lacti o bé formant part d’altres productes elaborats que poden

ser de consum alimentari o no alimentari.

La llet crua d’euga és molt susceptible al creixement de microorganismes, fet pel qual
es deteriora amb molta facilitat (Hogan et al., 1989; Sanaa et al., 1993). Es per aixd que

s’ha desenvolupat una gamma de productes més estables que inclouen la llet liquida
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pasteuritzada i esterilitzada, llet fermentada, begudes amb base de llet, llet en pols, llet

concentrada, mantega i formatge (Imatges 2 i 3).

Imatge 2. Producte comercialitzat de llet fresca Imatge 3. Producte comercialitzat de
d’euga eQuillet®. Recuperat de: llet en pols d’euga eQuillet®. Recuperat
http://www.equaid.com de: http://www.equaid.com

Els paisos de I’Europa occidental, especialment Alemanya, Franga i Italia, han
comencat a vendre recentment llet en pols. Els productes es poden consumir
directament o rehidratats amb aigua, i mantenen algunes de les propietats
caracteristiques de la llet crua com un alt nivell de proteines del serum i d’acids grassos

poliinsaturats, amb un baix contingut de caseines (Marconi i Panfili, 1998).

També és comu a la part més occidental d’Europa la comercialitzacio de la llet d’euga
congelada i en capsules liofilitzades per a les persones que busquen aliments organics
més especialitzats. Cent grams de llet en pols equivalen aproximadament a 1 litre de llet
fresca. Ni la llet congelada ni la liofilitzada porten cap tipus de substancies
preservatives. Tot i que majoritariament son per al consum huma, una porcié d’aquests
tipus de llets serveixen per la nutricié de poltres orfes, per aquells que no poden
succionar el calostre de la mare o pels que reben un calostre deficitari qualitativament o
qualitativa (Park i Haenlein, 2008).

Per tradicio i per la seva rellevancia cal destacar la importancia del kumis (koumiss),
una beguda tradicional dels ramaders normands, molt popular a Mongolia, Kazakhstan,
Kirguizistan i algunes regions de Russia. Es el resultat de la fermentacié acid-lactica i
alcoholica de la llet d’euga, la qual depeén de 1’acci6 simbiotica de dos tipus de

microorganismes: lactobacils i llevats. Els primers juguen un paper principal i son els
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responsables de 1’aroma, la textura i I’acidesa del producte. També han demostrat tenir
efectes probiotics (Wu et al., 2009). Degut a aquesta fermentacid, el kumis és una
beguda que conté un 0.6-3% d’alcohol, és lleugerament gasosa i conté lactat i etanol.

Actualment es produeix a nivell industrial (Tamime et al., 1999).

A Europa també és comu usar la llet d’euga per a la

cosmetica, amb cremes, sabons i cremes hidratants
(Imatge 4). A Noruega s’utilitza com a component

del xampu de Gyda, per a pells i cuirs cabelluts

sensibles. A Alemanya trobem la locio de Kumylac, Imatge 4. Sabé amb llet d’euga
un liofilitzat de llet fermentada usada com a crema eQuillet®. Recuperat de:

hidratant (Park i Haenlein, 2008). http:/fwww.equiaid.com
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2.Composicio de la llet d’euga

2.1. Caracteristiques generals

La composicio de la llet és, en termes generals, un tema complex. Les llets dels
mamifers presenten diferéncies substancials entre especies, ja que la seva composicid
depen en primera instancia dels requeriments nutricionals del nounat. Factors com la
maduresa en néixer, la taxa de creixement i les necessitats energetiques de cada especie

son els principals causants d’aquestes variacions (Fox i McSweeney, 1998).

En quant a la composicio intra-espécie, diversos estudis mostren diferents conclusions.
Alguns autors mostren una absencia de diferéncies significatives entre les races
d’eugues en el contingut de matéria seca, de proteines totals (Csap0-Kiss et al., 1995),
de greix total 0 en el perfil d’acids grassos (Johnston et al., 1970; Csapé et al., 1995).
Per a aquests autors la raca tampoc sembla tenir influéncia en la distribucio de les
diferents fraccions proteiques ni en la composicio dels amino-acids, ni del valor
biologic de la llet, concentracions de cendres, macroelements i microelements. Aquestes
afirmacions també es presenten per als calostres de les diferents races (Csap6-Kiss et
al., 1995).

Altres autors afirmen que les diferencies entre races si son significatives. Uniacke-Lowe
et al. (2010) van descriure una serie de factors tant genetics com ambientals que afecten
la composicio bruta de la llet d’euga, incloent la raga, la individualitat dels animals,
I'etapa de la lactancia, la frequéncia i la integritat de la munyida, I'edat materna, la salut

i el tipus d'alimentacio.
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Si comparem la llet d’euga amb la llet d’altres espécies d’abast com la vaca, la ovella i

la cabra, podem apreciar com la primera conté quantitats substancialment més baixes de

solids totals, cendra, greix i proteina totals; el contingut de lactosa i aigua, en canvi, sén

més elevats (Figures 2, 3 i 4). Aquestes caracteristiques, d’altra banda, la fan més

propera a la llet humana; la seva composicid d’acids grassos també és més similar

(Uniacke-Lowe et al., 2010; Medhammar et al., 2012).

Alguns estudis han pogut observar com, en general, les llets d’alguns primats i dels

perissodactils (cavalls i rinoceronts) tenen menys materia seca i menys greix. També

s’ha vist, en el cas dels perissodactils, la sintesi de grans proporcions d’acids grassos de

cadena mitja, el contingut dels quals varia al llarg de la lactacio (Osthoff, 2011).

Dins del génere Equus, trobem que la llet d’euga i d’ase (Equus asinus) sén molt

similars entre si: no hi ha diferéncies significatives en el contingut de proteina, greix,

lactosa, cendres o d'aigua (Medhammar et al., 2012).
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Figura 2. Comparativa entre les quantitats de solids totals de les llets de diverses
especies. Els valors de 1’eix vertical s’expressen en grams per quilogram de llet. Dades

extretes de Uniake-Lowe et al., 2010.
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Figura 3. Comparativa de I’energia bruta present a les llets de diverses espécies. Els
valors de I’eix vertical s’expressen en kilojoule per quilogram de llet. Dades extretes de
Uniake-Lowe et al., 2010.

M Proteina (g kg-1) M Greix (g kg-1) ™ Lactosa (g kg-1) M Cendres (g kg-1)
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Figura 4. Comparativa entre les quantitats de proteina, greix, lactosa i cendres de
les llets de diverses especies. Els valors de 1’eix vertical s’expressen en grams per
quilogram de llet. Dades extretes de Uniake-Lowe et al., 2010.
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2.3. Composicio dels diferents principis immediats

2.3.1. Composicio lipidica

2.3.1.1. Elglobul gras

Els lipids en la llet es troben en forma de globuls emulsionats que varien de mida i de
composicié segons I’especie. En la llet d'euga mesuren uns 2-3 mm (Welsch et al.,
1988). Els seus globuls de greix contenen tres capes: una de proteina interna, una
intermeédia de fosfolipids i I’externa de glicoproteines d’alt pes molecular que
contenen oligosacarids ramificats, similars a la dels globuls de greix de la Ilet humana

i que no es troben a la llet de vaca (Solaroli et al., 1993; Malacarne et al., 2002).

2.3.1.2.  Els triglicerids i els acids grassos

La llet d’euga €s menys rica en triglicérids que la llet humana i la de vaca. El nombre
d'atoms de carboni en els triglicérids varia entre les especies. Si analitzem la llet
mitjancant HPLC, podem observar com la distribucio del greix de la llet d’euga i de la
Ilet humana segueix un patré unimodal tipic (presenta un maxim en 50-52 atoms de
carboni), mentre que a la llet de vaca se segueix un patrd bimodal (presenta un primer
maxim entre 34-40 atoms de carboni, i el segon entre 42-54). Des del punt de vista
nutricional, I'estructura dels triglicerids és un factor principal que influeix en l'accio6

dels enzims lipolitics i, per tant, en lI'absorci6 del greix (Malacarne et al., 2002).

En comparacié amb la llet de vaca, el greix de la llet d’euga presenta un alt contingut
d'acids grassos poliinsaturats (polyunsaturated fatty acids, PUFA) i un baix contingut
en acids grassos saturats (saturated fatty acids, SFA), particularment marcat en
aquesta especie (Medhammar et al., 2012). Tot i que la llet d’euga té un contingut
molt baix de greix total, conté una gran quantitat d'acids grassos n-3 a causa de I’alt
contingut d'acid a-linolenic (ALA, 18:3). Els alts continguts d’ALA i acid linoleic
(LA, 18:2) i més baixos en acid estearic (C18:0) i palmitoleic (C16:1) sén naturals en

els animals monogastrics: la hidrogenacié microbiana dels acids grassos en el tracte
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digestiu no es produeix abans de I'absorcio intestinal en equins, com si que succeeix en
el tracte dels remugants. A més a més, els cavalls consumeixen una gran quantitat de
farratge, que és ric en acids grassos insaturats (Csapo et al., 1995). L'acid a-linolenic i
acid linoleic son essencials, ja que no poden ser sintetitzats pels éssers humans (FAO,
2010).

Altres acids grassos presents a la llet d’euga, de major a menor quantitat, soén 1’acid
palmitic (C16:0), oleic (C18:1), dodecanoic (C12:0), miristic (C14:0), decanoic
(C10:0), palmitic (C16:0), estearic (C18:0) i octanoic (8:0) (Csapo et al., 1995).

De tots ells cal mencionar 1’acid palmitic, el qual s’associa preferentment a la posicid
sn-2 (Figura 5). Des del punt de vista nutricional, 1’estructura del triglicérid és un
factor primari afectant en 1’accio de la lipasa i 1’absorci6 dels greixos. En la llet
humana, el palmitic es localitza preferentment en la mateixa posicio, aixi que
I’assimilaci6 d’aquest acid gras en els nadons es veu afavorida (Park i Haenlein,

2008).

Figura 5. Triacilglicérid
format per glicerol (centre),
acid alfa-linolénic (vermell)
acid palmitic en posicié sn-2
(blau) 1 acid oleic (verd). De:
Wikimedia Commons
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2.3.2. Els fosfolipids i els esterols

Els fosfolipids son compostos complexos presents en la membrana cel-lular i constituits
principalment per acids grassos poliinsaturats. La llet d'euga és més rica en fosfolipids
en comparacié amb la llet humana o la de vaca. La composicio de fosfolipids és també
diferent (Jensen et al., 1990). En comparacio amb la llet humana, la llet d'euga és més
rica en fosfatidiletanolamina i en fosfatidilserina, i menys rica en fosfatidilcolina i

fosfatidilinositol; la proporcio d’esfingomielina és similar (Malacarne et al., 2002).

En quant als esterols, la llet d'euga sembla tenir una major proporcié de la fraccid
insaponificable en comparacio amb les llets de vaca i humana. La fraccio d'esterols en la
llet d'euga, la llet humana i la de vaca esta constituida parcialment pel colesterol (Jensen
et al., 1990; Malacarne et al., 2002).

2.3.3. Composicio proteica

El sistema proteic de la llet d'euga és bastant semblant a la de la llet humana. En quant a
les principals fraccions de nitrogen trobem que la llet d'egua és similar a la humana,
mentre que la llet de remugants té major contingut de caseina. La riquesa i el patr6 de la
proteina del serum lacti d'egua fa que sigui més favorable que la de vaca i d'ovella per a
la nutricid6 humana ja que aporta un major subministrament d'aminoacids essencials
(Hambraeus, 1994).

Mentre que la caseina de la llet d’euga es composa de parts gairebé iguals de as-caseina
i B-caseina, la humana i la llet de cabra es caracteritza per una prevalenca de -caseina, i
la llet d'ovella vaca i es caracteritza per un predomini de as-caseina. La llet de la vaca és
relativament més rica en ag;-caseina, que es creu que és responsable de l'aparicio de
formes al-lérgiques en lactants. Pel que fa a les caracteristiques estructurals, la llet
humana i la d’egua formen un precipitat mes fi i suau, i més facil de digerir que la llet

dels remugants (Potoc¢nik et al., 2011).

Per altra banda, la B-immunoglobulina (BIg) és la proteina del serum que es troba en

major proporcié en la llet d’euga, i representa de mitjana el 30.75% del total de les

25



| Introduccié

proteines del serum. Aquesta proteina, que també es troba present en la llet de vaca, és
absent en la llet humana, i constitueix un dels majors al-lergens de la llet (EI-Agamy,
2007).

2.3.4. Els hidrats de carboni

Si avaluem la composicio en sucres de la llet d’euga, veiem que el més important i
majoritari és la lactosa. Comparada amb la resta de llets, la dels equids és la que
presenta un contingut mitja més elevat de lactosa (principalment la d’euga i la d’ase),
seguida de la de la llama. En general, hi ha una relacié inversa entre el contingut de
cendres i contingut de lactosa a la llet: les que presenten un contingut de cendres més
baix (egua i ase) son les que presenten un contingut de lactosa més elevat (Medhammar
etal., 2012).

Tot i aixo, el contingut en sucres i sals de la llet d’euga és similar a la humana. S’ha
descrit la preséncia de galactosa, un monosacarid present a les membranes cel-lulars,
sobretot a la beina mielinica de les neurones. La complexitat estructural de les fraccions
menors d'hidrats de carboni de la llet fa que aquest aspecte no hagi estat prou estudiat en

la llet d'euga (Malacarne et al., 2002).

2.3.5. Les vitamines

La llet d’euga conté practicament les mateixes quantitats de vitamines A, D, 1 K que la
llet de vaca, pero el contingut de vitamina C és lleugerament superior. Ates que el
contingut de greix de la llet de vaca és 2,5-3,0 vegades més alt que el de la llet d'euga,
les concentracions de les vitamines liposolubles (A, D3, E, K3) en el greix de la llet sén
molt més altes en el greix de la llet d'egua que en la vaca (Csapo et al., 1995). Dues
tasses de llet de camell o de dromedari poden subministrar la ingesta de nutrients
recomanada (recommended nutrient intake, RNI) de vitamina C, mentre que dues tasses

de llet d'egua poden subministrar-ne el 72% RNI (Medhammar et al., 2011).
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2.3.6. Les cendres

La llet de vaca conté gairebé el doble de la cendra total, potassi, fosfor, magnesi i
manganes, aixi com un 50% més de calci, ferro i coure i gairebé tres vegades la
quantitat de sodi i zinc que la llet d'euga. El baix contingut en sodi de la llet d'euga la fa
particularment desitjable com a component de la dieta per als pacients amb problemes

cardiovasculars i/o relacionats amb la hipertensio (Csapé-Kiss et al., 1995).
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3. Qualitat de la llet d’euga

Degut a la seva composicid i caracteristiques, tant la llet com el calostre de 1’euga es

consideren d’alta qualitat.

3.1. Qualitat del calostre

El calostre conté nivells molt més alts de solids totals, proteina i cendra que la llet
madura obtinguda 2 o 3 setmanes després del part en totes les espécies. L'alt nivell de
proteines en el calostre ¢és degut a l’elevada presencia d’immunoglobulines (Igs).
Aquests anticossos son essencials per la protecci6 del poltre enfront a les malalties. La
majoria dels poltres neixen amb agammaglobulinemia o hipogammaglobulinemia. Es
per aixo que necessiten un calostre amb un alt contingut d'immunoglobulines tan aviat
com sigui possible per a dotar-los d'immunitat passiva (Doreau i Boulot, 1989). Es
tracta majoritariament d’immunoglobulina G (IgG). La quantitat d’aquestes es pot
mesurar utilitzant un calostrometre (hidrometre modificat), el qual mesura la

concentracio de 1gG (Park i Haenlein, 2008).

El periode d’encalostrament de I’euga és molt més curt que el de les vaques i el calostre
mostra diferencies significatives amb la llet normal només en el primer dia després de
parir (Neseni et al., 1958; Csap0-Kiss et al., 1995). El valor biologic de calostre d’euga
munyit immediatament després de parir és dels mes elevats dins dels mamifers, degut
als seus alts continguts en lisina i treonina. Entre el segon i el cinqué dia aquest valor es
redueix a causa de la reduccié del contingut en aminoacids essencials. A mesura que

avanca la lactacio, el valor va decreixent, pero es manté elevat en comparacio amb la de
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la llet de vaca, a causa de la major proporcié de proteina del serum i majors quantitats
d'aminoacids essencials, especialment la treonina, en la llet d'euga (Csap06-Kiss et al.,
1995).

Finalment, el calostre conté 2.6, 1.7, 1.4 i 1.5 vegades més vitamines A, D3, C i K3
respectivament que la llet d’euga recollida entre els dies 8 i 45 de la lactacio. Els

continguts de vitamina E del calostre i de la llet sén similars (Csap6 et al., 1995).

3.2. Llet d’euga com a substitutiu de la llet de vaca en

alimentacié humana

Alguns estudis com els que es mencionen a continuacié afirmen que la llet d’euga és
més favorable que la llet de vaca per a 1’alimentacié humana. El seu contingut en
carbohidrats, proteines (totals i del sérum) i sals és més similar al de la llet humana que
el de la vaca. El perfil de caseines t¢ més semblanga a I’huma, fet que la fa més
digestible pels infants. La composicié d'acids grassos en la llet euga és similar a la de la
Ilet humana (Pietrzak-Fiec¢ko et al., 2009), sent aquest fet particularment rellevant per a
la nutricié humana. La distribucié dels globuls de greix, aixi com la dels diglicerids en
la llet d’euga i la humana son similars. La llet dels remugants, més rica en sals, és

menys adequada com a substitut de la llet materna. (Malacarne et al., 2002).

La llet d’euga, pero, té un contingut més baix d’energia ja que presenta menys greixos,
pero per altra banda amb un percentatge d’acids grassos insaturats més elevat. Tenint en
compte aquest aspecte, altres estudis també han suggerit que la llet d'euga pot ser
utilitzada en la nutricio infantil, ja que els fetges dels nadons s6n probablement capacos
de transformar aquests acids grassos en acid eicosapentaenoic (EPA), acid

docosahexaenoic (DHA\) i acid araquidonic (Orlandi et al., 2003).

Els acids grassos n-3 EPA i DHA, com a part d'una dieta saludable, poden contribuir a
la prevencio de la malaltia cardiaca coronaria (CHD) i possiblement altres malalties
degeneratives associades amb I'envelliment (FAO, 2008). Per a les poblacions com
Mongolia on no hi ha accés al peix (font principal dels n-3), la ingesta de llet d'egua és

crucial per a satisfer els requisits nutricionals. Hi ha proves convincents que la
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substitucio dels SFA (C12:0-C16:0) per PUFA disminueix la concentracio de colesterol
LDL aixi com la ratio lipoproteina total/d'alta densitat del colesterol (HDL) (FAO,
2010).

En quant a 1’us de la llet d’euga en persones amb al-lérgies a certs components proteics
de la llet, cal recordar que, tot i que la composici6 de la llet d’euga és més similar a la
llet materna, aquesta conté alts nivells de Blg. Tot i aix0, certs estudis (Businco et al.,
2000) han demostrat que la major part dels infants amb al-lérgia severa a la llet de vaca
mediada per IgE toleren bé la llet d’euga. Cal, per tant, confirmar aquesta tolerancia

amb un test oral especific.

3.3. Qualitat microbiologica

La qualitat microbiologica de la llet d’euga ¢és superior a la de la llet de vaca, i el seu
recompte de cél-lules somatiques és inferior (Dankow et al., 2006). La mamitis no
sembla ser un factor limitant en la produccio6 de llet d’euga. La manca general d'infeccid
(suggerit per I’abséncia de colonies als cultius, el recompte de cel-lules somatiques
baixos, i la manca de reaccions CMT), també suggereixen que potser la ubicacié del
braguer de l'euga i la mida del mugré tendeixen a limitar I’exposicid 1 per tant

’establiment de patogens (Wells et al., 2012).

3.4. Factors que modifiquen la qualitat de la llet d’euga

La qualitat de la llet d'euga esta influenciada per molt diversos factors, molts dels quals
encara es desconeixen. Alguns exemples que semblen ser els de major rellevancia son la
condicid corporal, la ingesta de nutrients, el tipus de munyida, les condicions ambientals
i la lactacio. Entre aquests factors, I'etapa de lactancia sembla ser el més important
(Csapo et al., 1995). Degut a la importancia d’aquest Gltim factor, les seves causes es

tracten ampliament més endavant (vegeu apartat 3.5).
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En quant a la condicio corporal, cal esmentar que les eugues amb sobrepés produeixen
una llet alta en greix, a costa de la proteina. Dietes altes en greix disminueixen el
contingut de proteina de la llet, al contrari del que succeeix en el cas de la vaca. Aquest
fet s’atribueix a un efecte diluent resultat d’un increment en el rendiment lleter. Si a més
a més la dieta és rica en concentrat i pobre en farratge, es produeix una disminucid del
contingut en greix a causa de la disminucié de la sintesi de novo de precursors com

I’acetat i el butirat. (Doreau i Martuzzi, 2006).

Les eugues amb baix pes, en canvi, es tradueixen en una llet baixa en greix i proteina.
De la mateixa manera, una dieta baixa en proteina redueix el contingut d’aquesta a la
llet. Ambdues alteracions de la condicid corporal tenen un impacte en les taxes de

creixement dels poltres. (Park et al., 2006).

En el cas de la ingesta de nutrients, necessita una série d’adaptacions depenent de
diversos factors com 1’edat, la raga, la gestacio o la lactacid. En els tltims tres mesos de
gestacio, el fetus incrementa el seu ritme de desenvolupament, fet que pot provocar un

desequilibri nutricional a I’euga si no es modifica correctament la seva dieta.

Cal tenir en compte que la composici6é d'acids grassos dels aliments té major influencia
en la composicio d'acids grassos de la llet en els cavalls que en els remugants. L'accid
microbiana en el rumen resulta en una major modificacid dels greixos dietetics que la
que es produeix en el cavall (Csap6 et al., 1995). El contingut en acid linoleic de la llet
de les eugues €és major quan aquestes son alimentades en pastures on I’herba és més rica
en acids grassos, aixi com en aquelles eugues que reben com a suplementacio oli de blat

de moro ric en acids oleic i linoleic (Park et al., 2006).

També és important tenir present que l'alt contingut de d’acids grassos insaturats de
cadena llarga en la llet equina es relaciona amb quantitats consumides amb farratge
(Chiofalo et al., 2001).

La lactosa de la llet, mostra un comportament estable i independent de la dieta, a causa

de la seva contribucio en la pressi6 osmotica de la llet. Tot i aixo, alguns estudis

manifesten que el contingut de lactosa a la llet és inferior en eugues alimentades amb
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fenc que amb concentrat, suggerint un efecte negatiu de les dietes amb farratge en els

precursors de la lactosa com la glucosa i el propionat (Park et al., 2006).

En quant al tipus de munyida, sembla evidenciar-se que la munyida a maquina de les
eugues pot ser més eficient que la duta a terme manualment. Aquest fet, pero, podria
dependre de I'eleccio adequada dels parametres técnics de la maquina de munyir i de la
competencia técnica del ramader per la munyida manual d'eugues, les quals son forca

susceptibles a les pertorbacions (Caroprese et al., 2007).

Pel gue fa a les condicions ambientals, alguns estudis mostren que el medi ambient pot
fer variar el contingut de greix de la llet d’euga. (Malacarne et al., 2002; Neseni et al.,
1958).

3.5. Variacions de la llet d’euga durant la lactacid

Els canvis en la llet d’euga deguts a la lactacid han estat ampliament analitzats per
diversos autors com Neseni et al., (1958), Oftedal (1983), Csap0 et al., (1995) o Wells
et al., (2012). Diverses races han estat objecte d’estudi, com ara la raga primitiva de
Konik (Pikul et al., 2008), la Wielkopolska (Pikul i Wojtowski, 2008), la Haflinger
(Mariani et al., 2001), la Quarter Horse (Gibbs et al., 1982), la Dutch Warmblood
(Bouwman i Van der Schee, 1978) o la Lusitano (Santos i Silvestre, 2008).

Si s’observa el contingut de matéria seca de la llet d'euga, s’aprecia una disminucio
drastica del calostre a la llet normal a causa principalment de la disminucié en el
contingut de proteines (Figures 6 i 7); el contingut de proteina de la llet d'euga
disminueix rapidament fins la segona setmana de la lactancia i continua disminuint
lentament fins al final del segon mes. La fraccié de nitrogen no proteic (non proteic
nitrogen, NPN) també tendeix a disminuir amb el progrés de la lactancia (Bouwman i
Van der Schee, 1978; Gibbs et al., 1982).
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Figura 6. Evolucié de la concentracié de
materia seca de la llet d’euga al llarg de la
lactacio. L’eix horitzontal mostra els mesos de
lactacid, mentre que 1’eix vertical mostra el
contingut de matéria seca (g-100g™). Dades
extretes de Csap0 et al., 1995 i Oftedal et al.,
1983.

Figura 7. Evoluci6 de la concentracio de
proteina de la llet d’euga al llarg de la lactacio.
L’eix horitzontal mostra els mesos de lactacio,
mentre que I’eix vertical mostra el contingut de
proteina (g-100g™). Dades extretes de Csapd et
al., 1995 i Oftedal et al., 1983.

La composicié d'acids grassos del greix i el contingut de greix de la llet mostren canvis

més petits a traves del temps (Csapé et al., 1995), disminuint a mesura que avancga la

lactacié de 1’euga (Figura 8). El contingut de lactosa augmenta amb l'avang de la

lactancia (Figura 9), sent major en eugues munyides a maquina que en les munyides a

ma (Martuzzi et al., 2004, Caroprese et al., 2007). Les Figures 10 i 11 mostren

I’evolucio de la concentracié energetica, i de les cendres. Ambdues mostren una

tendencia a disminuir durant la lactaci6 (Csap0 et al., 1995; Oftedal et al., 1983.).
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Figura 8. Evolucié de la concentracio de
greix de la llet d’euga al llarg de la lactacio.
L’eix horitzontal mostra els mesos de
lactacid, mentre que 1’eix vertical mostra el
contingut de greix (g-100g™). Dades
extretes de Csapd et al., 1995 i Oftedal et
al., 1983.

Figura 9. Evolucid de la concentracié dels hidrats
de carboni de la llet d’euga al llarg de la lactacio.
L’eix horitzontal mostra els mesos de lactacio,
mentre que l’eix vertical mostra el contingut de
hidrats de carboni (g-100g™). Dades extretes de
Oftedal et al., 1983.
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Figura 10. Evolucié de la concentracié
energética de la llet d’euga al llarg de la
lactaci6é. L’eix horitzontal mostra els mesos
de lactacio, mentre que I’eix vertical mostra
el contingut energétic (kcal-100g™). Dades
extretes de Oftedal et al., 1983.

Figura 11. Evolucid de la concentraci6 del les
cendres de la llet d’euga al llarg de la lactacio.
L’eix horitzontal mostra els mesos de lactacio,
mentre que 1’eix vertical mostra el contingut
de cendres (g-100g™). Dades extretes de
Csapo et al., 1995 i Oftedal et al., 1983.

La manca d'una tendencia lineal per al recompte de cél-lules somatiques general i de

nitrogen de 1’urea suggereixen que la composicio de la llet d'euga ha de ser discutida en

etapes més que com un tot (Wells et al., 2012). No hi ha estudis en la literatura

disponibles en relacié amb els canvis en el nivell de resisténcia de la llet i el calostre de

les eugues en funcié del recompte de cel-lules somatiques (somatic cell count, SCC) i

recompte total de bacteris. No obstant aix0, es pot suposar que, com en el cas de la llet

de vaca, l'estat inflamatori de la glandula mamaria d'una egua és la rad principal per a
un augment de la SCC en la llet (Auldist i Hubble, 1998).
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4. Propietats de la llet d’euga

La llet d’euga i els seus derivats tenen propietats beneficioses molt ben conegudes per a
la salut humana. Tot i que existeixen nombrosos estudis que ho corroboren (Taula 1),
molta informaci6 de la qual es disposa €s empirica. A Mongolia s’utilitza per a tractar
I’hepatitis cronica i I’tlcera peptidica. També té propietats antiacides. Aquests efectes

terapeutics poden ser deguts a I’elevat contingut en fosfolipids i1 en vitamina A.

També es coneix 1'us de la llet d’euga per a tractar la tuberculosi. Es creu que
incrementa el nombre d’eritrocits i limfocits. Es un tractament eficag per a alteracions
de la pell com la psoriasi o I’acne. Altres malalties i simptomes inclouen 1’anémia, 1a
nefritis, la diarrea i la gastritis, i altres problemes digestius, especialment per les cures

postoperatories.

Els agents bioactius que se suggereix que confereixen propietats antiinflamatories a la

llet d’euga inclouen el lisozim, les IgA i la lactoferrina (Gustafson et al., 2011).

Sembla que el kumis presenta un millor efecte terapéutic perque el producte fermentat
presenta alguns additius i productes de la fermentacid6 microbiana com peptids,
substancies bactericides, vitamines sintetitzades i per la preséncia dels acids grassos
poliinsaturats, el que podria estimular el sistema immunologic i promoure activitats

antimicrobianes (Park i Haenlein, 2008).
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Propietat Referéncia

Modulaci6 de la inflamacio6 cronica Ellinger et al., 2002

Tractament combinat de la insuficiéncia cardiaca Mirrakhimov et al., 1986

refractaria

Acci0 terapéutica envers la hepatitis cronica Sharmanov et al., 1981

Tractament de la Ulcera peptica estomacal i duodenal Sharmanov et al., 1980;. Zhangabylov
i Salkhanov, 1976

Tuberculosi: augment dels eritrocits i limfocits, Doreau i Martin - Rosset, 2002

restauracié de la velocitat de sedimentaci6 globular

normal

Tractament de cremades, lesions de contacte Gobbi, 1993

i malalties cutanies

Tractament de 1’acne, la psoriasi i I'€czema atopic: accio Foekel et al., 2009
del lisozim i la plasmina

Taula 1. Estudis sobre les propietats terapcutiques de la llet d’euga.
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5. Microbiologia de la llet d’euga

La llet, per la seva propia naturalesa, és un medi de creixement per microorganismes.
Esta reconegut com a aliment altament perible, facilment sotmés a contaminacid
microbiana (Chambers, 2002).

5.1. Principals fonts de microorganismes a la llet

Hi ha tres fonts principals de microorganismes a la llet: (1) els procedents de dins del
braguer, (2) els de I’exterior dels mugrons i del braguer, i (3) els que provenen del

maneig i ’equip d’emmagatzematge (Chambers, 2002).

5.1.1. Microorganismes de l'interior del braguer

La llet ha estat tradicionalment considerada estéril; no obstant aixo, estudis recents en
humans han demostrat la preseéncia de microorganismes procedents de 1’interior de les
mames (Martin et al., 2003). Tradicionalment s’ha cregut que aquests microorganismes
eren resultat de la contaminacio per bacteris de la pell de la mare o de la cavitat bucal

del nounat, que migraven pel canal del mugré durant la succio de la llet.
Estudis més recents, pero, suggereixen que alguns bacteris presents en l'intesti de la

mare podrien arribar a la glandula mamaria durant I'Gltima etapa de la gestacio i la

lactancia a través d'un mecanisme que implica I’accié dels mondcits intestinals. Per tant,
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la modulacié de la microbiota intestinal de la mare durant la gestacio i la lactancia

podria tenir un efecte directe sobre la salut neonatal (Fernandez et al., 2013).

D'altra banda, la disbiosi mamaria pot conduir a la mastitis, inflamacié que en la
majoria de casos esta associada a la implantacid de microorganismes patogens.
L’ocurréncia de mastitis en eugues és baixa si es compara amb altres especies. Tot i
aixo, estudis com el de Motta et al. (2014) han caracteritzat la microbiota de la llet
d’euga mastitica. Tot i que tradicionalment, Staphylococcus aureus ha estat considerat
com el principal agent etiologic de la mastitis aguda i Staphylococcus epidermidis la
principal causa de la mastitis cronica i subaguda tant en la medicina humana com en la
veterinaria, els estudis existents sobre mastitis clinica en équids indiquen que també
altres agents com Arcanobacterium pyrogenes (Motta et al., 2014), Streptococcus
zooepidemicus (Welsh, 1984), Streptococcus spp., E. coli i Klebsiella spp (Bostedt et
al., 1987), Streptococcus spp, Staphylococcus spp. i Actinobacillus suis (McCue i
Willson, 1989) poden ser agents etiologics en eugues.

Motta et al. (2014), també van caracteritzar la llet d’eugues amb mastitis subclinica,
detectant altres microorganismes com Streptococcus equi, Staphylococcus spp.,
Nocardia sp., Corynebacterium sp., E. coli o Candida sp., entre d’altres.

5.1.2. Microorganismes de I’exterior del braguer

En el cas de les eugues, en la bibliografia existent no trobem cap referencia al
microbioma exterior del braguer. En vaques 1 en humana, en canvi, si que s’han realitzat
estudis, dels quals destaca el de Braem et al. (2012), on I’exploracié de la microbiota de
la tetina de vaques lleteres mitjancant tecniques moleculars va revelar una amplia
diversitat d'especies bacterianes, pertanyents a quatre phyla: Actinobacteria (32% del
total de generes), Bacteroidetes (1%), Firmicutes (42%), i Proteobacteria (25%), que va
abastir un total de 17 géneres bacterians, dels quals destaquen Corynebacterium spp. i
Staphylococcus spp. L’estudi es va realitzar amb els mugrons préviament netejats per tal

de minimitzar la contaminaci6 d’aquests per microorganismes de 1’ambient.
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Entre munyides, les mamelles solen embrutar-se amb femtes, fang, palla, serradures,
encenalls de fusta o sorra. Si no s’elimina abans de munyir amb una adequada neteja,
aquesta bruticia i tots els microorganismes associats es transfereixen a la llet
(Chambers, 2002). Aquests microorganismes no serien propis de I’exterior del mugro, i

es considerarien contaminacié ambiental.

5.1.3. Microorganismes procedents del maneig i [I'equip

d’emmagatzematge:

La llet es produeix a temperatures ambientals que varien des de condicions sota zero
fins a superiors a 25°C. Aixi mateix, la duracié de ’emmagatzemament a la granja pot
variar. Es per aix0 que la quantitat i la varietat de microorganismes presents quan la llet
abandona la granja pot variar i ser impredictible, inclos sota condicions aparentment
similars (Chambers, 2002).

El contingut microbia de I'aire es veu molt afectat per moltes condicions i practiques. La
part externa del braguer sol estar bruta per fems, fang, palla o altres residus del llit de
I'animal. Si bé la flora microbiana de l'interior del braguer és majoritariament de tipus
mesofil (amb una temperatura optima de creixement al voltant dels 37°C), a I'exterior se
sumen microorganismes psicrofils i termofils (Magarifios, 2000). L'aire es considera
generalment que és un factor de menor importancia entre les fonts de contaminacio,
pero pot tenir-ne si la munyida es realitza a I'aire lliure en els patis polsegosos sense
rentat previ. El manteniment de la zona neta i la minimitzacio de les activitats que creen

pols redueixen la contaminacio potencial d'aquesta font.

L'Gs de les maquines de munyir i tancs bruts, o altres equips similars poden arribar a ser
la font més important de contaminacio de la llet. La seva incorrecta neteja abans del seu
Us proporciona les condicions ideals per al creixement de microorganismes, alguns
d’ells capagos de sobreviure a processos com la pasteuritzacio. Les persones
involucrades en la munyida i la manipulacio de la llet també poden contaminar la llet i
per tant han d'estar en bon estat de salut i han de seguir els procediments indicats en les

bones tecniques sanitaries. Els equips de munyida han de ser netejats i tractats
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eficagment amb agents bactericides. Compostos d'alta temperatura (aigua calenta o

vapor), de clor o d'amoni quaternari s'utilitzen comunament com a agents desinfectants.

Els principals microorganismes contaminants descrits son Clostridium perfrigens,
Salmonella typhi, Shigella spp., Corynebacterium diphteriae, Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp., Pseudomonas spp., Proteus spp. i Corynebacterium spp.
(Magarifios, 2000)

5.2. Microbiota de la llet d’euga

En general, la microbiota de la llet és molt variable degut a les seves propietats
nutritives aixi com per I’existéncia de les diverses fonts anteriorment mencionades, les
quals contribueixen a aportar microorganismes potencialment colonitzadors al llarg de

les diverses etapes de la seva vida Util.

En el cas de la llet d’euga, alguns autors han caracteritzat llets i derivats lactis de
diverses procedeéncies mitjancant técniques de genetica molecular. La Taula 2 mostra els

diferents microorganismes que s’han descrit.

Producte Autor Procedéncia Microorganismes descrits

Llet d'euga An et al., 2004 Mongolia Leuconostoc mesenteroides
Lactococcus lactis spp. lactis
Lactobacillus garvieae
Leuconostoc pseudomesenteroides
Streptococcus parauberis
Enterococcus faecium

Llet d'euga Prestes et al., 1999 Brasil Staphylococcus spp.
Streptococcus spp.
Corynebacterium spp.
Bacillus spp.
Pasteurella spp.
Candida spp.
Enterobacter cloacae
Shigella spp.
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Producte

Autor

Procedencia

Microorganismes descrits

Llet d’euga

Pérez, 2014

Espanya

Lactobacillus brevis
Lactobacillus plantarum
Lactobacillus paracasei

Leuconostoc mesenteroide
Candida krusei
Candida sphaerica
Candida lusitaniae
Candida famata
Candida guilliermondii

Llet d'euga
mastitica

Motta et al., 2014

Brasil

Streptococcus spp.
Staphylococcus aureus
Streptococcus equi
Nocardia sp.
Corynebacterium sp.
Staphylococcus hyicus
Arcanobacterium pyogenes
Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Citrobacter freundi
Candida sp.

Chigee (kumis)

An et al., 2004

Mongolia

Lactobacillus plantarum
Lactobacillus pentosus
Lactococcus lactis sh. cremoris

Airag (kumis)

Watanabe et al., 2008

Mongolia

Bifidobacterium mongoliense
Enterococcus faecium
Lactobacillus casei
Lactobacillus diolivorans
Lactobacillus farciminis
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus hilgardii
Lactobacillus kefiranofaciens
Lactobacillus kefiri
Lactobacillus parafarranginis
Lactobacillus plantarum
Lactococcus lactis subsp. lactis
Leuconostoc mesenteroides
Leuconostoc pseudomesenteroides
Streptococcus thermophilus
Lactococcus sp.
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Producte Autor Procedéncia Microorganismes descrits

Kumis Hao et al., 2010 Mongolia Lactobacillus plantarum
Lactobacillus pentosus
Lactobacillus helveticus
Lactobacillus acidophilus
Lactobacillus casei
Lactobacillus paracasei
Lactobacillus rhamnosus
Lactobacillus fermentum
Leuconostoc mesenteroides
Lactobacillus curvatus
Enterococcus faecalis
Streptococcus thermophilus
Lactobacillus jensenii
Lactobacillus kefiranofaciens
Lactobacillus kitasatonis
Lactobacillus kefiri
Lactobacillus buchneri

Taula 2. Principals microorganismes descrits en la llet d’euga.
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6. Bacteris acid lactics. Probiotics.

6.1. Els bacteris acid lactics

Els bacteris acid lactics (BAL) s6n un grup de microorganismes associats per les seves
caracteristiques fisiologiques i per les seves rutes metaboliques comunes. S6n Gram
positius, oxidasa i catalasa negatius, majoritariament immobils, no esporulats i en forma
de bacil, cocbacil o coc, que tenen per norma general baixes proporcions de contingut
G+C en el seu DNA (< 55%) (Carr et al., 2002).

Sén acid tolerants i tenen la capacitat de fermentar els hidrats de carboni. Segons el
producte final de la seva fermentacio s’agrupen en homofermentadors (produeixen acid
lactic principalment) i heterofermentadors (poden produir altres productes a més de

I’acid lactic, com el dioxid de carboni, 1’acid acetic 1 ’etanol).

La seva respiracio pot variar, anant des de 1’aerobiosi fins a I’anaerobiosi, passant per la
microaerofilia. Els manguen dels citocroms i s6n incapacos de sintetitzar porfirines.
Requereixen de factors de creixement complexos, com ara vitamines i aminoacids
(Konig i Frohlich, 2009).

Els BAL inclouen els generes Lactococcus, Streptococcus, Lactobacillus, Pediococcus,
Leuconostoc, Enterococcus, Carnobacterium, Aerococcus, Oenococcus,
Sporolactobacillus, Tetragenococcus, Vagococcus i Weisella -pertanyents a 1’ordre
Lactobacillales, del Filum Firmicutes- i el genere Bifidobacterium, que pertany a 1’ordre
Bifidobacteriales, del Filum Actinobacteria. La classificacio de les BAL segueix sent el

focus dels estudis taxonomics intensos (Adams, 1999).
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Al llarg de la historia els bacteris acid lactics han estat vinculats a la fermentacié dels
aliments. S'utilitzen en la fabricacio de productes lactis com ara la llet acida, el iogurt o
els formatges. També tenen una importancia comercial en el processament de carns
(salsitxes, pernils curats), begudes alcoholiques (cervesa, licors) i verdures (cogombres,
saukerkraut). Tot i que els BAL té efectes beneficiosos en la industria d'aliments, poden
ser una moléstia com contaminants mitjancant la produccid de males sabors i
contribuint al seu deteriorament. Tanmateix, diverses soques de BAL produeixen
diverses substancies antimicrobianes com les bacteriocines, les quals proporcionen un
obstacle addicional per al deteriorament i per a la instauracié de microorganismes
patogens. A més, I'acid lactic i altres productes fruit del seu metabolisme contribueixen
al perfil organoleptic i de textura dels diversos aliments.

La importancia industrial dels BAL s'evidencia per ser generalment reconeguts com a
segurs (Generally Regarded as Safe Probiotics, GRAS), per la seva aparicio ubiqua en
els aliments i per la seva contribucié a la microbiota saludable de les superficies
mucoses humanes. Es aquest Gltim fet de gran importancia, i la ra6 per la qual
actualment els BAL també s’utilitzen per al tractament de les disbiosi tant en humans

com en animals.

El primer cultiu pur de BAL del que es té constancia (Bacterium lactis) es va obtenir el
1873 per part de Joseph Lister només deu anys després que Louis Pasteur descrivis la

fermentacio acido lactica. La primera monografia és de Sigurd Orla-Jensen (1919).

6.2. Probiotics

6.2.1. Definicid i interes

D’acord amb la definicid establerta per 1’Organitzacié Mundial de la Salut (OMS), es
considera que els probiotics son aquells “microorganismes vius que quan son

administrats en quantitats adequades confereixen un benefici per a la salut de I'hoste”.
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Aquest fet va ser observat per primera vegada pel bioleg Elie Metchnikoff el 1908. Des
de llavors s’han dut a terme multitud de treballs sobre ’eficacia dels probiotics en la
millora de la salut humana (treballs com els de Parkes et al., 2009; Collado et al., 2009;
Lomax i Calder, 2009; Veerappan et al., 2012), i més recentment en la salut animal
(alguns exemples son Vila, 2009; Kenny, 2011; Patruica, 2012; Cebrian, 2012).

L’interés per 1's dels probiotics en alimentacié animal s’ha incrementat notablement
arrel de la prohibicio de 1’as d’antibiotics com a promotors del creixement per part de la
Unio Europea (Reglament CEE 1831/2003). L'Gs massiu d'antibiotics en animals ha
augmentat la pressio selectiva exercida sobre el mén microbia, fomentant I'aparicio
natural de resisténcies bacterianes al promoure la proliferacié de bacteris resistents
després de destruir-ne la resta, els quals poden transferir els seus gens de resisténcia a

altres bacteris que mai no han estat exposats als antibiotics (Verschuere et al., 2000).

Les persistents pressions economiques per optimitzar els parametres de produccié han
fet necessaria la recerca de noves estratégies de millora, entre les quals destaquen també

I’Gs de prebiotics, enzims, acids organics i immunostimulants (Huyghebaert et al.,

2011).

6.2.2. Mecanismes d’accio

Els possibles mecanismes d’accio dels probiotics inclouen (Nagpal et al., 2013):

e Elevada competéncia amb els bacteris patogens pels nutrients i llocs d'adhesio.

e Produccié de substancies antimicrobianes com ara acids organics, peroxid
d’hidrogen 1 bacteriocines, les quals tenen efectes inhibitoris tant per bacteris
Gram positius com per Gram negatius.

e Produccié d'acids grassos de cadena curta per fermentacié d'hidrats de carboni,
que poden:

= Reduir el pH del colon, fet que és perjudicial per als bacteris patdgens.
= Proporcionar nutrients pels colonacits (cel-lules del colon).
e Reduccid¢ de la permeabilitat intestinal.
e Modulacié de la funcid6 immune de la mucosa gastrointestinal: es creu que

components especifics de la paret poden incrementar la resposta immune humoral.
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6.2.3. Seguretat de les soques probiotiques

En el procés de seleccié de microorganismes probidtics, cal tenir en compte diversos
aspectes com ara la seguretat o les caracteristiques funcionals i tecnologiques. En quant
a la seguretat, s’inclouen especificacions com ara l'origen de la soca, la manca de
patogenicitat i les caracteristiques de resisténcia a antibiotics. En els aspectes funcionals
s’inclouen la wviabilitat 1 la persisténcia en el tracte gastrointestinal, la

immunomodulacio i les propietats antimutageniques (Saarela et al., 2000).

Aquests requisits de seguretat i les mesures reglamentaries relatives als probiotics han
de ser proporcionals als riscos previstos. En la majoria dels casos, la manca de
patogenicitat de les soques s'ha deduit de l'aparicid d’aquella especie determinada de
forma natural en els aliments o com a comensal en l'intesti huma. Els bacteris de I'acid
lactic, juntament amb els bifidobacteris, s'han associat amb infeccions humanes en rares
ocasions (principalment bacteriemia i miocarditis en pacients amb una malaltia
subjacent greu). Els enterococs, en canvi, poden actuar com patdgens oportunistes en
entorns hospitalaris provocant endocarditis, bacteriemia, i infeccions intra-abdominals,

urinaries i del sistema nervios central (Wright, 2005).

Un altre aspecte de seguretat molt important és el de resistencia als antibiotics
transmissible. L'objectiu de la seva determinacié en les soques de microorganismes
potencialment probiotics és evitar que puguin albergar gens de resisténcia a antibiotics
capagos de transmetre’s a patogens humans o animals. A la practica, la majoria dels
bacteris sén resistents a alguns antibiotics; no obstant aixo, si la resistencia és intrinseca
0 basada en les peculiaritats fisiologiques o estructurals de la soca (com ara les
caracteristiques de la paret cel-lular), és molt poc probable la transferéncia de la
resistencia a organismes sensibles. Trobem un clar exemple en el cas de la resisténcia a
la vancomicina inherent en diversos lactobacils, causada per certes peculiaritats

estructurals dels peptidoglicans (Wright, 2005).
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6.2.4. Taxonomia dels microorganismes probiotics

Tot i que els BAL son els probiotics més comuns, altres grups de bacteris i fongs tambeé

es consideren probiotics, com es mostra en la Taula 3.

Microorganismes Géneres Especies
Lactobacillus L. acidophilus, L. plantarum, L. casei, L. rhamnosus,
L. delbrueckii, L. reuteri, L. fermentum, L. brevis,

. lactis, L. cellobiosus.

Bifidobacterium . bifidum, B. longum, B. thermophilus, B. infantus,

L

B
. B. adolecentis, B. animalis.
Bacteris lactics no S

Streptococcus . thermophilus, S. lactis, S. cremoris, S. salivarius,
esporulats S. intermedius, S. leuconostoc.
Enterococcus E. faecalis, E. faecium.
Lactococcus L. lactis.
Pediococcus P. acidolactici.
Leuconostoc L. mesenteroides.
Bacteris lactics Sporolactobacillus S. inulinus.
esporulats
Bacteris no lactics  Bacillus B. subtilis, B. coagulans, B. clausii, B. licheniformis,
esporulats B. cereus.

Bacteris no lactics  Propionobacterium P. freudenreichii.
no esporulats

Llevats Saccharomyces S. cerevisiae, S. boulardii.

Fongs filamentosos  Aspergillus A. niger, A. oryzae.

Taula 3. Principals microorganismes usats com a probiotics en humana i en animals (adaptacio
de Caja et al., 2003).
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7. Conservacio de soques

de bacteris acid lactics

7.1. El paper dels BAL en I'alimentacid: els aliments funcionals

Un aliment funcional és aquell en el qual s’introdueix un o més ingredients nous amb
els quals el producte adquireix una nova funcio, sovint relacionada amb una millora de
la salut o amb la prevencié de malalties (Nagpal et al., 2012). Els aliments funcionals
son una de les arees de creixement més prometedores en la inddstria alimentaria.
Aquests aliments son el resultat de la combinacié dels ingredients basics de la mescla
amb altres ingredients que li aporten un valor afegit. Els nous ingredients es formulen
previament com a premescla per posteriorment ser introduits a la mescla base, obtenint
com a resultat un producte nutritiu personalitzat (Wright, 2009). La incorporacié de

BALs en els diversos aliments es considera, doncs, la creacié d’un aliment funcional.

La produccié de premescles nutricionals eficaces es pot convertir en una tasca dificil.
Els dos reptes principals en la formulacid6 i produccié d'una premescla son
I'nomogeneitat, assegurant que tots els nivells de nutrients especifics son els mateixos al
llarg de la premescla i I'estabilitat, el manteniment dels nivells durant la vida util.
L'homogeneitat i I’estabilitat d'una premescla no només afecten la qualitat d’aquesta,
sind també a la dels productes acabats. Quan la incorporacié de 1’additiu s’ha de dur a
terme nomes en petites quantitats, com és el cas dels probiotics, és de gran ajuda diluir
els ingredients abans d'afegir-los a la barreja previa per ajudar a la correcta distribucio

en la premescla (Wright, 2009).
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Per garantir la qualitat d'una premescla cal tenir en compte les caracteristiques de cada
nutrient, les seves possibles interaccions i la seva compatibilitat amb altres components.
Els additius poden reaccionar amb altres nutrients o components en els productes
acabats i poden ser sensibles al pH, la humitat, I’oxigen o la temperatura. Per superar
aquests problemes d'estabilitat, s necessaria 1’estreta vigilancia i control del tractament

I de les condicions d'emmagatzematge.

L’actual desafiament de la industria dels additius destinats a 1’alimentacio és identificar
els microorganismes amb propietats probiotiques, definir-ne el moment idoni per
introduir-los en el procés de produccid, i formular els organismes de manera que
mantinguin la seva viabilitat (Kenny et al., 2011). Els bacteris acid lactics representen
un conjunt important de microorganismes usats com a cultius starter i com a probiotics

en la inddstria alimentaria.

L'aplicacio industrial dels BAL depen de les tecnologies de concentracio i conservacio
que es requereixen per garantir l'estabilitat a llarg termini dels cultius en termes de
viabilitat i activitat funcional (Carvalho et al., 2003; Li et al 2010). Es essencial, tant
tecnologicament com economica, maximitzar la viabilitat dels cultius de laboratori
durant l'assecat i posterior emmagatzematge durant llargs periodes (Carvalho et al.,
2004; Selmer-Olsen et al., 1999).

7.2. La liofilitzacio i I’Us de substancies protectores

Existeixen diversos mecanismes que ens permeten preservar la viabilitat dels bacteris al
llarg del temps, essent els més destacats la crioconservacio i la liofilitzacié. La
liofilitzaci6 ha estat la forma classica de produir pols seca bacteriana (Heckly, 1984);
aquesta pols és més facil de manejar que els productes crioconservats. La liofilitzacio
és adequada per a la producci6 de cultius bacterians concentrats, amb I'avantatge que

una vegada secs es poden emmagatzemar a temperatura ambient (Palmfeldt, 2003).

En la produccié dels aliments funcionals, els BAL son sotmesos a diversos
procediments tecnoldgics estressants. Es essencial que la viabilitat dels probiotics es

mantingui perqué romanguin eficacos. Residents naturals de l'intesti, els BAL no
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formen espores; una vegada sotmesos a I’assecament, manquen de proteccio contra els
danys fisics o quimics que es produeixen durant el procés de granulacio. Aixo fa que el
seu Us es vegi restringit només per a certs tipus de formulacions que imposin baixes
pressions tecniques sobre els microorganismes, i fa necessari protegir-los
especificament contra els impactes mecanics i la calor durant la fabricacio, transport i
emmagatzematge d'aliments (FEFANA, 2005).

A més a més, la liofilitzacio i posterior emmagatzematge esta acompanyat per una
disminucio de la viabilitat cel-lular degut a que I'assecat exposa les cél-lules a una etapa
de tractament estressant addicional. Les diferents espécies mostren diferents graus de la
supervivencia de la liofilitzacio (De Valdez et al., 1983). El grau de perdua de viabilitat
depén de factors inherents del microorganisme (propietats de deformacio, les condicions
de creixement i l'estat de creixement) i1 d’altres factors propis del procés (parametres
tecnics com ara velocitat de refredament i la temperatura, la preséncia de crioprotectors,
i el tipus de tampons de rehidrataci6) (Schwab, 2007). Aquests factors poden propiciar
el xoc osmotic i la lesié de la membrana durant la recristal-litzacié per la formacio de
cristalls intracel-lulars (Crowe, 1998; Heckly, 1984).

Per tal de minimitzar aquest dany, és habitual 1’Gs de substancies protectores. Els sucres
estan reconeguts com a tal i1 s’utilitzen per a la preparacid de cultius liofilitzats. Aquests
sucres estabilitzen la membrana cel-lular mitjangant un mecanisme de reemplagament
d’aigua i una serie d’interaccions entre els fosfolipids de la membrana i els sucres
(Villarreal et al., 2004).

La llet desnatada i la sacarosa s'’han usat comunament com a crioprotectors (Hubalek,
2003). La llet desnatada es considera que és capa¢ de prevenir la lesio cel-lular
mitjancant I'estabilitzacié de la membrana cel-lular, proporcionant una capa protectora
per a les cel-lules (Carvalho et al., 2004), mentre que l'activitat protectora de sacarosa es
suggereix que es deu a la seva capacitat per evitar la congelacio eutéctica perjudicial
dels fluids cel-lulars (Hubalek, 2003).

Existeix un ampli ventall de substancies protectores disponibles, les quals es

resumeixen a la Taula 4.

50



Introduccio |

Component Formula
Sulfoxids
Dimetilsulfoxid (CH,),SO
Alcohols monohidrics i derivats
Metanol CH5;0H
Etanol C,HsOH
Alcohol polvinil [CH,CHOH];,
Diols i derivats
Etilenglicol (CH,)2(OH),
Propilenglicol CH3CH,CH(OH),
Trimetilenglicol CH,(CH,0H),
Dietilenglicol O(CH,)4(0OH),
Polietilenglicol H[OCH,CH,]xOH
Polipropilenglicol H[OCHCH,;CH,],)OH
Polietilenoxid (-CH,CH,0-)y
Triols
Glicerol (CH,),CH(OH),
Polialcohols
Mannitol, sorbitol, dulcitol CeHs(OH)s
Monosacarids
Glucosa CgH1,04
Xilosa CsH1005
Disacarids
Sucrosa C12H2011
Lactosa, maltosa C12H22041-H,0
Trehalosa C1oH»041-2H,0
Trisacarids
Rafinosa C1sH3,046:5H,0
Polisacarids
Dextra, mana [CeH1005]«
Dextrina (CsH1005)-xH,0
Hidroxiethil starch
Ficoll

Goma arabica (acacia)
Amides, N-alquilamides, imides
Acetamida

Metil acetamida
Dimetilformamida

Dimetil acetamida
Succinimida

Compostos heterociclics
Metil pirrolidona
Polivinilpirrolidona
Aminoacids i acids carbonics
Prolina

Glicina

Acid glutamic

NH,COCHs
CH;NHCOCH;
(CHa),NCOH
(CHs),NCOCH;
NH(CO)2(CH,),

CHsN(CH,)sCO

(CH,)sNHCHCOOH
CH,NH,COOH
(CH,),NH,CH(COOH),
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Component Formula
Acid glutaric (CH,)3(COOH),
Acetat amoni CH;COONH,
EDTA (CH,),N,(CH,COOH),
Proteines, péptids, polipéptids, i glicoproteines
Sérum sanguini, albimines
Gelatina, peptones
Extracte de closca
Glicoproteines, mucina
Valinomicina Cs4HgoNgO15
Gramicidina CeoHg2N12010

Substrats complexos
Extracte de llevat
Extracte de malta
Llet en pols

Mel

Surfactants no ionics
Tween 80

Triton, macrocyclon

Taula 4. Principals protectors emprats per a la conservacié de bacteris. Adaptat

de Hubalek, 2003.
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8. Activitat enzimatica

de la llet d’euga

8.1. Els components bioactius de la llet d’euga

A més de proveir al poltre de 1’energia necessaria per al creixement i de tots els

principis immediats importants, la llet d’euga t€ moltes altres funcions especifiques, les

quals es resumeixen a la Taula 5. Aquestes funcions les duen a terme els anomenats

components bioactius, dins els quals trobem estructures proteiques, lipidigues, o propies

dels carbohidrats, enzims, hormones i factors de creixement, entre d’altres. El rol

potencial d’aquests components en suplements per a la promocié de la salut i per a la

prevencio de les malalties és important en el camp de la salut publica (Sheng i Fang,

2009).

Component

Funcié

Proteines

o-lactoalbimina
B-Lactoglobulina
Immunoglobulines
Lactoferrina i lactotransferrina
Alblimina del sérum

Greixos

Acid palmitic posicié Sn-2
Acids linoleic i linolénic
Acids grassos poliinsaturats de
cadena llarga

Fosfolipids

Sintesi de la lactosa; transportador del calci; activitat litica cel-lular
Activitat fixadora del retinol

Proteccié immunologica

Activitat quelant de ferro

Activitat de fixacié de lipids

Facilitador de 1’assimilacid

Precursors de -3 i o -6; proteccio de la inflamacio6 al-lérgica

Efectes vasodilatadors o vasoconstrictors, necessaris per a la funcid
retinal; precursors d’eicosanoides

Part de totes les cel-lules vives
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Component

Funcio

Acid linoleic conjugat

Carbohidrats
Galactosa
Oligosacarids

Enzims

Lisozim

Lipasa

Plasmina
Deshidrogenasa
Aminotransferasa

Hormones i factors del
creixement

Insulina i factor de creixement
similar a la insulina-I
Proteina d’uni6 de prolactina
Proteina relacionada amb
I’hormona paratiroidal
Triiodotironina (T3) i 5 '-
monodeiodinasa

Progestagen

Leptina

Altres

Factor bifidus
Carnitina
Lactadherina/factor de
creixement epidermic
Amiloide A
Interleucina -1
Bacteris acid-lactics

Potencial anticarcinogen

Assegura els nivells de galactosa
Benefici de 1’assimilacid; inhibicio de la infeccid bacteriana; estimulacid
del creixement i/o metabolisme de Bifidobacterium sp.; T-antigen.

Bacteriostatic i activitat de fixaci6 del calci

Lipolisi dels greixos

Hidrolisi de la - caseina

Deshidrogenaci6 de 1’acid lactic

Influéncia en el metabolisme dels carbohidrats; mediacié del glutatio;
sintesi i descomposicié dels aminoacids.

Promotor del creixement; afavoriment del desenvolupament normal
cel-lular; protecci6 del sistema nervios central

Inhibidors o potenciadors de 1’acci6 de la prolactina

Modulador del metabolisme ossi; participacié en la diferenciaci6 i la
proliferacié cel-lular

Donar suport lactogénesi; accid dins del tracte intestinal

Diagnostic de la gestacio precog i dels cicles d’estre postpart
Modulacio de la gana i del consum d’energia

Activacié del creixement de Lactobacillus bifidus var. Penn

Activitat de fixacié de LCPUFA

Activitat antibacteriana; promotor de la mitosi cel-lular epidérmica,
inhibicio de la secrecid acida de 1’estomac

Protecci6 intestinal neonatal

Activitat antiinflamatoria

Probiotics

Taula 5. Resum dels principals components bioactius de la llet d’euga. Adaptat de Sheng i
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8.2. Els enzims de la llet d’euga

Fins a dia d’avui, només han estat estudiats en detall els enzims de la llet de vaca; la
informacid sobre altres espécies com la cabra, ovella o bufal prové d’estudis esporadics
1 limitats. Estendre el rang d’espécies investigades aportaria resultats interessants,
considerant les grans diferencies interespecifiques en els nivells i les activitats dels

enzims que s han trobat en aquests estudis (Kelly i Fox, 2006).

Considerant I’origen dels enzims de la llet (de les glandules mamaries i de la sang) és
d’esperar que les activitats dels enzims de la llet no siguin constants, i que variin
depenent de 1’estat fisiologic 1 de I’estat de salut de I’animal lactant. Les activitats
enzimatiques poden variar significativament segons la fase de lactacio, la dieta, 1’estres,

la mastitis, etc.

Tot seguit s’exposen els principals enzims estudiats en la llet d’euga.

8.2.1. Lisozim

El lisozim és un enzim de gran importancia a la llet, ja que juga un important paper en
la coagulacio d’aquesta, a més de ser un potent antibacteria al catalitzar la hidrolisi de
les unions B (1-4) entre els residus d'acid N-acetilmuramic i N-acetil-D-glucosamina
dels peptidoglicans presents en la paret bacteriana. Juga un paper important en la

defensa de I'intesti del nad6 enfront els patdgens.

La llet humana i la d’euga contenen al voltant de 3000 vegades més lisozim que la llet
de vaca, per raons encara desconegudes. En el cas dels equids, aquest enzim presenta
estructures secundaries i terciaries molt similars als de la lactoalbimina bovina, i
comparteix la funcié de Iligar el Ca?*. Tot i aix0, el lisozim de la llet d’euga mostra
diverses peculiaritats: presenta una certa quantitat de lisozim en forma N-glicosilada,
només té un 51% d'homologia de seqliencia amb el lisozim de la llet humana i un 50%

amb la d’ou de gallina doméstica, i és termostable in vitro. Després d'un tractament
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termic a 82°C durant 15 minuts presenta un 68% d’activitat residual, mentre que la llet

materna només conserva el 13%.

8.2.2. Lipases

La llet d’euga té lipases en quantitats molt petites (Neseni et al., 1958). Es termolabil i
sensible a NaCl. Té caracteristiques de lipoproteina lipasa (LPL) i es creu que prové
de la mateixa glandula mamaria, on hidrolitzen els triglicérids procedents de la sang,
donant a lloc a la major part dels acids grassos de cadena llarga i poliinsaturats de la
llet. Aquesta lipolisi contribueix a modificar el gust de la llet durant el seu
emmagatzematge i processament (Sheng i Fang, 2009). Pot jugar un paper positiu en
la maduracio del formatge, pero I'aspecte més important és el seu paper en la ranciesa
hidrolitica que atorguen a la llet i els productes lactis liquids un sabor desagradable
(Fox, 2003b).

8.2.3. Esterases

L’esterasa de la llet no esta present en la llet bovina ni caprina pero si en la llet humana
i d'egua. La llet conté diversos tipus de esterases segons el tipus d'ésters que hidrolitzen
(aromatics, alifatics, esters de colina). A la llet normal, les esterases que presenten major
activitat son les de tipus B, on s'inclou I’esterasa lipasa. Canvis en les proporcions dels
diversos tipus suggereixen alteracions de les glandules mamaries. L’esterasa lipasa és

capac d'hidrolitzar enllacos d'ésters emulsionats en la interficie aigua/oli (Fox, 2003b).

8.2.4. Plasmina

La plasmina €s una proteinasa que hidrolitza la B-caseina i, en menor mesura a-sl 1 k—
caseina de la llet, produint y—caseines. La seva activitat contribueix a la maduracio
dels formatges, perd redueix 1’estabilitat durant ’emmagatzematge de la llet UHT

(Fox, 2003a) degut a la seva estabilitat termica (Fox i Kelly, 2006). Humbert et al.

56



Introduccio |

(2005) van demostrar una gran activitat de la plasmina en la llet fresca euga. La llet
d'euga emmagatzemat a temperatura baixa o negativa té mes activitat que la plasmina
soluble a temperatura ambient. També van informar que els protocols sapliquen
generalment a la llet bovina o plasminogens de sang d'equi no van poder activar el

plasminogen de la llet d’euga a plasmina.

8.2.5. Deshidrogenasa

L'acid lactic deshidrogenasa (LDH) és un enzim que ajuda a produir energia. Es
present en gairebé tots els teixits en el cos. A la llet euga, I’activitat LDH és més alta
el primer dia de lactacio, mostra una marcada disminucio en el tercer dia, seguida per
una lleugera disminucié fins al 20 dies, i després es manté a un nivell constant
d'aproximadament 80 uL (Rieland et al., 1998).

8.2.6. Aminotransferases

Les activitats enzimatiques de y-glutamiltransferasa (y -GGT), glutamat-oxalacetat
transaminasa (GOT) i glutamic-piravic transaminasa (GPT), es troben presents a la llet
de les eugues durant la lactaci6. Aquests enzims participen en la sintesi i
descomposicié d'aminoacids, influencien el metabolisme dels carbohidrats produint
efectes favorables en els processos d'adaptacio dels nounats, i intervenen el glutatié
afavorint aixi el subministrament d'acid ascorbic a les cel-lules bronquials (Corti et al.,
2008). Les activitats y-GT i GPT son més altes el tercer i el primer dia,
respectivament, 1 disminueixen durant la lactancia. L activitat GOT és més elevada el

primer dia (Rieland et al., 1998).
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8.3. Tecniques de mesura dels enzims de la llet

La mesura de ’activitat dels enzims de la llet és un area complicada que requereix
d’una estandarditzacid6 de metodologies. Disposem de diverses técniques per mesurar

I’activitat dels diferents enzims presents en la llet (Kelly i Fox, 2006):

e Concentracio total dels enzims a la llet, per exemple, mesurat per un assaig
d’immunoabsorci6 lligat a enzims (enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA).
Cal tenir en compte que la metodologia ELISA no permet distingir entre els enzims

actius i inactius.

e Activitat real o efectiva dels enzims de la llet, com la mesurada per técniques que
no eliminen les possibles substancies inhibidores de I'entorn de I'enzim durant el
mesurament de l'activitat, i per tant podria dir-se que mesuren l'activitat de I'enzim

efectiva en les mostres.

e Mesura indirecta de 1’activitat enzimatica mitjancant la quantificaci6 dels productes

resultants de la seva accio.
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9. Activitat antimicrobiana dels

bacteris acid lactics

Els BAL han estat ampliament estudiats per la seva habilitat per produir components
amb propietats antimicrobianes. Aquestes substancies han despertat un gran interes en
els ultims anys pel seu potencial s com a biopreservadors en la industria alimentaria,
aportant una solucié més innocua i ecologica al problema de la conservacid de tota

mena de productes (Acufia et al., 2011).

La biopreservacio consisteix en I'Gs de soques controlades de microorganismes i/o els
seus compostos antimicrobians amb la finalitat d'allargar la vida util dels aliments, aixi
com millorar la seva seguretat. Els bacteris acid lactics (BAL) tenen un major potencial
d'0s com a biopreservadors perqué generalment sén segurs per al consum i pel fet que
dominen naturalment la microbiota en diversos aliments (Stiles, 1996). En
conseqliencia, certs BALs associats als aliments i amb propietats antimicrobianes
demostrades s'estan sotmetent a assaig per augmentar la seva seguretat i perllongar la
seva vida util. Les propietats antimicrobianes de les BAL es deriven de la competencia

pels nutrients i la producci6 d'un 0 més metabolits, els quals es detallen a continuacio.

9.1. Acids organics

L’acci6 inhibidora més evident duta a terme per aquests bacteris consisteix en
I’acidificacié del medi mitjancant la conversio fermentativa dels carbohidrats a acids

organics (lactic, acétic i propionic). Aquesta disminucié del pH afecta a la homeostasi
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cel-lular de moltes espécies bacterianes, causant la inhibicio del creixement o la mort
d’aquests. S'ha proposat que el baix pH extern provoca l'acidificacio del citoplasma de
la cel-lula, mentre que la forma no dissociada de 1’acid, la qual és lipofila, pot difondre
passivament a través de la membrana. L'acid no dissociat actua pel col-lapse del
gradient de protons electroquimic o mitjancant l'alteracié de la permeabilitat de la
membrana cel-lular que resulta en la interrupcio dels sistemes de transport de substrat
(Ammor et al., 2006).

Els acids organics tenen un ampli espectre d’accid, essent capagos d’inhibir tant els
bacteris Gram positius com els Gram negatius, aixi com els llevats i els fongs miceliars.
Tejero-Sariena et al (2012) van investigar les propietats antimicrobianes de soques
procedents dels generes Lactobacillus, Bifidobacterium, Lactococcus, Streptococcus i
Bacillus enfront a Salmonella Typhimurium, Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus i Clostridium difficile mitjangant un Agar spot test el qual va
mostrar com la majoria de les soques seleccionades eren capaces de produir components
actius enfront els patogens; els sobrenadants dels cultius es van testar mitjancant un
assaig de difusié i van produir resultats similars. La seva neutralitzacié amb substancies
alcalines va reduir els efectes antagonics, el que va indicar el rol probable dels acids
organics en els efectes antibacterians. Un analisi final dels productes va demostrar que
els acids lactic i acétic eren els productes finals principals del metabolisme de les BAL i

les responsables d’aquestes inhibicions.

9.2. El peroxid d’hidrogen

El peroxid d'hidrogen (H20-) és produit pels BAL en preséncia d'oxigen com a resultat
de l'accié de flavoprotein oxidases o de la NADH (nicotinamida adenina dinucleotid)
oxidasa. L'efecte antimicrobia de H,O, pot resultar de I'oxidaci6 dels grups sulfhidril
que causen la desnaturalitzacio d'un nombre d'enzims, i de la peroxidacio dels lipids de
la membrana, augmentant aixi la permeabilitat d’aquesta. El H,O, també pot ser un
precursor per a la producci6é de radicals lliures bactericides com el superoxid (Oy) i
radicals hidroxil (OH") que poden danyar el DNA (Byczkowski i Gessner, 1988; Piard i
Desmazeaud, 1991; Yang, 2000). EI H,O, es produeix en suficients quantitats per
alguns lactobacils per inhibir Pseudomonas spp., Bacillus spp., Proteus spp., Listeria
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monocytogenes, Staphylococcus aureus i Salmonella Typhimurium (O’Bryan et al.,
2014).

9.3. El dioxid de carboni

El dioxid de carboni es produeix principalment pels BAL heterofermentatius. El
mecanisme precis de la seva accié antimicrobiana és encara desconegut. No obstant
aixo, el CO, pot jugar un paper en la creacié d'un ambient anaerobic que inhibeix
descarboxilacions enzimatiques, i la seva acumulacié a la bicapa lipidica de la
membrana pot causar una disfuncié de la permeabilitat (Yang, 2000; Erginkaya et al.,
2014). També ¢€s capac d’inhibir eficagment el creixement de molts microorganismes
causants de deteriorament d'aliments, especialment els bacteris psicotrops Gram-
negatius. El grau d'inhibicié pel CO, varia considerablement entre els organismes
(Ammor et al., 2006).

9.4. El diacetil

El diacetil, és un component organic volatil produit per soques dins de tots els generes
de LAB per la fermentacid del citrat. Inhibeix el creixement dels bacteris Gram-negatius
per reaccié amb la utilitzacié d'arginina. També inhibeix, amb menor intensitat, altres
bacteris com Listeria spp.., Salmonella spp.., Yersinia spp.., E. coli i Aeromonas spp.
Utilitzat sinergicament amb altres antimicrobians permet disminuir-ne la dosi efectiva i
pot contribuir a ajudar a la preservacidé dels aliments (Yang, 2000; O’Bryan et al.,

2014).
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9.5. Les bacteriocines

Molts BAL produeixen una classe de components d’alt pes molecular unics anomenats
bacteriocines. Una de les més conegudes ¢és la nisina, la qual s’utilitza per a la
preservacio dels aliments (Carr et al., 2002). Es la millor definida, i I'inica bacteriocina
purificada produida per BAL que ha estat aprovada per al seu Us en productes
alimentaris (Hansen i Sandine, 1994; Carr et al., 2002).

Les bacteriocines han atret un gran interés en la industria alimentaria per la seva
potencial aplicacio industrial per a la conservacio daliments. Es tracta de péeptids
bioactius o complexos de péptids (generalment de 30 a 60 aminoacids) sintetitzats pel
ribosoma i alliberats extracel-lularment que tenen un efecte bactericida o bacteriostatic
en altres espécies, generalment estretament relacionades. La cel-lula productora de la

bacteriocina exhibeix immunitat especifica a I'accié d’aquesta (Garneau et al., 2002).

El seu mecanisme d’accid consisteix en la dissipacié de la forga motriu de protons a
través de la formacio de porus en la bicapa fosfolipidica de la membrana citoplasmatica
i dissipar la forca motriu protonica a través de la formacid de porus en la bicapa de
fosfolipids (Montville et al., 1995). Aquests compostos antibacterians poden constituir
interessants armes per lluitar contra el creixement de biofilms o biopel-licules, aixi com
envers 1’adhesi6 de microorganismes indesitjables en les superficies de processament

(Ammor et al., 2006).

Alguns BAL semblen ser capacos de controlar el creixement d'alguns microorganismes
patogens com Listeria monocytogenes en productes alimentaris mitjancant la produccid
de bacteriocines (Mataragas et al., 2003). La Taula 6 mostra algunes de les principals

bacteriocines descrites i els microorganismes que les produeixen.
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Bacteriocina

Especies productores

Bacteris inhibits

Nisina

Lacticina 3147
Lacticina 481
Lactococcina B

Enterocines A i B

Lactocina 705
Lactacina B
Lactacina F

Sakacina P,
Lactocina S,
Sakadina A
Pediocina AcH

Mesentericina
Y105
Mundticina

Enterolisina A

Helveticina J
Reuterina

Bavaricina A

Lactacina F
Curvacina A

L. lactis subsp lactis

L. lactis subsp lactis
L. lactis subsp lactis
L. lactis subsp cremoris

Enterococcus faecium,
Enterococcus faecalis
L. casei

L. acidophilus
L. acidophilus
L. sakei

P. acidilactici, L.
plantarum
Leuconostoc
mesenteroides
Enterococcus mundtii

Enterococcus faecalis
LMG 2333
L. helveticus 481

Lactobacillus reuteri
L. bavaricus

L. acidophilus
L. curvatus

Listeria monocytogenes, Brochothrix
thermosphacta, altres Gram positius
Gram positius

Gram positius
Lactobacillus spp.
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus

Listeria spp., BAL, estreptococs
Lactobacillus spp., Lactococcus lactis
Lactobacillus spp., Enterococcus spp.

Lactobacillus spp. estretament relacionades,
Listeria spp.

Listeria spp., BAL, Staphylococcus aureus
Listeria spp., Leuconostoc spp., Lactobacillus spp.

Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum,
BAL

Enterococcus spp., Pediococcus spp., Lactococcus
spp., Lactobacillus spp.

L. bulgaricus, L. lactis

Fungi, Protista, bacteris Gram positius i Gram
negatius

Lactobacillus spp., Lactococcus spp., Pediococcus
spp., Enterococcus spp., Listeria monocytogenes
Lactobacillus spp., Enterococcus faecalis

Lactobacillus spp., Carnobacterium spp., Listeria
monocytogenes

Taula 6. Principals bacteriocines produides per bacteris acid lactics. Adaptat de O’Bryan et al.,
2014 i Erginkaya et al., 2014.

9.6. Altres substancies antimicrobianes produides pels BAL

En les ultimes deécades s’han evidenciat altres sistemes antagonics més complexos

produits per aquests cultius. Aquestes substancies es produeixen en quantitats molt més

petites que 1’acid lactic 1 acétic, 1 inclouen ’acid formic, acids grassos lliures, amoniac,

etanol, acetoina, 2,3-butanodiol, I'acetaldehid, benzoat i enzims bacteriolitics, aixi com

diverses substancies menys conegudes. Algunes d'aquestes substancies presenten

activitat antagonista envers molts microorganismes patogens transmesos pels aliments i

causants del seu deteriorament, incloent lactobacils i leuconostocs psicotropics, Bacillus

cereus, Clostridium botulinum, Clostridium perfringens, Listeria monocytogenes,
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Staphylococcus aureus, etc. Desafortunadament, en alguns casos 1’efecte antimicrobia
és perjudicial per la inhibicié d'altres soques lactiques desitjables en cultius iniciadors
mixtos (De Vuyst i Vandamme, 1994).
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10. Legislacio de la llet d’euga.

Disposicions legals.

Com a producte d’origen animal la llet crua d’euga pot presentar perills per la salut
publica, el que requereix I'establiment de normes especifiques d'higiene donades per les
diverses disposicions legals que la defineixen, estableixen els seus usos, garanteixen la

seva innocuitat i especifiquen els processos d’obtencid 1 processament d’aquesta.

10.1. Disposicions legals

La reglamentacié europea no regula directament la llet d’euga, la qual trobem
englobada en el grup “llet d’altres espécies”, on s’inclou la llet de tots aquells mamifers
d’abastament diferents a la vaca. A continuaci6 es mencionen les diverses disposicions
europees i espanyoles per les quals es normalitzen assumptes tant importants com és la
correcta extraccié i posterior manipulacio de la llet, els equips necessaris per la
munyida, la valoraci6 de 1’estat sanitari de la llet i els derivats lactis, o els organismes

autoritzats per al seu analisi.
Degut a la rellevancia que posseeix la microbiologia de la llet d’euga en aquesta tesi, en

I’apartat 10.2 1 10.3. es mencionen amb més detall les especificacions microbiologiques

i els tractaments térmics aplicats a la llet i als seus derivats per normativa europea.
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10.1.1. Disposicions comunitaries de directa aplicacio:

Reglament (CE) 853/2004, del 29 d’Abril del 2004, del Parlament Europeu i del
Consell, pel qual s’estableixen normes especifiques d’higiene dels aliments
d’origen animal.

Reglament (CE) 854/2004, del 29 de Abril del 2004, del Parlament Europeu i
del Consell, pel qual s’estableixen normes especifiques per 1’organitzacio de
controls oficials dels productes d’origen animal destinats al consum huma.
Reglament (CEE) 1898/87, del 2 de Juliol de 1987, relatiu a la proteccio de la
denominacié de la llet i dels productes lactis en el moment de la seva

comercialitzacio.

10.1.2. Disposicions nacionals:
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Reial Decret 1338/2011, del 3 d' octubre, pel qual s'estableixen diferents
mesures singulars d'aplicacié de les disposicions comunitaries en matéria
d'higiene de la producci6 i comercialitzacio dels productes alimentaris.

Ordre PRE/406/2006, del 14 de febrer, per la qual es deroguen I'Ordre del 3
d'octubre de 1983, per la qual s'aprova la norma general de qualitat per a la llet
pasteuritzada, I'Ordre del 3 d'octubre del 1983, per la qual s'aprova la norma
general de qualitat per a la llet esterilitzada i I'Ordre del 7 d'octubre del 1983, per
la qual s'aprova la norma general de qualitat per a la llet UHT (B.O.E.
21.02.2006).

Reial Decret 640/2006, del 26 de maig, pel qual es regulen determinades
condicions d'aplicacio de les disposicions comunitaries en matéria d'higiene, de
la producci6 i comercialitzacié dels productes alimentaris.

Reial decret 217/2004, del 6 de febrer, pel qual es regulen la identificacio i
registre dels agents, establiments i contenidors que intervenen en el sector lacti, i
el registre dels moviments de la llet. (B.O.E. 19.02.2004).

Reial Decret 1054/2003, de 1’1 d'agost, pel qual s'aprova la Norma de qualitat
per a determinats tipus de llet conservada parcial o totalment deshidratada
destinats a I'alimentacié humana. (B.O.E. 2003.08.02)
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e Ordre del 20 d'octubre del 1983, per la qual s'aprova la Norma General de
Qualitat per a la llet concentrada destinada al mercat interior. (B.O.E.
1983.10.24).

10.2. Especificacions microbiologiques

La regulacié microbiologica de la llet d’euga es troba en el Reglament (CE) N°

853/2004, establint els seglients parametres:

e Nombre de microorganismes permesos per a la llet crua d’altres espécies d’abast
diferents a la vaca: <1.500.000 unitats formadores de colonia (UFC) /mL (a 30°C).
Ha de tractar-se d’una mesura geométrica observada durant el periode de dos mesos,

amb un minim de dues mostres al mes.

No obstant aix0, en el cas que es destini aquesta llet a la fabricacié de productes
realitzats amb llet crua mitjangcant un procés que no impliqui cap tractament térmic, els
operadors de I’empresa alimentaria hauran d’adoptar mesures per garantir que la llet
crua utilitzada no contingui un nimero de microorganismes igual o superior a 500.000
UFC/mL (a 30°C). Com en el cas anterior, ha de tractar-se d’una mesura geométrica

observada durant el periode de dos mesos, amb un minim de dues mostres al mes.

S’autoritza 1’us de llet crua que no compleixi els criteris establerts per a I’elaboraci6 de
formatges amb un cicle de maduracié de 60 dies com a minim i de productes lactis
obtinguts en relaci6 amb la fabricacid d’aquests formatges. Aquests establiments
realitzaran un control del magatzem de forma que es conegui i registri el temps de

permanéncia de cada lot de productes per a garantir una estancia minima de 60 dies.

Es mantindran com a laboratoris de referéncia nacionals per a I’analisi de llet 1
productes lactis el Centre Nacional d’Alimentaci6, depenent de 1’ Agéncia Espanyola de
Seguretat Alimentaria, i el Laboratori Agroalimentari de Santander, depenent del

Ministeri d’Agricultura, Pesca 1 Alimentacio.

Quan els controls demostrin que en la granja d’origen la llet crua supera els parametres

establerts pel que fa a la quantitat de microorganismes, 1’autoritat competent ha d’enviar
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una notificacio al productor en que li comuniqui que disposa d’un termini de tres mesos
per corregir la situacid. Passats els tres mesos, els productors que segueixin superant els
esmentats parametres han de suspendre el lliurament de llet crua, o, d’acord amb una
autoritzacié de I’autoritat competent, han de lliurar aquesta llet, i informar d’aquesta
situacid els establiments que garanteixin els requisits de tractament i utilitzacié que

s’indiquen a continuacio:

- L’elaboracio de formatges amb un cicle de maduracié de 60 dies com a minim i
productes lactis obtinguts en la fabricaciéo dels esmentats formatges, amb la
condicié que els responsables dels establiments que elaborin aquests formatges
realitzin un control de magatzem de forma que es conegui i registri el temps de

permanéncia de cada lot de productes per garantir una estada minima de 60 dies; 0

- L’elaboraci6 de productes lactis o productes a base de calostre a partir d’aquesta

llet o calostre, una vegada hagin estat sotmesos a tractament termic.
S’ha de mantenir I’esmentada suspensio o els esmentats requisits fins que el productor

de la granja d’origen demostri que la llet crua torna a ser conforme als criteris

esmentats.

10.3. Tractaments termics

En el cas que se sotmeti la llet, calostre o productes lactis a tractament térmic, el Capitol
2 del Reglament (CE) N° 853/2004, estableix aquells requisits que cal garantir per al seu

correcte processament.
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10.3.1. Pasteuritzacio

La pasteuritzacié es duu a terme mitjancant un tractament que inclou (i) una
temperatura elevada durant un breu periode de temps (almenys 72°C durant 15 segons)
o (ii) una temperatura baixa durant un llarg periode de temps (almenys 63°C durant 30
minuts), o bé (iii) qualsevol altra combinacio de condicions de temps i temperatura amb
la qual s'obtingui un efecte equivalent, de manera que, quan sigui procedent, els
productes donin una reaccio negativa a una prova de fosfatasa alcalina immediatament

després de ser sotmesos a aquest tractament.

10.3.2. Ultra High Temperature (UHT)

La ultrapasteuritzacio o uperitzacio (UHT) es realitza mitjancant un tractament (i) en el
qual s'aporti un flux de calor continu durant un breu periode de temps (almenys 135°C
durant un periode de temps adequat) amb la finalitat que no quedin microorganismes o
espores viables que puguin proliferar en el producte tractat mantingut en un recipient
aséptic tancat a temperatura ambient, i (ii) que sigui suficient per garantir l'estabilitat
microbiologica dels productes després d'un periode d'incubacié de 15 dies a 30°C en un
recipient tancat, o de 7 dies a 55°C en un recipient tancat, o després de qualsevol altre

meétode que demostri que s'ha aplicat el tractament termic apropiat.
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1. Objectius

Els cinc objectius principals d’aquesta Tesi doctoral i les seves corresponents hipotesis

de treball s’anomenen a continuacio:

- Caracteritzaci6 microbiologica de la llet d’euga al llarg de la gestacio.
o Hop: La llet d’euga posseeix una microbiota que varia al llarg de la
gestacio.
o Hj: La llet d’euga no posseeix una microbiota que varia al llarg de la

gestacio.

- Caracteritzacio enzimatica de la llet d’euga al llarg de la gestacio.
o Ho: La llet d’euga posseeix una activitat enzimatica variable al llarg de la
gestacio.
o Hj: La llet d’euga no posseeix una activitat enzimatica variable al llarg

de la gestacio.

- Avaluacio del potencial probiotic dels bacteris acid lactics aillats de la llet d’euga.
o Ho: La llet d’euga posseeix soques de bacteris acid lactics potencialment
probiotics.
o Hj: La llet d’euga no posseeix soques de bacteris acid lactics

potencialment probiotics.

- Avaluacio de la capacitat antimicrobiana dels bacteris acid lactics aillats de la llet
d’egua.
o Ho: Els bacteris acid lactics d’origen equi soén productors de substancies

capaces d’inhibir el creixement d’altres microorganismes no desitjables.
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o Hi: Els bacteris acid lactics d’origen equi no son productors de
substancies capaces d’inhibir el creixement d’altres microorganismes no

desitjables.

Avaluaci6 de les propietats de la llet d’euga com a protector cel-lular per a bacteris

acid

lactics equins sotmesos a processos de liofilitzaci6 i posterior

emmagatzemament.

o Ho: La llet d’euga pot ser utilitzada per a la proteccid de les soques de
bacteris acid lactics equins quan aquestes son sotmeses a processos de
liofilitzacid i conservacio en sec.

o Hj: Lallet d’euga no pot ser utilitzada per a la proteccio de les soques de
bacteris acid lactics equins quan aquestes son sotmeses a processos de

liofilitzacio i conservacio en sec.

Els objectius especifics d’aquesta investigacio es mostren a continuacio:
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Aillar i caracteritzar els diferents microorganismes de les llets crues de dues

eugues al llarg de dues gestacions no consecutives.

Caracteritzar els perfils enzimatics de les llets crues de dues eugues al llarg

de dues gestacions no consecutives.

Aillar soques dels diferents géneres pertanyents al grup de bacteris acid

lactics a partir de llet d’euga.

Avaluar i seleccionar les soques de bacteris acid lactics en base a diferents

proves que ens permetin considerar-les com a probiotiques.

Avaluar la capacitat antimicrobiana de soques de bacteris acid lactics aillats

de llet i femtes equines.

Avaluar la capacitat de la llet d’euga per a mantenir la viabilitat de bacteris
acid lactics equins sotmesos a processos de liofilitzacid i posterior

emmagatzematge a durant 90 dies.
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2. Pla de treball

El pla de treball desenvolupat es resumeix de forma esquematica a continuacio.

Revisio de la bibliografia existent sobre la llet d’euga: composicio, legislacio, microbiologia,
enzims, substancies antimicrobianes, proteccié de soques.

Realitzacio del mostreig: obtencio de les llets d’euga, conservacio i enviament.

Caracteritzacié microbioldgica: Inoculacid de la llet crua en
aillament dels microorganismes i API ZYM®: estudi dels enzims

identificacio dels géneres i de les

detectats.

espécies de major interés presents
(morfologia i proves bioquimiques).

Seleccid i conservacio dels bacteris acid

Avaluacio de la capacitat de proteccio de
la llet d’euga: liofilitzacio de les soques
lactiques obtingudes i d’altres soques
d’origen equi usant llet d’euga com a
conservant; estudis de viabilitat.

lactics.
Estudi del caracter Estudi de les substancies
probiotic de les antimicrobianes
soques: seguretat, generades pels bacteris
supervivencia al tracte lactics obtinguts i per
gastrointestinal. part d’altres soques
d’origen equi.
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1. Tecnica de mostreig

1.1. Origen de les mostres

Amb la finalitat d’avaluar les caracteristiques microbiologiques, enzimatiques i
probiotiques de la llet d’euga, es van escollir dues eugues procedents d’una explotacio
extensiva anomenada Merens del Pedraforca, situada al municipi de Saldes. Aquesta es
troba al peu del Pedraforca, a la banda est de la muntanya, al bell mig de les Serres del

Cadi i d'Ensija, a la comarca del Bergueda (Barcelona) (Imatges 5 i 6).

TOSSd riana ue
Lles-Puigpedros
| N-260]
[ N-145]
Bellver de
La Seu [ N-260] Cerdanya
d'Urgell [ E-9 |
La Molina
| N-260 |
Ribes de Freser
Parc Natyzal del Serra
Cadi:NGRFo Baga La Pobla
™ de Lillet
Pedraforca | E-9 ] Campdevanol
3
Serra del Catllaras Ripoll
Mora Sant Lloreng Cercs =4 sd
Y de Morunys
Alpens
Berga
Avia

Imatge 5. Mapa de la localitzacié de 1’explotacié Merens del Pedraforca.
(2014) Google. De: http://maps.google.es
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Imatge 6. Vista aéria de 1’explotacié Merens del Pedraforca.
(2014) Google. De: http://maps.google.es

Les dues eugues que es van escollir pertanyen a la raga Merens, originaria de la Vall
d’Arieja (Pirineu central), que es caracteritza per la seva forga, calma, docilitat i facilitat
per a desenvolupar treballs durs. A més de mostrar bona aptitud per ser mares son agils,
afectuoses i sociables (Imatge 7). Es troben en régim extensiu, amb una alimentacio
consistent en herba de prats de muntanya, amb suport de blat de moro a I’hivern, i

farratge en cas de neu.

Imatge 7. Olivé, M. (2012). Detall de les dues eugues utilitzades per al mostreig de les llets
juntament amb les seves cries, De: http://www.merensdelpedraforca.cat/wp-
content/uploads/2012/03/ grans_petits_1.jpg
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Per a I’obtencio de les mostres de llet es va procedir a la munyida manual de les eugues,

la qual es va realitzar en la franja horaria de mati, amb la preséncia del poltre per a

estimular la baixada de la llet. Abans de la recollida, els mugrons es van netejar amb un

drap net per tal de retirar el maxim de bruticia possible. No es va aplicar cap

desinfectant, per evitar qualsevol accio6 bactericida sobre la mostra.

La llet obtinguda es va introduir en recipients
esterils de 100 mL de capacitat (Imatge 8) i es
va congelar immediatament a -18°C. La
quantitat de llet recollida per a I’estudi en
cada mostreig va oscil-lar entre els 50 i els 80
mL. La llet es va transportar fins al laboratori
d’analisi en bosses isotérmiques amb
geladores per tal de conservar el maxim

possible la cadena de fred.

Imatge 8. Recipients per a la recol-leccid de
la llet d’euga.

Les llets es van recollir al llarg de tres anys, al llarg de dues de les tres gestacions que es
van produir: 2012-2013 (12 gestacio), 2013-2014 (22 gestaci6) i 2014-2015 (3?2 gestacio)

(Taula 7):

- La primera gestaci6 es va dur a terme amb recollida de llet (producte d’una

anterior gestacio) entre els mesos 8 i 11, perd ambdues eugues no van arribar a

termini d’aquesta, avortant als voltants del des¢ mes.

- La segona gestacié va succeir amb normalitat per0 sense la possibilitat

d’extreure llet degut a la manca de poltres de la primera gestacio.

- La tercera gestacio va transcérrer amb recollida de llet novament, aturant-se la

lactacié voluntariament al vuite mes per preparar les eugues pel part. Per aquesta

rad la recollida es va dur a terme entre els mesos 1 i 8.
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Data d’extraccio N° gestacio Mes de gestacio
1/01/2013 Primera 8é
4/02/2013 Primera %e
7/03/2013 Primera 10e
2/04/2013 Primera 11e- avortament
Sense llet Segona -
5/05/2014 - No gestant

30/06/2014 Tercera ler
22/09/2014 Tercera 3er
21/10/2014 Tercera 4t
19/12/2014 Tercera 6é
13/01/2015 Tercera 7e
14/02/2015 Tercera 8e

Taula 7. Dies de la presa de mostres. Els dies varen ser els mateixos per a
ambdues eugues.
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2. Tecniques de caracteritzacio

microbiologica de la llet d’euga

2.1. Processament de les mostres

Per a I’analisi de les llets es van aplicar els protocols establerts per el grup de treball del
Laboratori de Microbiologia Aplicada i Mediambiental del Departament de Sanitat i
d’Anatomia Animals de la Facultat de Veterinaria (Universitat Autonoma de

Barcelona).

Columbia Agar Sang (Columbia Agar +5% Sheep Blood Ref: 67384, Bio-Rad
Laboratories, USA).

Agar Baird Parker (Baird Parker Agar Base 1SO 6888-1Ref:610004, Liofilchem srl,
Italia) + Suplement (Egg Yolk Tellurite Emulsion, 1ISO 6888-1, Ref: 80122,
Liofilchem srl, Italia).

Agar Triptona Soja (Tryptic Soy Agar, Ref: 610052, Liofilchem srl, Italia).

Agar MacConkey (Mac Conkey Agar, Ref: 610028, , Liofilchem srl, Italia).

Agar Man Rogosa Sharpe (MRS Agar ISO 15214, Ref: 610.024, Liofilchem srl,
Italia).

Agar Sabouraud (Sabouraud Dextrose Agar, Ref: 610103, Liofilchem srl, Italia).
Agar Sulfit Polimixina Sulfadiazina (SPS AGAR, Ref:610148, Liofilchem srl, Italia).
Agar Triptona Sulfit Neomicina (TSN) (Tryptone Sulfite Neomycin Agar,

Liofilchem srl, Italia).
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Brou Man Rogosa Sharpe (MRS Broth ISO 15214, Ref: 610025, Liofilchem srl,
Italia).

Brou Fraser (Demi Fraser Broth, ISO 11290-1, Ref: 610091, Liofilchem srl, Italia).
LMono Agar (RAPID’L.mono Agar 355 5294, Bio-Rad laboratories, USA).

Azide Dextrose Broth (Ref: 610003, Liofilchem srl, Italia).

Agar (Ref: 611001, Liofilchem srl, Italia).

Anaerocult A® (Ref: 1.13829.0001, Merk KGaA, Darmstadt, Alemanya).

Marmita d’anaerobiosi.

Micropipeta 100pL — 1000 pL (Ref: F123602, Gilson S.A.S, Franca).

Micropipeta 20 pL -200 pL (Ref: F123601, Gilson S.A.S., Franca).

Nansa de Kolle estéril.

Nansa de Digralsky esteril.

Estufa de 37°C, 42°C i 28°C.

2.1.2.1. Sembra i incubacio de les llets

Les llets es van descongelar deixant els recipients de recollida a temperatura ambient
fins que van assolir una temperatura entre 20 i 25°C. Posteriorment es va procedir a la
seva sembra en una diversitat amplia de medis de cultiu per tal d’obtenir una avaluacio

microbiolOgica correcta.

Els medis de cultiu utilitzats, la quantitat inoculada i el tipus de sembra es van escollir
en funcid dels microorganismes presumptivament presents a la llet (Taula 8). La sembra
en superficie es va realitzar inoculant 100 pL de llet en el medi pertinent (Imatge 8),
repartint-la homogéniament mitjancant I's de nansa de Digralsky estéril (Imatge 9). La
sembra per inclusid es va dur a terme inoculant en placa de Petri estéril 1 mL de llet i
afegint posteriorment el medi de cultiu, homogeneitzant la barreja i deixant solidificar el
medi. Per preparar una atmosfera anaerobia es va usar el reactiu Anaerocult A®, i es van

introduir les plaques a I’interior d’una marmita d’anaerobiosi.
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Les plagues es varen mantenir en les estufes pertinents, realitzant recomptes a les 24 i a
les 48 hores d'incubacid excepte les plaques de Sabouraud, les quals es van mantenir a
I'estufa un total de set dies. Els pre-enriquiments es van mantenir a 37°C durant 24

hores; transcorregut aquest temps es va realitzar una sembra per esgotament en placa

amb I’ajuda d’una nansa d’inoculaci6 o nansa de Kolle esteril.

Imatge 8. Diposit d’una mostra de llet en una Imatge 9. Repartiment de la llet sembrada a
placa de cultiu amb Columbia Agar Sang amb una placa de Triptona Soja Agar amb 1’ajuda
I’ajuda d’una micropipeta i de puntes esteérils. d’una nansa de Digralsky de vidre.

2.1.2.2. Aillament de les colonies

Després de la incubacié i el recompte de les
plaques, es va dur a terme I’aillament en placa de
les colonies desenvolupades en cadascun dels
medis de cultiu usant la técnica de la sembra per
esgotament amb 1’ajuda de la nansa nansa de Kolle.
La Imatge 10 mostra un aillament d’una soca lactia

en una placa de Petri.

Imatge 10. Placa de medi MRS agar amb
una soca lactia sembrada per esgotament.
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Medi de cultiu Abreviatura Tipus de Condicions Quantitat Microorganismes
sembra incubacio inoculada detectables
Columbia Agar COSs Superficie 37°C 100 pL Aerobis mesofils
Sang
Baird Parker Agar BP Superficie 37°C 100 pL Staphylococcus aureus
Triptona Soja Agar TSA Superficie 37°C, 37°C+ 100 pL Aerobis mesofils,
Anaerocult® anaerobis mesofils
MacConkey Agar MC Superficie 37°C, 42°C 100 pL Enterobacteris totals,
coliformes, E. coli,
Enterobacteris d’origen fecal
Man Rogosa MRS Superficie 37°C, 100 pL Bacteris acid lactics
Sharpe Agar 37°C+5%CO0,,
37°C+ Anaerocult®
Sabouraud S Superficie 28°C 100 pL Fongs miceliars i llevats
Dextrose Agar
Sulfite Polymixyn SPS Inclusid 37°C + 5%CO, 1mL Bacteris sulfit reductors
Sulfadiazine
Tripticase Sulfite TSN Inclusio 37°C + Anaerocult® 1mL Clostridium perfringens
Neomycin
Man Rogosa MRSB Inoculacié 37°C, 1mLen9mL Bacteris acid lactics
Sharpe Broth 37°C + 5%CO, de caldo
Fraser + LMono Lis Preenriquiment 37°C 5mL en 50 Listeria monocytogenes
Agar 24h + aillament mL de brou
en placa
Azide Dextrose AZ Superficie 42:C 100 pL Enterococcus faecalis,

Broth + 15% Agar

Enterococcus faecium

Taula 8. Resum dels medis, condicions d'incubacié i microorganismes cercats en l'assaig.
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2.2. Identificacio dels cultius I. Morfologia.

Una vegada aillats, es va procedir a diferenciar els cultius obtinguts d’acord amb les
seves caracteristigues morfologiques i bioguimiques basiques amb la finalitat

d’identificar-los.

La Taula 9 ens mostra les caracteristiques diferencials que presenten les colonies

bacterianes i que ens permeten fer la primera diferenciacié dels aillaments obtinguts.

Forma Puntiforme, circular, irregular, allargada, fusiforme, filamentosa, rizoide, etc.
Mida Estimacié del diametre de la colonia

Superficie Llisa, rugosa, cerebriforme, en anella, concéntrica, etc.

Elevacid Aplanada, elevada, pulvinada, convexa, umbonada, umbilicada, etc.

Vora Continua, ondulada, lobulada, erosionada, fistonejada, filamentosa, etc.

Estructura interna  Amorfa o granulosa

Color Blanca, groga, vermella, taronja, etc.
Opacitat Transparent, opaca.
Consisténcia Dura, viscosa, membranosa, gelatinosa, mucosa, etc.

Taula 9. Principals caracteristiques morfoldgiques macroscopiques de les colonies bacterianes
(adaptat de Granados i Villaverde, 2003).

2.2.2.1. Tincié de Gram

2.2.2.1.1. Fonament

La tinci6 de Gram és una tecnica diferencial que permet 1’observacié morfologica dels
microorganismes i la seva classificacid en dos grups d’acord amb les caracteristiques

de la seva paret cel-lular (Imatge 11):
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- Gram positius: Bacteris que presenten a la paret una capa gruixuda de
peptidglica.
- Gram negatius: Bacteris que presenten una capa més fina de peptidglica i una

capa lipopolisacarida externa.

Aquesta tincio ens permet diferenciar les cél-lules bacterianes, aixi com observar les
diferents morfologies dels microorganismes (cocs, bacils, cocbacils, etc.) i les diverses

disposicions bacterianes (cel-lules aillades, en cadenes, en raims, tétrades, etc.).

Peptidglica
5um \
k - Paret — i o
\' cel-lular /Eg A

' G“‘f“_ Paret cel-lular
‘ positiva

Membrana

plasmatica

 Sum_ Paret
-, cel-lular g
Gram /{ —

r
- | Membrana
ti
\' l s Paret externa
" % cel-lular iGeI
periplasmi

Imatge 11. Principals estructures diferencials dels bacteris Gram positius i Gram
negatius (adaptat de Tortora et al., 2007).

2.2.2.1.2. Material necessari

Cultiu o cultius a assajar

Nansa de Kolle.

Violeta de genciana (Ref: 251765.1609, Panreac Quimica S.A., Espanya).
Lugol (Ref: 251774.1608, Panreac Quimica S.A., Espanya).

Safranina (Ref: 251622.1607, Panreac Quimica S.A., Espanya).

Alcohol acetona (Ref: 251803.1209, Panreac Quimica S.A., Espanya).
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Portaobjectes (Ref: D100004, Deltalab S.L., Espanya).
Oli d’immersi6 (Ref: 251002.1208, Panreac Quimica SAU, Espanya).
Microscopi optic (CX21, Olympus, EUA).

2.2.2.1.3. Tecnicaiinterpretacio

Sobre un portaobjectes net i desengreixat, es diposita una gota d’aigua destil-lada
sobre la qual s’estén una porci6 de la colonia que es vol estudiar amb 1’ajuda d’una
nansa de Kolle esteril (Imatge 11 a, b i c), fixant-la amb 1’escalfor suau d’una flama.

La mostra ja estara preparada per a la tincio (Imatge 11 d).

El primer pas consisteix en aplicar un primer colorant, el violeta de genciana, deixant-
lo en contacte amb la mostra durant 2 minuts, el qual tenyeix totes les cél-lules

(Imatge 11 e).

A continuacio es renta el portaobjectes amb aigua destil-lada per tal d’eliminar I’excés
de colorant. Es cobreix amb lugol durant 1 minut, el qual actua com a mordent,

incrementant la interaccio entre la cel-lula i el colorant (Imatge 11 f).

Posteriorment es decolora la mostra amb alcohol-acetona. Els bacteris Gram positius
conservaran el color, mentre que els Gram negatius el perdran. Per Gltim s’afegeix un
colorant de contrast, la safranina, que es deixa en contacte durant 2 minuts (Imatge 11

g)., afegint finalment aigua destil-lada per tal d’eliminar I’excés de colorant.

La mostra tenyida s’asseca a temperatura ambient o sota el calor suau d’una flama
(Imatge 11 h)., i es procedeix a la seva observacid sota el microscopi optic a un
augment de x1000 (Imatge 11 1), agregant préviament oli d’immersio. Els bacteris
Gram positius es veuran de color violeta, mentre que els Gram negatius es veuran de

color rosat.
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Imatge 11. Detall dels diferents processos de la tincié de Gram. a) Esterilitzacio de la nansa de Kolle al bec
Bunsen, b) Seleccid de la colonia d’estudi amb nansa de Kolle, ¢) Suspensio de la colonia en aigua destil-lada
sobre un cobreobjectes, d) Aspecte de les colonies fixades sobre el portaobjectes, e) Addiccid de violeta de
genciana, f) Addiccié de lugol, g) Addicié de safranina, h) Aspecte del portaobjectes una vegada finalitzada la
tincio, i) Visualitzacio de les colonies al microscopi optic.
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2.2.2.2. Tincié d’espores

2.2.2.2.1. Fonament

La tinci6 d’espores permet posar en _

evidéncia aquest tipus d’estructures
especials, resistents i latents que es
formen dins de les cel-lules i que
protegeixen els bacteris de les condicions
ambientals adverses. Les formen alguns
géneres com Bacillus o Clostridium. Les

soques del genere Lactobacillus no en

formen. Imatge 12. Detall de la tincio d’espores. L’escalfor
permet I’entrada del colorant dins I’espora.

Les espores no es tenyeixen amb els métodes comuns com la tincié simple o la tinci6

de Gram, ja que els colorants emprats no sén capacos de travessar les seves parets.

La tinci6 més usada amb aquesta finalitat eés la tincio de Schaeffer-Fulton per a

endospores (Tortora et al., 2007).

2.2.2.2.2. Material necessari

Cultiu o cultius a assajar.

Nansa de Kolle.

Verd de Malaquita (Ref: 251761.1606, Panreac Quimica S.A., Espanya).
Safranina O (Ref: 251622.1607, Panreac Quimica S.A., Espanya).
Portaobjectes (Ref: D100004, Deltalab S.L., Espanya).

Oli d’immersi6 (Ref: 251002.1208, Panreac Quimica SAU, Espanya).
Microscopi optic (CX21, Olympus, EUA).
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2.2.2.2.3. Técnicaiinterpretacio

Sobre un portaobjectes net i desengreixat es diposita una gota d’aigua, sobre la qual

s’estén una porcid de la colonia a estudiar i posteriorment es fixa amb calor suau. La

mostra es cobreix amb una paper de filtre de la mateixa mida del portaobjectes i es

subjecta amb una pinga. A continuacid, s’amara el paper amb verd de malaquita i

s’exposa al calor suau per tal que hi hagi emissio de vapors (Imatge 12). L’escalfor

ajuda a que el colorant travessi la paret de ’espora.

Quan la mostra deixa d’emetre els vapors,
es torna a amarar el paper de filtre amb el
colorant i s’exposa novament a la calor
suau, repetint el procediment fins a cinc
vegades. Finalment s’enretira el paper i es
renta el preparat amb aigua durant uns 30
segons per a eliminar el colorant de totes
les parts excepte de les espores. A

continuaci®6 s’aplica sobre 1’extensio
safranina durant uns 30 segons, la qual
serveix com a colorant de contrast, tenyint
totes les porcions cel-lulars diferents a les
espores. La preparacid es deixa assecar a
temperatura ambient o sota el calor suau de

la flama.

Imatge 13. Observacio al microscopi optic
d’una tincid d’espores positiva. Les espores
bacterianes prenen un color verd, mentre
que les cel-lules vegetatives s’observen de
color rosa.

L’extensi6 s’observa sota el microscopi optic, a un augment de x1000. Les espores

apareixen de color verd i les cel-lules vegetatives de color rosat (Imatge 13).
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2.3. Identificacio dels cultius Il. Proves bioquimiques basiques.

2.3.1.1. Fonament

La prova de la catalasa permet comprovar la preséncia o abséncia d’aquest enzim,
present en els bacteris aerobis i anaerobis facultatius. La respiracio aerobica normal
produeix peroxid d’hidrogen, el qual és toxic. Els bacteris han desenvolupat enzims per
tal de neutralitzar-lo; entre aquests enzims el més comu és la catalasa, el qual el

transforma en aigua i oxigen per la segient reaccio:
2H,0, 2> 2 H,0O + O,

Els bacteris acid lactics son catalasa negatius ja que sén majoritariament anaerobis

estrictes o anaerobis facultatius.

2.3.1.2. Material necessari

Cultiu o cultius a assajar.

Nansa de Kolle.

Portaobjectes (Ref: D100004, Deltalab S.L., Espanya).

Peroxid d’hidrogen al 10% (Ref. 121076.1410, Panreac Quimica S.A., Espanya).

2.3.1.3. Teécnicai interpretacid

La catalasa es detecta amb facilitat per la seva accid sobre el peroxid d’hidrogen. Quan
s’agrega una gota de peroxid d’hidrogen al 10% a una colonia de c¢l-lules bacterianes
productores de catalasa, s’alliberen bombolles d’oxigen. Aquest procediment es pot dur

a terme a sobre d’un portaobjectes net.
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2.3.2.1. Fohament

La mesura de [I’activitat hemolitica d’una soca
bacteriana posa de manifest la seva possible capacitat
patogena, ja que demostra la preseéncia d’antigens
somatics i/o flagel-lars capacos de trencar o lisar la
membrana dels eritrocits 1 provocar 1’alliberaci6 de
I’hemoglobina. Per aquesta rad, se seleccionen aquelles

soques gue no manifesten aquesta capacitat.

Imatge 14. Colonies beta hemolitiques en
agar Columbia Sang. Al voltant de les
colonies encerclades es pot observar la

2.3.2.2. Tecnica i interpretacid capacitat que presenten de lisar els
eritrocits del medi.

Per posar de manifest la capacitat hemolitica de les diferents soques se sembren en el
medi de cultiu agar Columbia +5% de sang de xai (COS) (Ref: 43 041, bioMérieux,
Franga). Una porcié d’una colonia se sembra per esgotament amb 1’ajuda d’una nansa
de Kolle esteril. Les plaques s’incuben durant 24-48 hores a 37°C en les condicions de

respiracio corresponents (aerofilia, anaerobiosi, 5% CO5).

Transcorregut aquest temps s’observa el creixement (Imatge 14), el qual pot manifestar-

se de tres formes diferents (Taula 10).

Tipus d’hemolisi Caracteristiques

a hemolisi o parcial Clarificaci6 parcial del medi de cultiu al voltant de la colonia,
produint una coloracio gris verdosa.
B hemolisi o completa Clarificacio total del medi de cultiu al voltant de la colonia,
eliminacio de la sang del medi.

v hemolisi 0 no hemolisi  Abséncia de clarificacié del medi de cultiu al voltant de la colonia.

Taula 10. Caracteritzacio de I’hemolisi d’una colonia en agar Columbia Sang (adaptat de
Cabello, 2007).
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La identificaci6 bioquimica a nivell d’espécie de les soques aillades de les llets es duu a
terme mitjancant 1’us de sistemes miniaturitzats API® (bioMérieux SA, Franca), els
quals contenen diferents substrats deshidratats que permeten la identificacié especifica

de cada microorganisme.

2.3.3.1. Kit API1 50 CH®

2.3.3.1.1. Fonament

Aquest sistema comercial estandard permet la identificacio de Lactobacillus spp.,

Bacillus spp. i microorganismes proxims.

Esta compost per 49 assajos bioquimics (Taula 11) que permeten estudiar el
metabolisme dels hidrats de carboni en microorganismes i determinen el patré de
fermentacid dels carbohidrats i derivats per part dels microorganismes (heterosids,
polialcohols, acid uronic). La fermentacio de substrats implica un canvi en el color en la
cUpula que ve determinat per un indicador de pH incorporat en cada substrat.

Aquests assajos de fermentacid es porten a terme en combinacid amb un medi

d’inoculaci6é que rehidrata els substrats. Per a la identificacid de bacteris acid lactics

s’utilitza el medi API 50 CHL Medium®.
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alfa-Metil-D- .
0 Control 10 Galactosa 20 ) 30 Melibiosa 40 D-Turanosa
manosida
] alfa-Metil-D- )
1 Glicerol 11 D-Glucosa 21 . 31 Sucrosa 41 D-Lixosa
glucosid
o N-Acetil-
2 Eritritol 12 D-Fructosa 22 ] 32 Trehalosa 42 D-Tagatosa
glucosamina
3 D-arabinosa 13 D-Manosa 23 Amigdalina 33 Inulina 43 D-Fucosa
4 L-arabinosa 14 L-Sorbosa 24 Arbutina 34 Melezitosa 44 L-Fucosa
5 Ribosa 15 Rhamnosa 25 Esculina 35 D-Rafinosa 45 D-Arabitol
6 D-xilosa 16 Dulcitol 26 Salicina 36 Starch 46 L-Arabitol
7 L-xilosa 17 Inositol 27 Cellobiosa 37 Glicogen 47 Gluconat
) ) o 2-keto-
8 Adonitol 18 Manitol 28 Maltosa 38 Xilitol 48
gluconat
B-Metil-D- ) beta- 5-keto-
9 ] 19 Sorbitol 29 Lactosa 39 ] 49
xylosida Gentobiosa gluconat

Taula 11. Assajos bioquimics presents en el sistema comercial APl 50 CH®.

2.3.3.1.2. Material necessari

Kit AP150 CH® (Ref: 50 300, bioMérieux SA, Franca).

API 50 CHL Medium® (Ref: 50 410, bioMérieux SA, Franca).
Micropipeta 100pL — 1000 pL (Ref: F123602, Gilson S.A.S, Franca).
Oli de parafina estéril (Ref: 70 100, bioMérieux SA, Franca).

Programari d’identificacio Apiweb™ (bioMérieux SA, Franca).

2.3.3.1.3. Metodologia

Preparacio de I’inocul: a partir d’un cultiu axénic de 24 hores d’incubacid, s’obté

una aliquota que s’addiciona al medi API 50 CHL Medium®.

Preparacio de la galeria: es prepara la cambra d’incubacid, constituida per una tapa

1 un fons, en el qual cal repartir 10 mL d’aigua destil-lada amb la finalitat de
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generar una atmosfera humida entre els alveols del fons. Posteriorment es disposen

les proves bioquimiques a la cambra de forma ordenada.

Inoculacié de la galeria: Es reparteix la suspensio bacteriana en cadascun dels
microtubs de la galeria amb [’ajut d’una micropipeta, evitant la formacid de
bombolles i no sobrepassant el limit dels tubs. Per a la identificacio de bacteris acid
lactics, cal omplir posteriorment les cupules de cada assaig amb oli de parafina

esteril.

Incubacid: Les galeries es deixen entre 24 i 48 hores en estufa de 36°C+ 2°C.

Lectura: Transcorregut el temps d’incubacio es procedeix a la lectura dels resultats,
els quals s’interpreten com a positius, negatius o dubtosos (Imatge 15). Aquests
resultats es transfereixen al programa informatic d’identificacid Apiweb™,

subministrat per la casa comercial.
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Imatge 15. Perfils negatius (esquerra) i positius (dreta) de les proves bioquimiques presents en
1’API 50 CH® + API 50 CHL Medium® (De: https://apiweb.biomerieux.com).
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2.3.3.2. Kit API 20 E®

2.3.3.2.1. Fonament

Aquest sistema comercial estandard permet la identificacio de bacteris que pertanyen a
la familia Enterobacteriaceae i altres bacils Gram negatius no exigents. Cada galeria
esta composta per 20 assajos bioquimics els quals son inoculats amb una suspensio
bacteriana. Les reaccions produides durant la incubacio es tradueixen en canvis de
color, els quals s6n espontanis per a alguns assajos, i per altres sén induits mitjancant

I’addici6 de reactius (Imatge 16).

Les lectures es porten a terme utilitzant una taula de lectura i la identificacio s’obté amb

I’ajut d’un cataleg analitic o utilitzant el programari d'identificacio.
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Imatge 16. Perfils negatius (a dalt) i positius (a baix) de les proves bioquimiques presents en
1’ API 20 E®. (De: https://apiweb.biomerieux.com).

2.3.3.2.2. Material necessari

Kit AP120 E® (Ref: 20 100 / 20 160, bioMérieux SA, Franca).

Medi API Suspension Medium® 5 ml (Ref. 20 150, bioMérieux SA, Franca)
Escala de McFarland Standard® (Ref. 70 900, bioMérieux SA, Franca).
Micropipeta 100pL — 1000 pL (Ref: F123602, Gilson S.A.S, Franca).

Oli de parafina esteril (Ref: 70 100, bioMérieux SA, Franga).

Programari d’identificacio Apiweb™ (Ref: 40 011, bioMérieux SA, Franca).
Kit de reactius AP1 20 E® (Ref: 20 120, bioMérieux SA, Francga).

Reactiu oxidasa (Ref. 70 380, bioMérieux SA, Franca).
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2.3.3.2.3. Metodologia

Preparacio de I’inocul: a partir d’un cultiu axénic de 24 hores d’incubacio, es
prepara una suspensio del microorganisme amb una concentracio de I’ordre de 0,5 a
I’escala de McFarland® dins del medi API Suspension Medium®. S’emulsiona amb
cura per aconseguir una suspensio bacteriana homogeénia, la qual ha de ser

utilitzada immediatament després de la seva preparacio.

Inoculacié de la galeria: Utilitzant una micropipeta i puntes esterils, s’inocula la
suspensio bacteriana a la galeria evitant la formacio de bombolles en el fons del
tub. Usant la mateixa pipeta, s’omplen tant el tub com la ctpula de les proves CIT,
VP i GEL amb la suspensié bacteriana. S’omple només el tub (i no la clpula) de les
altres proves, i es crea anaerobiosi en les proves d'ADH, LDC, ODC, H,S i URE
mitjancant la superposicié d’oli de parafina estéril. Posteriorment es tanca la

cambra d'incubacié i s'incuba a 36°C + 2°C durant 18-24 hores.

Lectura de la galeria: una vegada transcorregut el periode d’incubaci6 es comprova
si 3 0o més reaccions son positives. En cas afirmatiu es procedeix a I’agregaci6 dels
reactius corresponents i a la lectura de la galeria (Taula 12). En cas contrari,
s’incuba de nou durant 24 hores i posteriorment es realitza la lectura. La
interpretacié dels resultats es duu a terme mitjancant el programa informatic

d’identificacio Apiweb™, subministrat per la casa comercial.

Proves suplementaries: De forma independent, cal realitzar el test de la oxidasa
com a complement de I’API®. Aquesta prova es realitza sobre un portaobjectes net,
on es col-loca un paper de filtre i on s’addiciona una porci6 de la colonia d’estudi
amb una gota del reactiu tetrafenilendiamina. La reaccio positiva produeix un color

blau intens de forma immediata.
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Prova Reacci6 / Enzims Resultat negatiu Resultat positiu
ONPG Beta galactosidasa Incolor Groc
ADH Arginina deshidrolasa Groc Vermell o taronja
LDC Lisina descarboxilasa Groc Vermell o taronja
oDC Ornitina descarboxilasa Groc Vermell o taronja
CIT Utilitzacio del citrat Verd Blau fosc o turquesa
H,S Produccio de H,S Sense precipitat negre Precipitat negre
URE Ureasa Groc Vermell o taronja
TDA Triptofan desaminasa Groc Marro - vermell
IND Produccié d’indol Groc Rosa o anell rosat
VP Produccié d’acetoina (Voges- Incolor Rosa - vermell
Proskauer)
GEL Gelatinasa Sense difusio Difusié del pigment
GLU Fermentaci6/oxidacio de la glucosa Blau o verd Groc
MAN Fermentaci6/oxidacio de mannitol Blau o verd Groc
INO Fermentacié/oxidacié d’inositol Blau o verd Groc
SOR Fermentacio/oxidacié de sorbitol Blau o verd Groc
RHA Fermentacio/oxidacio de ramnosa Blau o verd Groc
SAC Fermentacio/oxidacio de sacarosa Blau o verd Groc
MEL  Fermentacié/oxidacio de melobiosa Blau o verd Groc
AMY  Fermentacié/oxidaci6é d’amigdalina Blau o verd Groc
ARA Fermentacié/oxidacié d’arabinosa Blau o verd Groc
OXIl Citocrom oxidasa

Taula 12. Resultats de les reaccions de les proves de API 20 E®.

2.3.3.3. Kit APl Coryne®

2.3.3.3.1. Fonhament

Aquest sistema comercial estandard permet la identificacio de bacteris corineformes.
Cada galeria esta composta per 20 microassajos que contenen substrats deshidratats per
a la deteccid d’activitats enzimatiques o de fermentacid de sucres. Els assajos
enzimatics s’inoculen amb una suspensié densa que rehidrata els substrats enzimatics.

Les reaccions produides durant la incubacio es tradueixen en canvis de color, els quals
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son espontanis per a alguns assajos, i per altres soén induits mitjancant 1’addicié de

reactius.

Les lectures es porten a terme utilitzant una taula de lectura i la identificaci6 s’obté amb

I’ajut d’un cataleg analitic o utilitzant el programari d'identificacio.

2.3.3.3.2. Material necessari

Kit API Coryne® (Ref: 20 900, bioMérieux SA, Franca) (conté APl GP Medium 2
mL).

Reactius: NIT 1 + NIT 2 (Ref: 70 442) , ZYM A (Ref: 70 494), ZYM B (Ref: 70
493), PYZ (Ref: 70 492).

Oli de parafina estéril (Ref: 70100, bioMérieux SA, Franga).

Peroxid d’hidrogen al 10% (Ref. 121076.1410, Panreac Quimica S.A., Espanya).
Programari d’identificaci6 Apiweb™ (Ref: 40 011, bioM¢érieux SA, Franga).
Micropipeta 100pL — 1000 pL (Ref: F123602, Gilson S.A.S, Franca).

Hisop esteril (Ref: 310200, Deltalab S.L., Espanya).

Medi API Suspension Medium® 5 ml (Ref. 20 150, bioMérieux SA, Franca).

Escala de McFarland Standard® (Ref. 70 900, bioMérieux SA, Franca).

2.3.3.3.3. Metodologia

Preparaci6 de I’inocul: a partir d’un cultiu axenic de 24 hores d’incubacio, es
prepara una suspensio del microorganisme amb una concentracié superior al patr6 6

de I’escala de McFarland® dins del medi API Suspension Medium®.

Inoculacié de la galeria: Utilitzant una micropipeta i puntes estérils, s’inocula la
suspensio bacteriana a les onze primeres proves de la galeria evitant la formacio de
bombolles en el fons del tub. Les deu primeres s’omplen els tubs, mentre que a la
prova GEL s’omple el tub i la cipula. A les nou ultimes proves s’introdueix una
barreja homogenia de 0,5 mL procedents de la suspensio utilitzada anteriorment
dins d’una ampolla de API GP Medium®. Les ctpules de les proves marcades URE,

0 a GLYG s’omplen amb oli de parafina esteril.
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Lectura de la galeria: Després de la incubacid s’agreguen els reactius i s’espera 10
minuts abans de llegir totes les reaccions (Taula 13). Els resultats s’introdueixen en

el programa informatic d’identificaci6 Apiweb™, subministrat per la casa

comercial.

Assaig Reacci6 / Enzims Resultat negatiu Resultat positiu
NIT Reduccio de nitrats Incolor Rosa intens
PYZ Pirazinamidasa Incolor Marro o taronja

PYRA Pirolidonil arilamidasa Incolor Taronja
PAL Fosfatasa alcalina Incolor Purpura

BGUR B-glucoronidasa Incolor Blau

BPGAL [-galactosidasa Incolor Blau

aGLU a-glucosidasa Incolor Purpura

BNAG N-acetil-B-glucosaminidasa Incolor Marr
ESC B-glucosidasa (esculina) Incolor Negre
URE Ureasa Groc - taronja Vermell-Rosa
GEL Gelatinasa Sense difusio Difusio6 del pigment
GLU Fermentacio/oxidacio de la glucosa Vermell - taronja Groc
RIB Fermentacio/oxidacio de ribosa Vermell - taronja Groc
XYL Fermentaci6/oxidacio de xilosa Vermell - taronja Groc
MAN Fermentacio/oxidacioé de manitol Vermell - taronja Groc
MAL Fermentacio/oxidacio de maltosa Vermell - taronja Groc
SAC Fermentacio/oxidacid de sacarosa Vermell - taronja Groc
LAC Fermentacio/oxidacié de lactosa Vermell - taronja Groc

GLYG Fermentacio/oxidacid glicogen Blau o verd Groc
CAT Catalasa Abséncia de bombolles  Presencia de bombolles

Taula 13. Resultats de les reaccions de les proves de API Coryne®.
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.2.3.3.4. Kit API Strep®

2.3.3.4.1. Fonament

Aquest sistema comercial estandarditzat permet realitzar un diagnostic de grup o per
espécie de la major part dels estreptococs, enterococs i altres microorganismes
emparentats. La galeria cont¢ 20 substrats deshidratats per a la detecci6 d’activitats
enzimatiques o de fermentacio de sucres, els quals es reconstitueixen amb una suspensio
d’un cultiu pur. Les reaccions que es produeixen durant el periode d’incubaci6 es
tradueixen en variacions de coloracid espontanies o revelades mitjancant 1’addicié de

reactius.

2.3.3.4.2. Material necessari

Kit APl Strep® (Ref: 20 600, bioMérieux SA, Franca) (conté APl GP Medium 2
mL).

Reactius: NIN (Ref: 70 70 491) , ZYM A (Ref: 70 494), ZYM B (Ref: 70 493),
VP1 + VP2 (Ref: 70 422).

Oli de parafina esteril (Ref: 70 100, bioMérieux SA, Franca).

Programari d’identificacio Apiweb™ (Ref: 40 011, bioMérieux SA, Franca).
Micropipeta 100pL — 1000 pL (Ref: F123602, Gilson S.A.S, Franca).

Hisop estéril (Ref: 310200, Deltalab S.L., Espanya).

Medi API Suspension Medium® 5 ml (Ref. 20 150, bioMérieux SA, Franca).
Escala de McFarland Standard® (Ref. 70 900, bioMérieux SA, Franca).

Marmita d’anaerobiosi i Anaerocult A® (Ref: 1.13829.0001, Merk KGaA,

Darmstadt, Alemanya).

103



| Materials i Métodes

2.3.3.4.3. Metodologia

104

Preparacio de I’inocul: a partir d’un cultiu axénic de 24 hores d’incubacid, es
prepara una suspensié del microorganisme amb una terbolesa de 1’ordre de 4 a
I’escala de McFarland ® dins del medi API Suspension Medium®. S’emulsiona amb
cura per aconseguir una suspensio bacteriana homogeénia, la qual ha de ser

utilitzada immediatament després de la seva preparacio.

Inoculacié de la galeria: Amb 1’ajuda d’una micropipeta i puntes esterils, en la
primera meitat de la galeria, s’inoculen els tubs amb la suspensio bacteriana evitant
la formacio de bombolles en el fons d’aquesta. La segona part s’inocula amb una
barreja homogenia de 0,5 mL procedents de la suspensié utilitzada anteriorment
dins d’una ampolla de API GP Medium®. S’inoculen els tubs i es crea anaerobiosi
en la prova ADH de la primera meitat i en tota la segona meitat de la galeria,
mitjancant la superposicié d’oli de parafina estéril. Posteriorment es tanca la
cambra d'incubacio i s'incuba a 36°C + 2°C durant 4 — 4,5 hores per a una primera
lectura i 24 hores (x 2 hores) per a una segona.

Lectura de la galeria: una vegada transcorregut el periode d’incubaci6 es procedeix
a ’agregaci6 dels reactius corresponents i a la lectura de la galeria (Taula 14). En
cas que sigui necessaria una reincubacio, es fa una segona lectura a les 24 hores. La
interpretacio dels resultats es duu a terme mitjancant el programa informatic

d’identificaci6 Apiweb™, subministrat per la casa comercial.
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Assaig Reacci6 / Enzims Resultat negatiu Resultat positiu
VP Produccié d’acetoina (Voges- Incolor Rosa - vermell
Proskauer)

HIP Hidrolisi acid hipuric Incolor Blau fosc o violeta

ESC B-glucosidasa (esculina) Incolor Negre o gris
PYRA Pirolidonil arilamidasa Incolor Taronja
oGAL a-galactosidasa Incolor Violeta
BGUR B-glucoronidasa Incolor Blau
BGAL B-galactosidasa Incolor Violeta

PAL Fosfatasa alcalina Incolor Violeta

LAP Leucina aminopeptidasa Incolor Taronja
ADH Arginina deshidrolasa Groc Vermell o taronja

RIB Acidificacio de ribosa Vermell - taronja Groc
ARA Acidificacio de arabinosa Vermell - taronja Groc
MAN Acidificacio de mannitol Vermell - taronja Groc

SOR Acidificacid de sorbitol Vermell - taronja Groc

LAC Acidificacio de lactosa Vermell - taronja Groc

TRE Acidificacio de trehalosa Vermell - taronja Groc

INU Acidificacio d’inulina Vermell - taronja Groc

RAF Acidificacio de rafinosa Vermell - taronja Groc
AMD Acidificacio de midé Vermell - taronja Groc
GLYG Fermentaci6/oxidacid glicogen Blau o verd Groc

Taula 14. Resultats de les reaccions de les proves de API 20 E®.

2.4. Conservacio de les soques aillades

Amb la finalitat de conservar les soques obtingudes de les mostres de llet d’euga, es van

emprar dues metodologies: la crioconservacio i la liofilitzacio.
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2.4.1.1. Fonhament

La crioconservaci6 0 criopreservacio consisteix en el manteniment dels
microorganismes a temperatures inferiors a zero graus centigrads. Es basa en la

paralitzacio del metabolisme cel-lular per la disminucio de lI'aigua disponible.

Els cultius es conserven en criovials estérils Cryoinstant®, els quals contenen unes
perles quimicament tractades suspeses en una solucid preservant criogénica on romanen

els microorganismes que es volen preservar (Imatge 17).

2.4.1.2. Material necessari

Cultiu o cultius a preservar, en placa d’agar, axénics.

Hisops esterils (Ref: 310200, Deltalab S.L., Espanya).

Criovials Cryoinstant® (Ref:409113/6, Deltalab S.L., Espanya).
Micropipeta 100pL — 1000 pL (Ref: F123602, Gilson S.A.S, Franca).
Congelador de -80°C.

2.4.1.3. Metodologia

Es recull un cultiu pur jove (de menys de 24 hores d’incubacid) del microorganisme a
preservar amb una nansa o un hisop esteril 1 s’inocula directament al vial Cryoinstant®.
Se substitueix la tapa i s’emulsiona invertint el pot 4-5 vegades perque els
microorganismes s'uneixin a la superficie porosa de les perles. Amb I’ajuda d’una
pipeta, s’elimina la major quantitat de soluci6 crioconservant possible i es torna a tancar
el vial. Es registren els detalls del seu contingut al vial. Es col-loquen els criovials en un
bloc i es porten al congelador. La temperatura ideal d'emmagatzematge és d'entre -60°C
i -80°C.
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Per tal de recuperar els cultius, cal treure el vial Cryoinstant® del congelador i extreure
rapidament una perla des del vial per mitja d'una agulla o pinces esterils. Per evitar la
descongelacio del vial, es pot utilitzar neu de dioxid de carboni o, alternativament,
transportar dels vials en un bloc de parafina congelada. La crioperla extreta es diposita
en un brou de cultiu adequat al microorganisme, s’incuba durant 24 hores i després es

passa a medi solid.

Imatge 17. Criovials i caixa per a la seva preservacio
en fred.

2.4.2. Liofilitzacio

2.4.2.1. Fohament

La liofilitzacié és un metode d’assecament que
permet la conservacid d’algunes propietats dels

productes com la bioactivitat, el sabor o I’olor

entre d’altres (Imatge 18).

Es tracta d’un procés mitjancant el qual
s’elimina un solvent a partir d'un material

congelat o soluci6 congelada mitjancant la

sublimacié del solvent i per la desorcio del

i » ) Imatge 18. Liofilitzador processant
solvent absorbit, en general sota pressio reduida. uns vials.
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Aquest procés implica les tres etapes seglents: congelacid, assecat primari i assecat
secundari (Boss et al., 2004). D’aquesta forma s’aconsegueix mantenir 1’estabilitat de

les mostres, evitant la contaminacié microbiana.

Per a realitzar aquest procés es pot utilitzar el liofilitzador a una temperatura del

col-lector de -55°C a 0,06 mbar de pressid.

2.4.2.2. Material necessari

Cultiu o cultius liquids a preservar, axénics.

Vials de 4 mL de capacitat transparents (Ref: 212F1B16040, Sudelab, Espanya).
Taps de goma de butil (Ref: 212CC916, Sudelab, Espanya).

Liofilitzador (Alpha 1-2 LD, Ref: 101021, Fisher Scientific S.L., Espanya).
Micropipeta 100pL — 1000 pL (Ref: F123602, Gilson S.A.S, Franca).
Congelador de -80°C.

2.4.2.3. Metodologia

Es parteix d’un overnight d’un cultiu liquid pur de la mostra a liofilitzar, preferiblement
crescut en tubs de fons conic especials per a centrifuga. Se centrifuguen els tubs a 5000

rpm durant 10 minuts. Es descarta la fase liquida, conservant la fase solida o pellet.

Aquesta Ultima es suspén en 2 mL d’una solucio crioconservant (per exemple, una
suspensio consistent en un 15% de llet descremada i un 4% de sacarosa autoclavada a
115°C durant 13 minuts), distribuint-se en vials esterils de vidre i introduint taps de
goma especials per vials de forma que permetin una correcta sortida dels productes
gasosos de la sublimacio. Posteriorment, es col-loquen en el suport del liofilitzador i es

preserven a -20°C durant 4 hores o fins a la seva congelaci6 total.

Transcorregut aquest periode de temps, es col-loca el suport dins del liofilitzador,

assegurant la correcta formacidé del buit dins d’aquest, aixi com 1’assoliment i
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manteniment de la temperatura de liofilitzacid. La durada del procés pot variar depenent

de la quantitat de liofils que es vulguin obtenir, deixant-se habitualment entre 24 i 48

hores.

Un cop finalitzat i si el nostre suport ho
permet, es tanquen els taps de goma dins el
liofilitzador per tal que el contingut quedi
segellat al buit, evitant la contaminacié per
I’aire extern. Seguidament es retiren els vials
del liofilitzador i del suport, es comprova que
I’estat d’assecament dels vials sigui el
correcte, i es procedeix a la seva encapsulacio.
Els liofils es mantenen a temperatura ambient
o en refrigeracié a 4°C, evitant 1’exposicid

directa a la llum.

Per tal de recuperar els cultius cal reconstituir
els vials amb un brou de cultiu adequat per al
microorganisme determinat (Imatge 19),
incubant-lo 24 hores, o bé reconstituint el
vial amb 2 mL de brou de cultiu i realitzant
una sembra en placa si es necessita
determinar la concentracié de cél-lules

viables del cultiu.

Imatge 19. Reconstitucio d’un vial
liofilitzat amb medi de cultiu liquid.
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3. Tecniques de caracteritzacio

enzimatica de la llet d’euga

3.1. Processament de les mostres

En aquest estudi es van analitzar els perfils enzimatics de les llets crues d’euga 1 es van
comparar amb els perfils obtinguts de les llets crues de truja i de vaca. Les llets es van
descongelar deixant els recipients de recollida a temperatura ambient fins que van
assolir una temperatura entre 20 i 25°C.

3.1.1.1. Fohament

Els perfils enzimatics s’assagen mitjangant el metode semiquantitatiu API ZYM®.
Aquest assaig ens permet obtenir una mesura indirecta de I’activitat enzimatica
mitjancant la quantificacio dels productes resultants de la seva accio. A continuacié es
detallen els 19 enzims constitutius detectables mitjancant aquest analisi, aixi com les

abreviacions emprades en 1’estudi (Taula 15).
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Enzims APl ZYM®

Fosfatasa alcalina (FAL)

Esterasa (C:4) (EC4)

Esterasa lipasa (C:8) (ELCS8)

Lipasa (C:14) (LC14)

Leucina arilamidasa (LEUA)

Valina arilamidasa (VALA)

Cistina arilamidasa (CISA)

Tripsina (TRP)

a-quimotripsina fosfohidrolasa (QFH)
Fosfatasa acida (FAC)
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Naftol-AS-bi-fosfohidrolasa (NFH)
a-galactosidasa (aGAL)
B-galactosidasa (BGAL)
B-glucuronidasa (BGLUN)
a-glucosidasa (aGLUC)
B-glucosidasa (BGLUC)
N-acetil-B-glucosaminidasa (NABG)
a-manosidasa (aMAN)
a-fucosidasa (aFUC)

Taula 15. Enzims detectables mitjangant 1"is de API ZYM®.

3.1.1.2. Material necessari

Mostres de llet crua liquida a estudiar, a temperatura ambient.
Kit APl ZYM® (Ref: 25 200, bioMérieux SA, Franca).
Reactiu Zym-A® (Ref: 70 494, bioMérieux SA, Franca).
Reactiu Zym-B® (Ref: 70 493, bioMérieux SA, Franca).

3.1.1.3. Metodologia

El protocol utilitzat en la realitzacié d’aquest assaig és una modificacio de 1’aportat pel

fabricant.

Preparacio i inoculacié de la galeria: Amb 1’ajut d’una micropipeta es dispensen 65

microlitres de llet crua de euga en cada microtub (també anomenat ctpula, on es

troben els substrats semisintetics) i s’incuben a 37°C. Transcorregudes entre 4

hores — 4 hores 30 min, s’addiciona una gota dels reactius Zym-A® i Zym-B®. El

fet de posar en cada ctpula un agent tensioactiu (reactiu Zym-A®) permet facilitar

la solubilitzaci6 del reactiu Zym-B®en el medi. Posteriorment les galeries es deixen
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minim durant 5 minuts perqué es desenvolupi el color. Despres si es possible
s’exposa la galeria 10 segons sota una font de llum de gran abast a una distancia de

10 cm per sobre de les cupules. D’aquesta forma s’elimina el fons groc 1 les

reaccions negatives esdevenen incolores (Imatge 20).
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Imatge 20. API ZYM® inoculat amb llet d’euga, incubat 24 hores i amb els reactius ZymA® i
ZymB® en el seu interior, a punt per a la seva lectura.

Lectura de la galeria: Aquest micrometode semiquantitatiu permet fer una
aproximacio de la quantitat de nanomols de substrat hidrolitzats per cadascun dels
enzims assajats. Valors des de 0 (reaccid negativa) fins a 5 (maxim de reaccid)
s’assignen a cada reaccio segons la seva intensitat de color, usant 1'escala proposada
pel fabricant. Les reaccions que donen una lectura superior a 0,5 (2,5 nanomoles) es
consideren positives mentre que una lectura de O es considera com a negativa /
sense activitat. Les aproximacions realitzades segons la metodologia es detallen a la
Taula 161 17.
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Escala APl ZYM® Nanomols de substrat
colorimetrica hidrolitzats

0,5 2,5
1 5
2 10
3 20
4 30
5 >40

Taula 16. Interpretaci6 de resultats colorimétrics de APl ZYM®. Les intensitats de color
corresponen a diferents graus d’hidrolisi del substrat per part de 1’enzim assajat.
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Taula 17. Escala colorimétrica aportada pel fabricant (bioMérieux SA, Franca).
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4. Avaluacio del potencial probiotic

de bacteris acid lactics equins

Per tal de seleccionar potencials probiodtics de la llet d’euga, aixi com de valorar el
potencial probiotic d’altres soques procedents del tracte gastrointestinal d’euga i de
poltre, es van avaluar 11 soques de bacteris acid lactics seguint les Directrius per a
I'Avaluacio dels Probiotics en els Aliments, elaborades conjuntament per 1’Organitzacio
de les Nacions Unides per a I'Agricultura 1 1'Alimentacié (FAO) i1 per I’Organitzacid

Mundial de la Salut (OMS) el 2002.

4.1. Caracteristiques macroscopiques i microscopiques dels

cultius

Per tal d’obtenir bacteris acid lactics de les llets d’euga, aquestes se sembren en medi
MRS, tant en brou de cultiu com en agar, tal i com es detalla en 1’apartat 2 d’aquesta
seccid. Tots els cultius avaluats com a possibles probiotics es van obtenir de cultius

purificats procedents d’aquestes sembres.
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Els cultius purs se sotmeten a tincié de Gram, seleccionant-se aquelles colonies Gram

positives que presenten morfologia bacil-lar o de coc, no formadores d’espores.

4.2. Proves bioquimiques basiques

Les soques se sotmeten a les proves de la catalasa, oxidasa, i hemolisi, seleccionant
aquelles que siguin catalasa i oxidasa negatius, descartant aquells cultius que presentin

B-hemolisi, i donant prioritat a aquells que presentin y-hemolisi. Posteriorment, es
procedeix a identificar els cultius amb 1’ajuda del kit API 50 CH® + 50 CHL Medium®

(vegeu apartat 2.3.3 d’aquesta seccio).

4.3. Avaluacio de la seguretat de les soques probiotiques

4.3.1.1. Fonament

Es tracta d’una técnica fenotipica de difusioé per a I’estudi de la sensibilitat in vitro dels

bacteris enfront als antibiotics.

4.3.1.2. Material necessari

Cultius liquids de les soques a avaluar.

Discs antibiotics per a antibiograma:
Ampicil-lina (Ref: 9006, Liofilchem srl, Italia).
Kanamicina (Ref: 9027, Liofilchem srl, Italia).
Clindamicina (Ref: 9047, Liofilchem srl, Italia).
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Vancomicina (Ref: 9045, Liofilchem srl, Italia).
Estreptomicina (Ref: 9040, Liofilchem srl, Italia).
Tetraciclina (Ref: 9043, Liofilchem srl, Italia).
Gentamicina (Ref: 9026, Liofilchem srl, Italia).
Eritomicina (Ref: 9024, Liofilchem srl, Italia).
Cloramfenicol (Ref: 9022, Liofilchem srl, Italia).
Tilosina (Ref: 9082, Liofilchem srl, Italia).
Antibiotics en pols:
Ampicil-lina (Ref: A9393-5G, Sigma-Aldrich Inc., USA).
Kanamicina (Ref: A1493,0005, Panreac Quimica S.A., Espanya).
Clindamicina (Ref: C5269-10MG, Sigma-Aldrich Inc., USA).
Vancomicina (Ref: A1839,0001, Panreac Quimica S.A., Espanya).
Estreptomicina (Ref:S6501-5G, Sigma-Aldrich Inc., USA).
Tetraciclina (Ref: A2228,0025, Panreac Quimica S.A., Espanya).
Gentamicina (Ref: A1492,0001, Panreac Quimica S.A., Espanya).
Eritomicina (Ref: A2275,0005, Panreac Quimica S.A., Espanya).
Cloramfenicol (Ref: C0378-5G, Sigma-Aldrich Inc., USA).
Tilosina (Ref: T2880000, Sigma-Aldrich Inc., USA).
Plaques de Petri de 90 mm de diametre amb 20 mL d’agar Mueller Hinton (Ref:
4017402, Biolife S.r.l., Mila, Italia).
Ringer Powder (Ref: 06-073, Sharlab S.L., Barcelona, Espanya).
Escala de McFarland Standard® (Ref: 70 900, bioMérieux SA, Franca).
Agar Man Rogosa Sharpe (MRS agar ISO 15214, Ref: 610.024, Liofilchem srl,
Italia).
Brou MRS (MRS Broth ISO 15214, Ref: 610025, Liofilchem srl, Italia).
Tubs d’assaig esterils.
Filtres esterilitzants (Ref: JPESS022025K, Filter Lab®, Barcelona, Espanya.
Camera de Neubauer (Ref: BR717810-1EA, Sigma-Aldrich Co., USA).
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4.3.1.3. Metodologia

Els BAL aillats i seleccionats s’enfronten a 10 antibiotics (Taula 18) que se seleccionen
seguint les directrius de la Guia per a l'avaluacio de la susceptibilitat bacteriana a
antimicrobians d'importancia humana i veterinaria, elaborada per la Comissio Técnica
d'Additius i Productes o Substancies emprades en I'Alimentacié Animal (FEEDAP) de
1’ Autoritat Europea de Seguretat Alimentaria (EFSA), basat en les dades publicades pel
Comite Europeu de Proves de susceptibilitat antimicrobiana (EUCAST), i dels
programes nacionals i europeus de supervisio (EFSA, 2012).

=g 2 £ 8823
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Lactobacillus homofermentatius 1 2 16 16 16 1 1 4 4 n.r
Lactobacillus acidophilus 1 2 16 64 16 1 1 4 4 n.r.
Lactobacillus heterofermentatius obligats 2 nr. 16 32 64 1 1 8 4 n.r
Lactobacillus reuteri 2 nr. 8 64 64 1 1 16 4 n.r
Lactobacillus heterofermentatius 4 nr. 16 64 64 1 1 8 4 n.r
facultatius
Lactobacillus plantarum/pentosus 2 nr. 16 64 nr. 1 1 32 8 n.r.
Lactobacillus rhamnosus 4 nr. 16 64 32 1 1 8 4 n.r.
Lactobacillus casei/paracasei 4 nr. 32 64 64 1 1 4 4 nr
Bifidobacterium spp. 2 2 64 nr. 128 1 1 8 4 nr.
Pediococcus spp. 4 nr. 16 64 64 1 1 8 4 nr
Leuconostoc spp. 2 nr. 16 16 64 1 1 8 4 n.r.
Lactococcus lactis 2 4 32 64 32 1 1 4 8 n.r.
Enterococcus faecium 2 4 32 1024 128 4 4 4 16 4

Taula 18. Antibiotics requerits per la EFSA per a avaluar la seguretat de soques
potencialment probiotiques (EFSA, 2012). Els valors de tall s’expressen en mg/L. n.r.=
no requerit.

4.3.1.3.1. Primer screening: Métode de difusid en disc

Les soques BAL es sotmeten primerament a un assaig de difusié en placa mitjancant
I’6s de discs de susceptibilitat antimicrobiana sobre plaques d’agar Mueller Hinton

especifiques per a la determinacio de la susceptibilitat antimicrobiana.
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Els cultius de BAL seleccionats se sembren en la superficie de plaques de Petri amb
agar Mueller Hinton. Amb [l'objectiu d'obtenir cultius confluents, es realitza una
suspensio de terbolesa 0,5 en I'escala de McFarland® de cada microorganisme en Ringer
Lactat, la qual equival a 1,5x10® UFC/mL. La suspensi6 es reparteix mitjancant I'lis d'un
hisop esteril en la totalitat de la superficie de la placa de Mueller Hinton, per hisopat en

dues o tres direccions per assegurar una completa i homogeénia distribucio de I'inocul.

Acte seguit, es dipositen els discs d’antibiotic sobre les plaques inoculades 1 s’incuben
durant 18 hores en les condicions idonies de temperatura i respiracio de cada soca.
Transcorregut aquest temps obtenim cultius confluents en les plaques. Els resultats de
les interaccions cultiu-antibiotic s’observen com a formacions de zones d'inhibicio:
zones transparents, indicadores d'abséncia de
creixement, presents al voltant dels discs
d’antibiotic. Les zones d'inhibicié es poden
presentar com a uniformement circulars o0 no
uniformes, amb preseéncia d’una o diverses zones
concentriques de creixement. ES mesuren tres
diametres d’inhibicié amb 1’ajuda d’un peu de rei
(Imatge 21) i es fa una mitjana del valor. En el cas
que I’halo d’inhibici6 presenti creixement o
colonies en el seu interior, només es tindran en
compte si s6n grans, no incloent aquelles que

siguin molt petites i que es detectin visualment

només amb molta dificultat. Les colonies més

grans s hauran de reidentificar i reassajar. Imatge 21. Mesura d’un halo
d’inhibici6é amb peu de rei.

Els diametres obtinguts es comparen amb les taules proporcionades per la empresa que
proporciona els discs d’antibiotics. La lectura dels halos permet la classificacio dels

microorganismes en sensibles, intermedis o resistents enfront a els antibiotics assajats.
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4.3.1.3.2. Segon screening: Avaluacido de la concentracid6 minima

inhibitoria (MIC) en brou de cultiu.

Aquelles soques que no superen el primer screening i les que obtenen valors de
sensibilitat intermedis es tornen a avaluar usant el métode quantitatiu per a la
determinaci6 de la MIC en cultiu liquid. EIl valor MIC es defineix com la concentracid

més baixa d’antibiotic capag¢ d’inhibir el creixement bacteria.

El test es realitza en tubs d’assaig amb medi MRS als quals se’ls addiciona la
concentracié d’antibiotic necessaria (Taula 18) i s’esterilitzen mitjangant un filtre. Els
tubs s’incuben en les condicions idonies de temperatura i respiracié de cada soca durant
18 hores, juntament amb un control sense antibiotic de cada soca. Transcorregut aquest
temps s’observen els tubs a contrallum: la preséncia de terbolesa al medi indica un
creixement positiu 1 per tant una manca d’inhibicid. Una abséncia de terbolesa no és
suficient per confirmar 1’abséncia de creixement, cal sembrar una aliquota en placa
MRS i obtenir abséncia de creixement a les 18-24 hores. Un creixement al tub amb

antibiotic i/o a la placa indica que la soca és resistent.

4.3.1.3.3. Tercer screening: Avaluacido de la concentracid minima

inhibitoria (MIC) en placa de cultiu.

Aquelles soques que no superen el segon screening s’avaluen pel métode en placa
d’agar. En aquest cas, s’inoculen diferents concentracions de la soca per inclusi6 en una

placa amb agar MRS liquid amb antibiotic i es deixa solidificar.

- Preparacio de I’antibiotic: Els antibiotics es preparen en una suspensio 10 vegades
concentrada en brou MRS i s’esterilitzen amb filtre.

- Preparacié de la soca: Es preparen aliquotes a 10°, 10° i 10’ UFC/mL
aproximadament, valorant les suspensions amb I’ajuda d’una camera de Newbauer.

- Preparacio de la placa: En una placa estéril s’addicionen 18 mL d’agar MRS, 2 mL
de la suspensi6 d’antibiotic i 200 pL de la suspensiéo amb el microorganisme. Es

realitza una placa per cada concentracié de cada soca, aixi com un control negatiu
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substituint la suspensié amb 1’antibiotic per 2 mL de brou MRS. S’homogeneitza el
contingut de la placa i es deixa assecar. S’incuba durant 24 hores a les condicions
idonies per a cada soca.

- Lectura: A les 24 hores es valoren els creixements dels controls positius. A les
plaques amb antibiotic el creixement ha de ser negatiu. En cas que sigui positiu, es

considera la soca resistent al antibiotic.

La capacitat hemolitica és un parametre essencial per tal d’avaluar la possible
patogenicitat de les soques. Per posar-la de manifest, es procedeix a la sembra per
esgotament dels cultius potencialment probiotics en el medi Columbia Agar Sang (per a

més informaci6 vegeu 1’apartat 2.3.2. d’aquesta seccio).

4.4. Avaluacio de Ila resistencia a les condicions

gastrointestinals

Un parametre important a I’hora de seleccionar soques probidtiques €s la seva capacitat
per arribar a I’intesti conservant la seva viabilitat. Per tal d’avaluar la capacitat de les
soques de BAL de resistir a través del seu pas pel tracte gastrointestinal, es realitzen una
série d’assajos in vitro que permeten quantificar aquesta supervivencia: tractament amb

lisozim, sals biliars, peroxid d’hidrogen i pH acid (Dunne et al., 2001).

Soques a assajar
Brou MRS (MRS Broth 1SO 15214, Ref: 610025, Liofilchem srl, Italia).
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Microplaques ELISA de 96 pouets Microtiter (Deltalab, SL)

Lisozim (Ref: L6876-1G Sigma-Aldrich Co., USA).

Acid clorhidric al 37% (Ref: 131020.1611, Panreac Quimica S.A., Espanya).
Hidroxid de sodi (Ref: S00420, Scharlab, SA, Espanya).

Perdrogen® 30% H,0, (p/p) (Ref: 31642-500ML, SIGMA®, Sigma-Aldrich Co.,
USA).

Sals biliars (Ref: B8756-10G, SIGMA®, Sigma-Aldrich Co., USA).

Lector ELISA (Labsystems Multiscan RC, Thermo, Finlandia).

Estufa de 37°C i 42°C.

pHimetre (Mod: HI 2211, HANNA instruments, Espanya).

Micropipeta 2 -20 pL, Ref: 105301, Nichipet EX, Japd).

Micropipeta multicanal 50 — 300 pL, Thermo Labsystems, USA).
Micropipeta 20 pL -200 pL (Ref: F123601, Gilson S.A.S., Franca).

Balanca de precisi6 0,001 g — 200 g

Les soques seleccionades per I’assaig s’incuben en MRS liquid durant 18 hores en les

condicions idonies per la soca tant de temperatura com de respiracio.

Els reactius necessaris es preparen amb la quantitat necessaria per a realitzar 1’assaig per
triplicat. Les concentracions finals que s’han d’assolir en cada pouet de la microplaca es

detallen ala Taula 19. Les dilucions es realitzen sobre brou MRS.

Reactius per a ’assaig de resisténcia a les condicions gastrointestinals

Lisozim Sals biliars Peroxid pH acid (ajustat
Rangs de d’hidrogen amb HCI 1M)
concentracio 100 pg/mL 0,3% p/v 30 pg/mL
. 1,5a6,5(en
assajats 200 pg/mL 0,5% p/v 20 pg/mL intervals de 0,5)
300 pg/mL 1% plv 10 pg/mL '
Condicions | 5260 6o min | 37°C, 180 min 37°C, 30 min 42°C, 120 min
d’incubacio

Taula 19. Concentraci6 dels reactius i condicions d’incubacié per a I’avaluacié de la resisténcia
de les soques lactiques a condicions gastrointestinals.
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Per a inocular les plaques ELISA, es dipositen a la microplaca 200 pL de cada reactiu i

posteriorment s’afegeixen 20 pL del cultiu de cada soca. En tots els casos es realitza un

control positiu per a cada soca (amb brou MRS sense reactius), i un control negatiu per

a cadascuna de les concentracions dels diversos reactius (substituint els 20 pL de cultiu

de soca per brou estéril MRS). Finalment, s’afegeix un control de medi de cultiu que

contingui Unicament 220 pL de brou MRS. Les microplaques s’incuben a les condicions

mencionades a la Taula 19. Una vegada transcorregut el temps necessari, es processen

pel lector ELISA, realitzant les lectures a una longitud d’ona de 620 nm.

La interpretacio dels resultats es realitza segons els seglients criteris:

Tolerancia al lisozim: S’expressa com la menor concentracié capa¢ d’inhibir
completament el desenvolupament de la soca.

Tolerancia al medi acid: S’expressa com el menor pH en el qual la densitat Optica
detectada és, com a minim, el 40% de la detectada a pH 6,5.

Tolerancia a sals biliars: Permet comparar la resisténcia a aquest parametre entre les
diverses soques.

Tolerancia al peroxid d’hidrogen: S’expressa com la menor concentracid capag

d’inhibir completament el desenvolupament de la soca.
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5. Deteccio de la produccio de

substancies antimicrobianes

Per valorar la producci6 de substancies antimicrobianes per part de les soques
seleccionades com a potencialment probiotiques es va utilitzar una modificacié de la
metodologia descrita per la International Organization for Standardization (Campbell,
1960), un meétode de difusié en agar per determinar els efectes antimicrobians de
diferents compostos, també anomenat métode del sobrenedant en pouets (Kun, 2008;
Amorocho, 2011).

Paral-lelament, es va valorar la producci6 de peroxid d’hidrogen avaluant el creixement

de les soques lactiques seleccionades en agar MRS amb peroxidasa i un cromogen.

5.1. Metode de difusio en agar

Es tracta d’una tecnica fenotipica de difusi6 per a I’estudi de la capacitat per part de
certes soques de bacteris de produir substancies antimicrobianes durant el seu
desenvolupament en condicions determinades. Amb aquesta finalitat, els bacteris dels
quals es vol coneixer la capacitat antimicrobiana es posen en contacte amb altres
microorganismes dels quals es desitja inhibir el creixement. Aquesta interaccio es fa en
una placa d’agar que permet la difusio de les substancies inhibidores. Aquest metode

també permet estudiar la capacitat antimicrobiana dels metabolits creats per part
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d’aquests bacteris, ja que son alliberats al medi si aquests es fan créixer en un cultiu

liquid, permetent la seva recuperacio.

Per realitzar aquest assaig es van seleccionar 11 soques de bacteris acid lactics (BALS)

obtinguts de llet d’euga o de femtes de poltre i euga. Paral-lelament, es van escollir 12

soques de microorganismes de diferents generes amb diverses implicacions en

processos patologics (Taula 20).

Microorganismes a

Soques BALs Origen inhibir Origen
Lactobacillus plantarum 1 Llet euga Escherichia coli CECT 434
Lactobacillus plantarum 2  Llet euga Klebsiella oxytoca Matriu alimentaria
Lactobacillus plantarum 3  Llet euga Salmonella enterica Matriu alimentaria
Lactobacillus plantarum 4  Llet euga Proteus vulgaris Matriu alimentaria
Lactobacillus plantarum 5  Llet euga Pseudomonas aeruginosa  Matriu alimentaria
Lactobacillus plantarum 6  Llet euga Pantoea sp. Llet euga
Lactobacillus brevis 1 Femta euga Enterococcus faecalis Matriu alimentaria

Lactobacillus brevis 2
Lactococcus lactis
Enterococcus durans

Enterococcus faecium

Femta poltre
Llet euga
Llet euga
Llet euga

Listeria monocytogenes
Staphylococcus aureus
Bacillus cereus
Bacillus subtilis
Kocuria rhizophila

CECT 935

Matriu alimentaria
Matriu alimentaria
Matriu alimentaria

Matriu alimentaria

Taula 20. Resum dels bacteris acid lactics (BALS) i dels bacteris implicats en processos
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Escala de McFarland Standard® (Ref. 70 900, bioMérieux SA, Franca).

Hisop estéril (Ref: 310200, Deltalab S.L., Espanya).

Ringer Lactat (Ringer Powder, Ref: 06-073, Sharlab S.L., Barcelona, Espanya).
Agar de cultiu TSA (Tryptone Soy Agar, Ref: 610.052, Liofilchem srl, Italia).

Agar Man Rogosa Sharpe (MRS agar ISO 15214, Ref: 610.024, Liofilchem srl,
Italia).

Brou Man Rogosa Sharpe (MRS Broth ISO 15214, Ref: 610025, Liofilchem srl,
Italia).

pHimetre (Mod: HI 2211, HANNA instruments, Espanya).

Hidroxid de sodi (Ref: S00420, Scharlab, SA, Espanya).

Trepador esteril.

Compostos amb potencial activitat antimicrobiana en solucié aquosa.

Centrifuga (Digtor 21, RT192 Ortoarlesa, Espanya).

5.1.4.1. Preparacio de les soques i compostos

Per tal d’obtenir cultius liquids dels BALS, se sembra una colonia de cada soca
procedent d'agar de cultiu MRS en un tub de 9 mL de brou de cultiu MRS.
Transcorregudes 24 hores d'incubacié a 37°C en aerobiosi, es procedeix a centrifugar els
tres tubs a 2500 rpm durant 10 minuts. Els diferents pellets obtinguts se separen de les
fases aquoses, ja que ambdds poden ser objecte d'estudi. El pH de les fases aquoses es

determina amb 1’ajuda d’un pHimetre.

Amb la finalitat de descriure la naturalesa dels compostos antimicrobians que es
poguessin generar, se separen diverses aliquotes dels diversos sobrenadants. Una
aliquota de cada soca se sotmet a neutralitzaci6 del pH mitjancant 1’addici6 de NaOH
1M. Una altra aliquota se sotmet a xoc térmic a 80°C durant 10 minuts. Els pellets es
suspenen en 1 mL de medi MRS Broth, obtenint aixi concentrats liquids de les soques

lactiques, facilitant la seva posterior inoculacio. La densitat dels concentrats acostuma a
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ser entre 10" i 10" UFC/mL depenent de la soca, fet que es corrobora mitjancant la

sembra i recompte en placa de MRS.

5.1.4.2. Realitzacio de I'assaig de difusid

En aquest assaig, els microorganismes dels quals es desitja inhibir el desenvolupament o
soques problema se sembren per separat en la superficie de plaques de Petri amb medi
de cultiu nutritiu Triptona Soja Agar. Amb I'objectiu d'obtenir cultius confluents, es
realitza una suspensi0O microbiana de cada microorganisme en Ringer Lactat de
terbolesa 0,5 en l'escala de McFarland®, equivalent a 1,5x10° unitats formadores de
colonia per mil-lilitre (UFC/mL). La suspensié es reparteix mitjancant I'ds d'un hisop
esteril en la totalitat de la superficie de la placa de TSA, per hisopat en dues o tres

direccions per assegurar una completa i homogenia distribucié de I'inocul.

Els compostos dels quals es desitja conéixer I’activitat antimicrobiana, en aquest cas les
soques de BALs i els seus metabolits, es col-loquen posteriorment de forma local en
I'agar (Imatge 22), on préviament es crea un pouet de 6mm de diametre mitjancant I's
d'un trepador, creant un orifici rodo de diametre conegut del qual s’extreu l'agar. Es
valora la quantitat d'inocul i la seva densitat mitjangant la sembra d’una aliquota en

placa de MRS. Cal incloure en cada assaig un control negatiu de brou MRS esteéril.

Imatge 22. Placa de TSA amb un assaig de difusi6 en agar. S’observen quatre pouets a
I’agar, omplerts amb diferents suspensions.
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Les plaques s’incuben en les condicions idonies de creixement de les soques problema,
és a dir, aquelles que es desitja inhibir (37°C en aerofilia per a totes les soques excepte
Enterococcus faecalis, que s’incuba a 42°C).

Transcorregudes 24 hores d'incubacid, s’observen les plaques a simple vista. Els
resultats de les interaccions s’observen com a formacions de zones d'inhibicio; zones
transparents, indicadores d'absencia de creixement, presents al voltant dels pouets on es
van dipositar soques lactiques o els seus metabolits. Les zones d'inhibicio han de ser
uniformement circulars i el desenvolupament bacteria confluent o gairebé confluent, i la
seva grandaria és indicativa de l'eficacia de la soca inoculada al pouet per aturar el
creixement dels microorganismes problema. Les zones d’inhibicié es mesuren amb

I’ajuda d’un peu de rei.

Els resultats s’expressen com un valor d'inhibicié (VI), calculat utilitzant la segiient

férmula (modificacié de Campbell, 1960):

I Diametre de la zona d'inhibicié — Diametre del pouet
B 2

5.2. Avaluacio de la formacio de peroxid d’hidrogen

Diversos metodes han estat utilitzats per detectar la produccié de peroxid d’hidrogen
(H20) per part dels bacteris acid lactics. Els assajos es basen generalment en l'oxidacid
d'un cromogen que funciona com un donador d'hidrogen per un complex peroxidasa-
H,0,, el que resulta en un canvi de color o fluorescéncia en funcié del cromogen

utilitzat.
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MRS agar (ISO 15214, Ref: 610024, Liofilchem s.r.l., Italia).

Peroxidasa de rave (Ref: P8250-50KU, SIGMA®, Sigma-Aldrich Co., USA).
3,3',5,5'-Tetrametilbenzidina o0 TMB (Ref: 1.08622.0001, Merck KGaA, Darmstadt,
Alemanya).

Metanol (Ref: MEQ0302, Scharlab SA, Espanya).

Cultius axenics dels microorganismes dels quals es desitja congixer I’activitat

peroxidasa.

L’agar MRS es prepara 1 s’esterilitza segons

les /

instruccions de la casa comercial. En el moment de
la seva distribucio en les plaques de Petri estérils,
s’addiciona el cromogen TMB (250 mg/L) i la
peroxidasa de rave picant (1g/L) (Piard, i
Desmazeaud, 1991). Quan 1’agar es solidifica,

es sembra el microorganisme que es vol assajar

per esgotament i s’incuba durant 24 hores en les
condicions idonies per al seu desenvolupament.
Una vegada s’ha obtingut el creixement, les plaques

s'exposen a l'aire durant un curt periode de temps. Imatge 23. Placa de MRS agar + TMB +
peroxidasa. Els microorganismes positius

per a la produccio de peroxid d’hidrogen
indica la produccié de H,O, (Imatge 23). presenten un creixement de color verd
degut a I’oxidaci6 del cromogen.

La formaci6 de color al voltant de les colonies
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6. Avaluacio de la llet d’euga

com a crioprotector

6.1. Descripcio del metode

La liofilitzacio i posterior emmagatzematge de les soques bacterianes esta acompanyada
per una disminucid de la viabilitat cel-lular degut a que I'assecat exposa les cel-lules a
un tractament estressant. Per tal de minimitzar aquest dany, és habitual 1’us de
substancies crioprotectores. La llet de vaca esta reconeguda com a crioprotector i

s’utilitza per a la preparacio de cultius liofilitzats.

Els microorganismes escollits per a realitzar I’estudi es detallen a la Taula 21.

Nom de la soca BAL Procedencia
Lactobacillus plantarum 2 Llet d’euga
Lactobacillus plantarum 3 Llet d’euga

Lactobacillus brevis 1 Femta d’euga
Lactococcus lactis Llet d’euga

Taula 21. Resum dels microorganismes emprats per 1’estudi de
crioconservacio, aixi com la seva procedeéncia.
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Els cultius purs es van recuperar de criovials Cryoinstant® (Ref:409113/6, Deltalab S.L.,
Espanya) (vegeu apartat 2.4.1. d’aquesta seccio), regenerant-se en medi de cultiu Man
Rogosa Sharpe (MRS Agar ISO 15214, Ref: 610024, Liofilchem s.r.1., Italia).

El crioprotector que es va avaluar en aquest estudi va ser la llet en pols d’euga Bio
Activ (Equillet, Olot, Girona), la qual es va comprar amb la llet desnatada de vaca

comercial.

El rang de concentracions usat en aquest estudi cobreix les concentracions comunament
aplicades i inclouen valors que han estat préviament utilitzats en altres estudis (Huang et
al., 2006; Khoramnia, 2011; Girmé et al., 2014) (Taula 22).

Concentracions de matéria seca
Llet d’euga 0% 5% 10% 15% 20% 25%
Llet de vaca 0% 5% 10% 15% 20% 25%

Taula 22. Concentracions de llet en pols emprades en 1’estudi.

Llets en pols i cultius axenics de bacteris a assajar.

Brou MRS (MRS Broth ISO 15214, Ref: 610025, Liofilchem srl, Italia).

Plaques de Petri amb agar MRS (MRS agar I1SO 15214, Ref: 610.024, Liofilchem
srl, Italia).

Ringer Powder (Ref: 06-073, Sharlab S.L., Barcelona, Espanya).

Tubs de fons conic esterils de 15 mL (Ref: 31402231, Deltalab S.L., Espanya).
Tubs de microcentrifuga (Ref: 175508, Daslab®, Espanya).

Solucié¢ fosfat tamponada PBS (Phosphate Buffered Saline, pH 7.2, Ref:
A9202,0010, AppliChem, Darmstadt, Alemanya).
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Centrifuga (Digtor 21, RT192, Ortoarlesa, Espafia).

Liofilitzador (Alpha 1-2 LD, Ref: 101021, Fisher Scientific S.L., Espanya).
Vials de 4 mL de capacitat transparents (Ref: 212F1B16040, Sudelab, Espanya).
Taps de goma de butil (Ref: 212CC916, Sudelab, Espanya).

Una colonia obtinguda de cadascun dels cultius en agar MRS se suspen en 100 mL de
brou MRS i s’ incuba a 37°C en una atmosfera amb un 5% de CO; durant 18 hores,
moment en el qual els cultius es troben a prop de la seva fase estacionaria de
creixement, obtenint una concentraci6 inicial d’aproximadament 10° unitats formadores

de colonies (UFC)/ mL.

Aquest fet es comprova mitjancant la sembra de 100 pL del cultiu liquid en la superficie
de plaques d’agar MRS una vegada efectuat un banc de dilucions en solucidé Ringer
Lactat en tubs de microcentrifuga de 1.5 mL de capacitat, i incubant les plaques 24
hores (37°C, 5% CO,).

El cultiu obtingut es reparteix en 8 tubs de fons conic esterils amb
I’ajuda d’una pipeta graduada, a raé de 10 mL per tub. Se separa
els pellets de les porcions liquides per centrifugacié a 2500 rpm
durant 10 minuts (Imatge 24). Els pellets es renten dues vegades
en el mateix volum de soluci6 fosfat tamponada o PBS per
centrifugacio. Posteriorment, els pellets se suspenen en 2 mL de
les diferents combinacions de crioprotector anteriorment
mencionades (Imatge 25). Els controls es preparen substituint el
| crioprotector per PBS. Un mil-lilitre de cada combinacio es

=| trasllada a un vial de vidre (Imatge 26) el qual es tanca

parcialment amb un tap de goma especial per a vials de forma que

Imatge 24. Pellets
separats de la porci6 permeti una correcta sortida dels productes gasosos de la

Iqu_lda pef, sublimacio.
centrifugacio
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Tot seguit es procedeix a preparar les combinacions obtingudes per a ser sotmeses a la
liofilitzaci6. Es col-loquen els vials en el suport del liofilitzador i es congelen
mantenint-los a -20°C durant 4 hores. Transcorregut aquest temps, s’introdueix el suport
dins del liofilitzador, assegurant la correcta formaci6 del buit dins d’aquest, aixi com

I’assoliment 1 manteniment de la temperatura.

Imatge 25. Tubs de centrifuga amb una de Imatge 26. Ompliment dels vials de vidre

les soques en estudi abans de centrifugar amb les suspensions de lactobacils en llet
(tubs del fons) i després de centrifugar i d’euga.

suspendre en llet d’euga (primera fila).

La liofilitzacié duu a terme a una temperatura del col-lector de -55°C, a 0,06 mbar de
pressio. Un cop completat el cicle de liofilitzacid, es tanquen els vials dins el
liofilitzador per tal que el contingut quedi segellat al buit, evitant la contaminaci6 per
I’aire extern (Imatge 27). Seguidament es retiren els vials del liofilitzador i del suport,
es comprova que ’estat d’assecament dels vials sigui el correcte, i es procedeix a la
seva encapsulacié (Imatge 28). Els liofils es mantenen en refrigeracio a 4°C, evitant

I’exposici6 directa a la llum.

Imatge 27. Vials post liofilitzacio, segellats al Imatge 28. Vials liofilitzats i
buit. encapsulats.
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6.2. Determinacio de la viabilitat dels microorganismes

Una vegada suspesos en els medis amb crioprotectors i abans de liofilitzar-los, una
aliquota de cada combinacid s’utilitza per a determinar les diferents viabilitats pre-
liofilitzacio, les quals permeten el calcul posterior de la perdua de viabilitat. Es realitza
un banc de dilucions en Ringer Lactat amb 1’ajuda de tubs de microcentrifuga (Imatge
29). 100 pL de les dilucions adequades se sembren en plaques d’agar MRS mitjangant
la sembra en superficie (Imatge 30), i es deixen incubar a 37°C en atmosfera amb 5% de

CO;, durant 24 hores, per al seu posterior recompte.

Imatge 29. Realitzacié dels diferents bancs de Imatge 30. Detall de la sembra per
dilucions i sembra en placa de MRS agar. superficie amb nansa de Digralsky

Després de la liofilitzacio, el producte d’un dels vials de cada concentraci6 de
crioprotector es rehidrata amb 1 mL de brou MRS. La determinacié de la viabilitat de
les cél-lules després de la liofilitzaci6 es duu a terme usant el mateix procediment que

per al cas de la determinacid pre-liofilitzacid (vegeu 6.2.1. d’aquesta seccio).
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Un vial de cada tipus es regenera amb 1 mL de brou MRS a les 24 i a les 48 hores, aixi
com als 7, 15, 30 i 90 dies post liofilitzacio. La determinacio de la viabilitat cel-lular al
Ilarg del temps es duu a terme usant el mateix procediment que per al cas de la

determinacio pre-liofilitzacio (vegeu 6.2.1. d’aquesta seccio).

Els detalls de les condicions en les quals es varen conservar els vials es detallen a la
Taula 23. Es pot veure com una de les soques es va mantenir a temperatura ambient per

tal d’avaluar el possible impacte de la temperatura en la correcta conservacio de les

soques.

Nom de la soca T@ conservacio Oxigen Llum Pressio
Lactobacillus plantarum 2 20-25°C Abséncia Abséncia 0,06 mbar
Lactobacillus plantarum 3 4°C Abséncia Abséncia 0,06 mbar

Lactobacillus brevis 1 4°C Abséncia Abséncia 0,06 mbar
Lactococcus lactis 4°C Abséncia Abséncia 0,06 mbar

Taula 23. Condicions d’emmagatzematge dels vials liofilitzats destinats a la determinacio6 de la
viabilitat a llarg termini.
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1. Caracteritzacio microbiologica de

la llet d’euga al llarg de la gestacio

1.1. Recomptes microbiologics totals de les llets de dues

eugues al llarg de la gestacid

A continuaci6 es mostren els resultats de les sembres de les llets crues obtingudes de les
dues eugues gestants: Euga 1 (Jade) i Euga 2 (Jaine). Les taules i figures que es mostren
fan referéncia als medis de cultiu en els quals es va presentar creixement. Els medis de
cultiu que no van mostrar creixement al llarg de I’assaig han estat omesos i es discutiran

posteriorment.

1.1.1. Recomptes microbiologics d’Euga 1 (Jade)

L’Euga 1 presenta uns recomptes microbiologics compresos en un rang que va des de
I’abséncia de creixement de colonies a la placa (<10 UFC/mL) fins a valors de 2,3 x 10*
UFC/mL (Taula 24). En cap cas els recomptes van superar el limit de 1,5x10° UFC/mL
establert pel Reglament (CE) N° 853/2004.
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Recomptes microbiologics Euga 1 (UFC/mL)

Data Mes

extraccid6 gestaci6 COS37 TSA37 TSAAn MC37 MRS37 MRS5% MRSAn MRSB37 MRSB5%
1/01/2013 8 170 30 40 <10 <10 <10 <10 A A
4/02/2013 9 370 10 10 <10 <10 <10 <10 A A
7/03/2013 10 1760 1210 700 <10 70 80 120 P P
2/04/2013  11@ 4080 4200 80 <10 110 90 10 P P
30/06/2014 1 3500 2500 600 4000 3300 300 1400 P P
22/09/2014 3 7000 6920 20 3880 <10 <10 <10 A A
21/10/2014 4 910 200 10 <10 <10 <10 20 A A
19/12/2014 6 625 875 1425 <10 <10 5 <10 A A
13/01/2015 7 5485 3240 210 <10 <10 <10 15 A P
14/02/2015 8@ 23300 21680 <10 430 <10 <10 <10 A A

Taula 24. Recomptes microbiologics de la llet d’Euga 1 a les 48 hores d’incubaci6. Resultats expressats
en unitats formadores de colonia per mL. Les mostres es van obtenir en dues gestacions no
consecutives. COS37= Columbia Sheep blood Agar, 37°C. TSA37= Triptone Soy Agar, 37°C. TSA
An= Triptone Soy Agar, 37°C en anaerobiosi. MC37= MacConkey Agar, 37°C. MRS37=Man Rogosa
Sharpe Agar, 37°C. MRS5%= Man Rogosa Sharpe Agar, 37°C + 5%C0O,. MRSAn= Man Rogosa
Sharpe, 37°C en anaerobiosi. MRSB37= Man Rogosa Sharpe Broth, 37°C. MRSB5%= Man Rogosa
Sharpe Broth, 37°C + 5% CO,. (a) Euga avortada. (b) Euga en deslletament. P= Preséncia de
creixement. A= Abséncia de creixement.

1.1.2. Recomptes microbiologics d’Euga 2 (Jaine)

L’Euga 2 presenta uns recomptes microbiologics compresos en un rang que va des de
I’absencia de creixement de colonies a la placa (<10 UFC/mL) fins a valors de 5,2 x 10°
UFC/mL (Taula 25). En cap cas els recomptes van superar el limit de 1,5x10° UFC/mL
establert pel Reglament (CE) N° 853/2004.
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Recomptes microbiologics Euga 2 (UFC/mL)

Data Mes

extraccid6 gestaci6 COS37 TSA37 TSAAn MC37 MRS37 MRS5% MRSAn MRSB37 MRSB5%
1/01/2013 8 50 10 10 <10 <10 10 <10 A P
4/02/2013 9 1400 170 30 <10 <10 <10 <10 A A
7/03/2013 10 2440 1440 4240 <10 40 30 60 P P
2/04/2013  11@ 3400 1110 40 <10 <10 <10 <10 A A
30/06/2014 1 2300 1500 500 <10 4600 250 1000 P P
22/09/2014 3 5200 1500 <10 3200 <10 <10 80 A A
21/10/2014 4 5120 360 20 <10 <10 <10 20 A A
19/12/2014 6 350 205 630 <10 <10 <10 5 A A
13/01/2015 7 6410 7840 690 30 295 605 425 A P
14/02/2015 8@ 31000 26720 <10 525 <10 <10 <10 A P

Taula 25. Recomptes microbiologics de la llet d’Euga 2 a les 48 hores d’incubaci6. Resultats expressats
en unitats formadores de colonia per mL. Les mostres es van obtenir en dues gestacions no
consecutives. COS37= Columbia Sheep blood Agar, 37°C. TSA37= Triptone Soy Agar, 37°C. TSA
An= Triptone Soy Agar, 37°C en anaerobiosi. MC37= MacConkey Agar, 37°C. MRS37=Man Rogosa
Sharpe Agar, 37°C. MRS5%= Man Rogosa Sharpe Agar, 37°C + 5%C0O,. MRSAn= Man Rogosa
Sharpe, 37°C en anaerobiosi. MRSB37= Man Rogosa Sharpe Broth, 37°C. MRSB5%= Man Rogosa
Sharpe Broth, 37°C + 5% CO,. (a) Euga avortada. (b) Euga en deslletament. P= Preséncia de
creixement. A= Abséncia de creixement.
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1.1.3. Figures dels recomptes microbiologics de la llet d’Euga 1 i d’Euga 2

Les Figures 12, 13 i 14 mostren els principals recomptes de les Taules 24 i 25. Aquestes
figures ens permeten interpretar 1’evolucid dels recomptes microbiologics. Per a

millorar la seva visualitzacid, els resultats han estat transformats a escala logaritmica.

Recomptes microbiologics COS37

100000
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—
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S~
L 100 - m Jade
10 - M Jaine
1 .

8 9 10 11 1 3 4 6 7 8
Mes gestacio

Figura 12. Recomptes microbiologics de la llet d’Euga 1 (Jade) i Euga 2 (Jaine) a les 48 hores
d’incubacié en el medi Columbia Sheep blood Agar (COS) a 37°C. UFC/mL= unitats
formadores de colonia /mL.

Recomptes microbiologics TSA37
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Figura 13. Recomptes microbiologics de la llet d’Euga 1 (Jade) i de I’Euga 2 (Jaine) a les 48
hores d’incubacié en el medi Triptone Soy Agar (TSA) a 37°C. UFC/mL= unitats formadores de
colonia/mL.
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Recomptes microbiologics TSAAn
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Figura 14. Recomptes microbiologics de la llet d’Euga 1 (Jade) i de I’Euga 2 (Jaine) a les 48
hores d’incubacié en el medi Triptone Soy Agar (TSA) a 37°C en condicions d’anaerobiosi.
UFC/ mL= unitats formadores de colonia /mL.

1.1.4. Analisi estadistic dels recomptes microbiologics

Per tal de conéixer la relacié entre les dades obtingudes dels recomptes microbiologics
de les dues eugues, es realitza un analisi estadistic (test d’hipotesi) mitjancant una prova
t de Student (T Test) per a dues mostres relacionades entre si (mitjana de dues mostres

emparellades). Es va escollir un nivell de significacié 0=0,05.

La taula 26 mostra el nivell de significacié observat (p valor) obtingut de la comparacio
dels recomptes microbiologics de les llets de les dues eugues. En primer lloc s’ha
realitzat 1’analisi en valors absoluts, 1 finalment els valors s’han transformat a escala

logaritmica per tal de disminuir la variancia existent entre els grups i dins els mateixos.

COS37 TSA37 TSAAN
Valor absolut 0,27 0,99 0,43
P valor
Log 0,69 0,78 0,78
Variancia Valor absolut 83072023,3 68501913,6 1701004,4
Log 0,58 0,90 1,52
CC Pearson  Valor absolut 0,97 0,93 0,43
(9] Log 0,86 0,83 0,86

Taula 26. Resum dels principals valors estadistics obtinguts de I’aplicacié de la prova t-Student
considerant els recomptes microbiologics de les llets de Euga 1 i Euga 2 com a variables
emparellades.
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1.2. Recomptes microbiologics totals de la llet d’Euga 1 en

periode no gestant

Els recomptes microbiologics de la llet de I’Euga 1 (Jade) en el periode no gestant es

resumeixen en la Taula 27.

Data
extraccio COS37 TSA37 TSAAn MC37 MRS37 MRS5% MRSAn MRSB37 MRSB5%
5/05/2014 1230 1130 500 <10 <10 40 20 A P

Taula 27. Recomptes microbiologics de la llet d’Euga 1 a les 48 hores d’incubacio. Resultats expressats
en unitats formadores de colonia per mL. Les mostres es van obtenir en el periode no gestant. COS37=
Columbia Sheep blood Agar, 37°C. TSA37= Triptone Soy Agar, 37°C. TSA An= Triptone Soy Agar,
37°C en anaerobiosi. MC37= MacConkey Agar, 37°C. MRS37=Man Rogosa Sharpe Agar, 37°C.
MRS5%= Man Rogosa Sharpe Agar, 37°C + 5%CO,. MRSAn= Man Rogosa Sharpe, 37°C en
anaerobiosi. MRSB37= Man Rogosa Sharpe Broth, 37°C. MRSB5%= Man Rogosa Sharpe Broth, 37°C
+ 5% CO,. P= Preséncia de creixement. A= Absencia de creixement.
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1.3. Resultats dels aillaments i caracteritzacions de les colonies

obtingudes

Els principals generes microbiologics aillats en els diferents medis de cultiu es
resumeixen en la Taula 28 (Euga 1) i la Taula 29 (Euga 2). També es detalla la

preséncia de la familia Enterobacteriaceae, aixi com la d’enterobacteris lactosa positius

(coliformes).
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Taula 28. Resum dels principals géneres aillats de la llet d’Euga 1 (Jade) al llarg de dues
gestacions no consecutives. La primera columna detalla la data d’extraccio de la mostra de llet.
La segona, el mes de gestacié (m). Les caselles en verd indiquen la deteccié del
microorganisme.
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Taula 29. Resum dels principals géneres aillats de la llet d’Euga 2 (Jaine) al llarg de dues
gestacions no consecutives. La primera columna detalla la data d’extracci6 de la mostra de llet.
La segona, el mes de gestacié (m). Les caselles en verd indiquen la deteccid del
microorganisme.
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1.4. Identificacions a nivell d’espécie de les soques d’interes

Les caracteritzacions es van dur a terme en alguns casos a nivell de génere i en altres
casos a nivell d’espécie. Aquest fet va dependre de la importancia patologica o
probidtica del microorganisme aillat, aixi com de la capacitat del sistema API® per

arribar a identificar certes especies.

Les principals espécies d’interées aillades al llarg de I’estudi es detallen a la Taula 30.

Microorganisme Procedéncia- ] Medi e Cor-1dicions Morfologia Gram

M= mes gestacié creixement  creixement
Lactobacillus plantarum 1~ Euga 2, 8 m® MRS agar  37°C, 5% CO, Bacil-lar Positiu
Lactobacillus plantarum 2~ Euga2,10m® MRS agar 37°C, An Bacil-lar Positiu
Lactobacillus plantarum 3 Eugal, 7 m® MRS agar 37°C, Ae Bacil-lar Positiu
Lactobacillus plantarum 4  Euga 2, 3 m® MRS agar 37°C, An Bacil-lar Positiu
Lactobacillus plantarum5  Euga 1, 8 m® MRS agar  37°C, 5% CO, Bacil-lar Positiu
Lactobacillus plantarum 6 ~ Euga 1, 8 m® MRS agar 37°C, Ae Bacil-lar Positiu
Lactococcus lactis Euga 2, 7 m® MRS agar 37°C, An Coc en cadenes  Positiu
Enterococcus durans Euga 2, 6 m® AZ agar 42°C, Ae Coc en cadenes  Positiu
Enterococcus faecium Euga 2, 10 m® AZ agar 42°C, Ae Coc en cadenes  Positiu
Staphylococcus aureus Euga 1, 6 m® BP agar 37°C, Ae Cocenraims  Positiu
Enterobacter amnigenus Euga 2, 3 m® MC agar 37°C, Ae Bacil-lar Negatiu
Enterobacter cloacae Euga 1, 4 m® MC agar 37°C, Ae Bacil-lar Negatiu
Burkholderia cepacia Euga1+2,8 m®  MC agar 37°C, Ae Bacil-lar Negatiu

Taula 30. Principals espécies d’interés procedents de les llets d’Eugal i 2, identificades
mitjancant sistemes miniaturitzats API®. (a)= llet de la primera gestacio. (b)= llet de la tercera
gestacid. Ae= aerobiosi. An= anaerobiosi.
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2. Caracteritzacio enzimatica de la

llet d’euga al llarg de la gestacio

2.1. Resultats de les activitats enzimatiques detectades en la

llet d’euga mitjangant API ZYm’

2.1.1. Taules activitats enzimatiques d’Euga 1 i d’Euga 2

Activitat enzimatica llet Jade

Mes
gestacio | FAL EC4 ELC8 LEUA VALA TRP FAC NFH BGLUN NABG aFUC

8 2,5 15 7,5 35 5 0 2,5 5 5 0 0
9 75 30 20 30 7,5 0 5 2,5 10 2,5 2,5
10 5 30 15 30 5 0 2,5 5 5 2,5 0
11 25 30 10 30 5 0 5 5 15 2,5 0
1 10 20 10 5 5 5 5 0 0 0 0
3 10 35 25 15 15 0 5 0 2,5 0 0
4 5 30 25 10 20 0 20 5 5 2,5 0
6 10 15 5 15 5 0 7,5 2,5 7,5 2,5 2,5
7 20 75 10 10 5 0 2,5 2,5 5 0 0
8 30 20 10 10 7,5 0 10 7,5 10 0 )

8(2) 40 25 30 40 40 0 25 30 30 0 20

Taula 31. Activitats enzimatiques de la llet d’Euga 1 (Jade) mesurades amb el sistema API ZYM® al llarg
de dues gestacions no consecutives. Els valors s’expressen en quantitat de nanomols de substrat
hidrolitzats per I’enzim. FAL= fosfatasa alcalina. EC4= esterasa C:4. ELC8= esterasa lipasa C:8. LEUA=
leucina arilamidasa. VALA= valina arilamidasa. TRP= tripsina. FAC= fosfatasa acida. NFH= Naftol-AS-
bi-fosfohidrolasa. BGLUN= B-glucuronidasa. NABG= N-acetil-p-glucosaminidasa. aFUC= a-fucosidasa.
(2)= mostra post deslletament.
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Activitat enzimatica llet Jaine

Mes

gestacio |[FAL EC4 ELC8 LEUA VALA CISA TRP FAC NFH BGLUN BGLUC NABG
8 25 30 7,5 30 5 0 0 10 25 2,5 0 5
9 10 30 20 30 7,5 0 0 5 2,5 10 0 15
10 25 25 7,5 35 7,5 0 0 30 25 5 0 7,5
11 5 10 5 20 2,5 0 0 25 25 5 0 5
2 5 5 5 10 20 0 7,5 5 20 0 0 2,5
4 5 30 20 20 15 0 0 0 5 0 0 2,5
5 10 40 35 20 20 5 5 5 0 0 10 0
6 5 15 7,5 25 2,5 0 0 75 5 5 0 5
7 5 10 7,5 10 5 0 0 10 5 5 0 7,5
8 30 20 20 15 7,5 0 0 10 75 10 0 0
8 (2) 40 10 7,5 15 15 0 0 40 40 40 0 0

oFUC
2,5

2,5
0
0

o O O

N

5

o o1 O

Taula 32. Activitats enzimatiques de la llet d’Euga 2 (Jaine) mesurades amb el sistema API ZYM® al
llarg de dues gestacions no consecutives. Els valors s’expressen en quantitat de nanomols de substrat
hidrolitzats per I’enzim. FAL= fosfatasa alcalina. EC4= esterasa C:4. ELC8= esterasa lipasa C:8. LEUA=
leucina arilamidasa. VALA= valina arilamidasa. TRP= tripsina. FAC= fosfatasa acida. NFH= Naftol-AS-
bi-fosfohidrolasa. BGLUN= B-glucuronidasa. NABG= N-acetil-f-glucosaminidasa. aFUC= a-fucosidasa.
BGLUC= B-glucosidasa. CISA= cistina arilamidasa. (2)= mostra post deslletament.

Les taules 31 i 32 ens mostren I’evolucio de les activitats enzimatiques de la llet d’Euga
1i Euga 2 al llarg de les dues gestacions durant les quals es va poder obtenir mostra. A
continuacio, a la Taula 33 es poden observar alguns parametres estadistics referents a

les dades anteriors. La Taula 34 detalla en percentatges els enzims que van mostrar

activitat del total d’enzims que es van assajar, mentre que la Taula 35 mostra la

regularitat amb la que aquesta activitat es va manifestar.

Eugal Euga 2

Mitjana 110,45 110,45
Mediana 105,00 97,50

Variancia 3646,02 1888,52
Desviaci6 estandard 60,38 43,46

Taula 33. Parametres estadistics de 1’activitat enzimatica total de la llet de les dues
eugues, expressats en nanomols de substrat enzimatic hidrolitzat en AP1 ZYM®.
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Euga 1 (Jade) Euga 2 (Jaine)
n° enzims detectats/ Percentatge n° enzims detectats/ Percentatge

Mes total enzims API enzims Mes total enzims API enzims

gestacid ZYM positius gestacid ZYM positius
8 8/19 42,11 8 10/19 52,63
9 10/19 52,63 9 10/19 52,63
10 9/19 47,37 10 9/19 47,37
11 9/19 47,37 11 9/19 47,37
2 7119 36,84 2 9/19 47,37
4 7119 36,84 4 7119 36,84
5 9/19 47,37 5 9/19 47,37
6 10/19 52,63 6 10/19 52,63
7 8/19 42,11 7 9/19 47,37
8 9/19 47,37 8 9/19 47,37
8(2) 9/19 47,37 8(2) 8/19 42,11

Taula 34. Nombre d’enzims del sistema API ZYM® que mostren activitat a la llet d’Euga 1 i d’Euga 2
respecte al total d’activitats mesurables pel métode. (2)= mostra post deslletament.

Euga 1 (Jade) Euga 2 (Jaine)
Enzim preséncia /total  Percentatge Enzim preséncia /total ~ Percentatge
constitutiu  preses de mostra  presencia | constitutiu preses de mostra  presencia
FAL 11/11 100,00 FAL 11/11 100,00
EC4 11/11 100,00 EC4 11/11 100,00
ELC8 11/11 100,00 ELCS8 11/11 100,00
LEUA 11/11 100,00 LEUA 11/11 100,00
VALA 11/11 100,00 VALA 11/11 100,00
CISA 0/11 0,00 CISA 1/11 9,09
TRP 1/11 9,09 TRP 2/11 18,18
FAC 11/11 100,00 FAC 10/11 90,91
NFH 9/11 81,82 NFH 10/11 90,91
BGLUN 10/11 90,91 BGLUN 8/11 72,73
BGLUC 0/11 0,00 BGLUC 1/11 9,09
NABG 5/11 45,45 NABG 8/11 72,73
aFUC 4/11 36,36 aFUC 4/11 36,36

Taula 35. Relacio entre el total de mostres de llet d’euga analitzades i aquelles que van donar resultat
positiu a cada enzim determinat. FAL= fosfatasa alcalina. EC4= esterasa C:4. ELC8= esterasa lipasa
C:8. LEUA= leucina arilamidasa. VALA= valina arilamidasa. TRP= tripsina. FAC= fosfatasa acida.
NFH= Naftol-AS-bi-fosfohidrolasa. BGLUN= B-glucuronidasa. NABG= N-acetil-p-glucosaminidasa.

148

aFUC= a-fucosidasa. BGLUC= B-glucosidasa. CISA= cistina arilamidasa.



Resultats|

2.1.2. Figures de les activitats enzimatiques totals

Activitat enzimatica total
300
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Nanomols substrat hidrolitzat
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8 9 10 11 1 3 4 6 7 8 8
Mes gestacid

Figura 15. Sumatori de les diferents activitats enzimatiques mostrades per les llets d’Euga 1 i
Euga 2 al llarg de dues gestacions no consecutives mesurada amb el sistema APl ZYM®.
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Figura 16. Activitat enzimatica total de les llets de Euga 1 (Jade) mesurada amb el sistema API
ZYMP®. Les activitats han estat ordenades de major a menor intensitat, i s6n producte de la suma
de 11 preses de mostra al llarg de dues gestacions no consecutives. EC4= esterasa C:4. LEUA=
leucina arilamidasa. ELC8= esterasa lipasa C:8. FAL= fosfatasa alcalina. VALA= valina
arilamidasa. BGLUN= B-glucuronidasa. FAC= fosfatasa acida. NFH= Naftol-AS-bi-
fosfohidrolasa. aFUC= a-fucosidasa. NABG= N-acetil-pB-glucosaminidasa. TRP= tripsina.
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Activitat enzimatica total Jaine
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Figura 17. Activitat enzimatica total de la Ilet d’Euga 2 (Jaine) mesurada amb API ZYM®. Les
activitats han estat ordenades de major a menor intensitat, i son producte de la suma de 11 preses
de mostra al llarg de dues gestacions no consecutives. EC4= esterasa C:4. LEUA= leucina
arilamidasa. ELC8= esterasa lipasa C:8. FAL= fosfatasa alcalina. VALA= valina arilamidasa.
BGLUN= B-glucuronidasa. FAC= fosfatasa acida. NFH= Naftol-AS-bi-fosfohidrolasa. tFUC= a-
fucosidasa. NABG= N-acetil-p-glucosaminidasa. TRP= tripsina. BGLUC= B-glucosidasa. CISA=
cistina arilamidasa.

2.1.3. Figures de les activitats de cadascun dels enzims

FAL

20 M Jade

M Jaine

Nanomols substrat hidrolitzat

8 9 10 11 1 3 4 6 7 8 8
Mes gestacié

Figura 18. Activitat fosfatasa alcalina (FAL) mostrada per les llets d’Euga 1 i d’Euga 2 al llarg
de dues gestacions no consecutives mesurada amb el sistema APl ZYM®.
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EC4
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Figura 19

. Activitat esterasa C:4 (EC4) mostrada per les llets d’Euga 1 i d’Euga 2 al llarg de
dues gestacions no consecutives mesurada amb el sistema APl ZYM®.
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Figura 20. Activitat esterasa lipasa C:8 (ELC8) mostrada per les llets d’Euga 1 i d’Euga 2 al
llarg de dues gestacions no consecutives mesurada amb el sistema API ZYM®.
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Figura 21. Activitat leucina arilamidasa (LEUA) mostrada per les llets d’Euga 1 i d’Euga 2 al

llarg de dues gestacions no consecutives mesurada amb el sistema APl ZYM®.
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Figura 22. Activitat valina arilamidasa (VALA) mostrada per les llets d’Euga 1 i d’Euga 2 al
llarg de dues gestacions no consecutives mesurada amb el sistema API ZYM®.
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FAC
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Figura 23. Activitat fosfatasa acida (FAC) mostrada per les llets de Euga 1 i Euga 2 al llarg de
dues gestacions no consecutives mesurada amb el sistema APl ZYM®.
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Figura 24. Activitat naftol-AS-bi-fosfohidrolasa (NFH) mostrada per les llets d’Euga 1 i
d’Euga 2 al llarg de dues gestacions no consecutives mesurada amb el sistema API ZYM®.
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BGLUN
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Figura 25. Activitat B-glucuronidasa (BGLUN) mostrada per les llets d’Euga 1 i d’Euga 2 al
llarg de dues gestacions no consecutives mesurada amb el sistema APl ZYM®.
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Figura 26. Activitat N-acetil-B-glucosaminidasa (NABG) mostrada per les llets d’Euga 1 i
d’Euga 2 al llarg de dues gestacions no consecutives mesurada amb el sistema API ZYM®.
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Figura 27. Activitat a-fucosidasa (aFUC) mostrada per les llets de Euga 1 i Euga 2 al llarg de
dues gestacions no consecutives mesurada amb el sistema APl ZYM®.
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2.2. Resultats de les activitats enzimatiques detectades en la

llet d’altres espécies

2.2.1. Activitat enzimatica de la llet de truja

Nanomols substrat hidrolitzat

w1
o

S
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w
o

N
o

=
o

o

Activitat enzimatica llet de truja

B Mitjana truja (n=8)

Figura 28. Mitjana de I’activitat enzimatica total de les llets crues de truja (n=8). Les activitats
han estat mesurades amb el sistema APl ZYM®. FAC= fosfatasa acida. NFH= Naftol-AS-bi-
fosfohidrolasa. BGLUN= B-glucuronidasa. FAL= fosfatasa alcalina. taGLUS= a-glucosidasa.
NABG= N-acetil-B-glucosaminidasa. BGAL= B-galactosidasa. LEUA= leucina arilamidasa.
VALA= valina arilamidasa. tFUC= a-fucosidasa. EC4= esterasa C:4. ELC8= esterasa lipasa.
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2.2.2. Activitat enzimatica de la llet de vaca

Activitat enzimatica llet de vaca
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Figura 29. Mitjana de I’activitat enzimatica total de les llets crues de vaca (n=4). Les activitats
han estat mesurades amb el sistema APl ZYM®. FAL= fosfatasa alcalina. NFH= Naftol-AS-bi-
fosfohidrolasa. FAC= fosfatasa acida. EC4= esterasa C:4. LEUA= leucina arilamidasa. BGLUN=
B-glucuronidasa. ELC8= esterasa lipasa. NABG= N-acetil-B-glucosaminidasa. tMAN= a.-
manosidasa. VALA= valina arilamidasa.
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3. Potencial probiotic dels bacteris

\

acid lactics de la llet d’euga

3.1. Resultats de la seleccio de soques BAL potencialment

probiotiques

3.1.1. Resum de les principals caracteristiques de les soques pre-

seleccionades

Nom de la soca M.Ed' de Gram  Catalasa  Morfologia Tincio
creixement espores
Lactobacillus plantarum1 MRS agar 37°C Positiu Negatiu Bacil-lar Negativa
Lactobacillus plantarum 2 MRS agar 37°C Positiu Negatiu Bacil-lar Negativa
Lactobacillus plantarum 3 MRS agar 37°C Positiu Negatiu Bacil-lar Negativa
Lactobacillus plantarum 4 ~ MRS agar 37°C Positiu Negatiu Bacil-lar Negativa
Lactobacillus plantarum5 MRS agar 37°C Positiu Negatiu Bacil-lar Negativa
Lactobacillus plantarum 6 MRS agar 37°C Positiu Negatiu Bacil-lar Negativa
) . . Cocen )
Lactococcus lactis MRS agar 37°C Positiu Negatiu Negativa
cadenes
MRSb/ AZ o ) Cocen )
Enterococcus durans Positiu Negatiu Negativa
37°C/42°C cadenes
) MRSb/ AZ . ) Cocen )
Enterococcus faecium Positiu Negatiu Negativa
37°C/42°C cadenes

Taula 36. Principals caracteristiques presentades per les soques pre-seleccionades com a
potencialment probiotiques. MRS= Man Rogosa Sharpe. MRSb=brou Man Rogosa Sharpe. AZ=
Glucosa Azida Broth +15% Agar.

158



Resultats|

3.2. Resultats de I'avaluacio de la seguretat de les soques pre-

seleccionades

3.2.1. Analisi de la sensibilitat als antibiotics

Sensibilitat a antibiotics

C E TE S K CD | VA |AMP| GN

Lactobacillus rhamnosus GG S S S S S S R S S
Lactobacillus plantarum299V S S S n.r. S S n.r S S
Lactobacillus plantarum 1 S S S n.r. S S n.r S S
Lactobacillus plantarum 2 S S S n.r. S S n.r S S
Lactobacillus plantarum 3 S S S n.r S S n.r S S
Lactobacillus brevis 1 S S S R S R n.r. S S
Lactobacillus brevis 2 S S S S S S n.r. S S
Lactobacillus plantarum 4 S S S n.r S R n.r S S
Lactobacillus plantarum 5 S S S n.r S S n.r S S
Lactobacillus plantarum 6 S S S n.r S R n.r S S
Lactococcus lactis S S S S S S S S S
Enterococcus durans S S S R S S S S S
Enterococcus faecium S S R S S S R S S

Taula 37. Avaluacié de la sensibilitat als antibiotics requerits per la EFSA per als probiotics.
Les dues primeres sogues provenen de productes probidtics comercials. La resta de les soques
procedeixen de la llet d’Euga 1 i Euga 2. n.r.= no requerit. C= cloramfenicol. E= eritromicina.
TE-= tetraciclina. S= estreptomicina. K= kanamicina. CD= clindamicina. VA= vancomicina.
AMP= ampicil-lina. GN= gentamicina. S= soca sensible. R= soca resistent.
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3.2.2. Analisi de la capacitat hemolitica

Hemolisi
Nom de la soca

(COS)
Lactobacillus plantarum 1 Gamma
Lactobacillus plantarum 2 Gamma
Lactobacillus plantarum 3 Gamma
Lactobacillus plantarum 4 Gamma
Lactobacillus plantarum 5 Alfa
Lactobacillus plantarum 6 Gamma
Lactococcus lactis Gamma
Enterococcus durans Alfa
Enterococcus faecium Alfa

Taula 38. Resultats de I’analisi de la capacitat hemolitica de les soques de
llet d’euga potencialment probiotiques. COS= Columbia Sheep blood Agar
(Agar amb Sang).

Imatge 31. Detall de I’anvers d’una placa d’ Agar amb Sang amb creixement
de colonies lactiques gamma hemolitiques.
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Lactodacillus plantarum 2

Enterococcus

faecium
Lactobacillus
rhamnosus GG
Enterococcus
durans
Lactobacillus
plantarwm 299V

Imatge 32. Visualitzaci6 del revers d’una placa d’Agar amb Sang amb creixements de
diverses soques lactiques de llet d’euga i dues soques probidtiques comercials. Es pot apreciar
la preséncia d’alfa hemolisi (Enterococcus faecium i Enterococcus durans) com un halo
verdos a la zona de creixement.

Lactobacillus
plantarwn 1

Lactobacillus
brevis 2

Lactobacillus
plantarwn 3

Lactobacillus
brevis 1

Imatge 33. Visualitzacio del revers d’una placa d’ Agar amb Sang amb
creixements de diverses soques lactiques de llet d’euga. No s’aprecia
hemolisi.
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3.3.

Lactobacillus

plamaruny Lactobacillus

plantarum 5

\ S
\

Lactococcus
lactis

7/
/
o
Lactobacillus

plantarum 6

Imatge 34. Detall de I’anvers d’una placa d’Agar amb Sang amb creixement
de colonies lactiques gamma hemolitiques.

Resultats de l'assaig de resistéencia a les condicions

gastrointestinals

Els resultats obtinguts de 1’avaluacié de la resisténcia de les soques de BAL a les

condicions fisico-quimiques gastrointestinals es resumeixen a la Taula 39.

Es van seleccionar com a resistents a les condicions gastrointestinals les soques que van

presentar les segiients caracteristiques:
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CMlI igual o superior a 300 pg/mL de lisozim.
Resistencia a pH entre 2 i 4.

Capacitat de creixement en un 0,3% de sals biliars.

CMl igual o superior a 30 pg/mL de Perdrogen® (H,0.).
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Sals biliars Lisozim Resisténcia in vitro
Soca (Yop/v) pH (ng/mL) H,0, (ug/mL) condicions Gl

L. plantarum 1 05-1 2 >300 >30 Si
L. plantarum 2 >1 <2 >300 >30 Si
L. plantarum 3 >1 <2 >300 >30 Si
L. plantarum 4 >1 <2 >300 >30 Si
L. plantarum 5 >1 <2 >300 >30 Si
L. plantarum 6 >1 <2 >300 >30 Si
L. lactis 05-1 5 >300 >30 No

E. faecium >1 <2 >300 >30 Si
E. durans 05-1 5 >300 >30 No

L. brevis 1 >1 <2 >300 >30 Si
L. brevis 2 >1 <2 >300 >30 Si

Taula 39. Resultats de I’assaig de resisténcia a les condicions gastrointestinals (GI) de les

soques lactiques assajades.
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4. Produccio de substancies

antimicrobianes

4.1. Resultats de I'assaig de difusio en agar

4.1.1. Resultats de la mesura del pH del sobrenedant

Geénere i especie

pH 24 h MRSb  Temperatura

Brou MRS sense cultiu
Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 2
Lactobacillus plantarum 3
Lactobacillus brevis 1
Lactobacillus brevis 2
Lactobacillus plantarum 4
Lactobacillus plantarum 5
Lactobacillus plantarum 6
Lactococcus lactis
Enterococcus durans

Enterococcus faecium

6.4
3,88
3,93
3,89
3,87
4,8
3.9
3,88
3,88
4,48
4,47
4,7

24,9°C
25°C
25°C
25°C
25°C
25,1°C
25°C
24,8°C
25°C
25,1°C
25°C
25°C

Taula 40. Resultats de la mesura del pH del brou de cultiu Man Rogosa Sharpe (MRSD) a les 24
hores d’incubaci6 de diferents soques de bacteris acid lactics equins.
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4.1.2. Resultats de I'assaig de difusié en agar. Taules.

Resultats|

De la taula 41 a la taula 51 es mostren els valors d’inhibicié obtinguts al posar en

contacte diversos microorganismes alteradors o patogens amb les diverses soques de

BAL equines.

Lactobacillus plantarum 1

Salmonella enterica
Pantoea sp.

Proteus vulgaris
Klebsiella oxytoca
Escherichia coli
Stahylococcus aureus
Enterococcus faecalis
Listeria monocytogenes
Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Pseudomonas aeruginosa
Kocuria rhizophila

Sobrenedant 80°C 10 min
2,7 2,5
3,8 2,95
6,5* 6,5*
3,25 3
2,75 2,75
2,45 1,7
2,2 1,65
1,2 0

0 0
2,25 2,25
2,6 1,65
3,55 2,15

Pellet

o

O O O O O o oo

0

0,5*

1,1

p
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Taula 41. Resultats dels valors d’inhibici6 obtinguts mitjangant el test de difusio en agar de la

soca Lactobacillus plantarum 1 enfront a diversos microorganismes *halos parcial.

Lactobacillus plantarum 2

Salmonella enterica
Pantoea sp.

Proteus vulgaris
Klebsiella oxytoca
Escherichia coli
Stahylococcus aureus
Enterococcus faecalis
Listeria monocytogenes
Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Pseudomonas aeruginosa
Kocuria rhizophila

Sobrenedant 80°C 10 min
1,35 1,35
2,55 2,45
0,95 1,5

2,3 1,5
2,05 2
1,1 0,6
3,25 0
2,45 2,1
0 0
1,55 1,55
2 0
4,75 6

Pellet

0
0

0,9
0,6

0

O O O O o o

N

2,

5

p

OO0 0O o0Oo0o0oooooo L
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Taula 42. Resultats dels valors d’inhibicio obtinguts mitjangant el test de difusi6 en agar de la

soca Lactobacillus plantarum 2 enfront a diversos microorganismes *halos parcial.

165



| Resultats

Lactobacillus plantarum 3

Sobrenedant 80°C 10 min Pellet pH 7
Salmonella enterica 2,6 2,5 0 0
Pantoea sp. 3,25 3 0 0
Proteus vulgaris 2,25* 0 0 0
Klebsiella oxytoca 2,75 2,5* 1* 0
Escherichia coli 2,75 2,55 0 0
Stahylococcus aureus 2,25 2,05 0 0
Enterococcus faecalis 2 1,55 0 0
Listeria monocytogenes 2,75 2,45 0 0
Bacillus subtilis 2,3 0,5 0 0
Bacillus cereus 1,25 0,5 0 0
Pseudomonas aeruginosa 2,95 2,65 0 0
Kocuria rhizophila 2,25 4,75 2,5 0

Taula 43. Resultats dels valors d’inhibici6 obtinguts mitjangant el test de difusio en agar de la
soca Lactobacillus plantarum 3 enfront a diversos microorganismes *halos parcial.

Lactobacilus brevis 1

Sobrenedant 80°C 10 min Pellet pH 7
Salmonella enterica 1,55* 1,55* 0 0
Pantoea sp. 3,05 3,05 0 0
Proteus vulgaris 0,55 0 0 0
Klebsiella oxytoca 0 0 0 0
Escherichia coli 2,25 2 0 0
Stahylococcus aureus 2 1,55 0 0
Enterococcus faecalis 2,05 1,55 0 0
Listeria monocytogenes 2,4 1,9 0 0
Bacillus subtilis 2,5* 2,5* 0,75* 0
Bacillus cereus 1,25 0,75 0 0
Pseudomonas aeruginosa 3,05 2,95 0 0
Kocuria rhizophila 475 5 2,5 0

Taula 44. Resultats dels valors d’inhibici6 obtinguts mitjangant el test de difusio en agar de la
soca Lactobacillus brevis 1 enfront a diversos microorganismes *halos parcial.
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Lactobacilus brevis 2

Salmonella enterica
Pantoea sp.

Proteus vulgaris
Klebsiella oxytoca
Escherichia coli
Stahylococcus aureus
Enterococcus faecalis
Listeria monocytogenes
Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Pseudomonas aeruginosa
Kocuria rhizophila

Sobrenedant

80°C 10 min

P O O O OO OO OoOOo o

[ER
*
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p

H
0
0
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0
0
0
0
0
0
0
0
0
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Taula 45. Resultats dels valors d’inhibicié obtinguts mitjangant el test de difusio en agar de la
soca Lactobacillus brevis 2 enfront a diversos microorganismes *halos parcial.

Lactobacillus plantarum 4

Salmonella enterica
Pantoea sp.

Proteus vulgaris
Klebsiella oxytoca
Escherichia coli
Stahylococcus aureus
Enterococcus faecalis
Listeria monocytogenes
Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Pseudomonas aeruginosa
Kocuria rhizophila

Sobrenedant
1,75*
3,45
0,5*
2,15*
2,05
1,55
1,5%
2,05*
2,5*
1
1,75
4,5

80°C 10 min
1,5*
2,3
0
1,55*
2,45
1,25*
1*
2,45*
2,25*
1,75
2,7
4,75

Pellet
0

O O O O o o o

1*
0,5
0
2,5

p

H
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

7

Taula 46. Resultats dels valors d’inhibici6 obtinguts mitjangant el test de difusio en agar de la

soca Lactobacillus plantarum 4 enfront a diversos microorganismes *halos parcial.

167



| Resultats

Lactobacillus plantarum 5

Sobrenedant 80°C 10 min Pellet pH 7
Salmonella enterica 2,5* 2,5% 1,25* 0
Pantoea sp. 0 0 0 0
Proteus vulgaris 0 0 0 0
Klebsiella oxytoca 2,25* 2,75* 1,5 0
Escherichia coli 2,25* 2,25* 0 0
Stahylococcus aureus 0 0 0 0
Enterococcus faecalis 0 0 0 0
Listeria monocytogenes 2,75* 0 0 0
Bacillus subtilis 2,75 3 0,5 0
Bacillus cereus 0,5 1* 1,25 0
Pseudomonas aeruginosa 2,25 2,25 0,5 0
Kocuria rhizophila 5 4,5 2,25 0

Taula 47. Resultats dels valors d’inhibicio obtinguts mitjangant el test de difusi6 en agar de la
soca Lactobacillus plantarum 5 enfront a diversos microorganismes *halos parcial.

Lactobacillus plantarum 6

Sobrenedant 80°C 10 min Pellet pH 7
Salmonella enterica 2,3* 2* 0,5 0
Pantoea sp. 4* 1,5 0 0
Proteus vulgaris 0 0 0 0
Klebsiella oxytoca 4,2* 3,8* 0 0
Escherichia coli 2* 2* 0 0
Stahylococcus aureus 0,5* 0,5* 0 0
Enterococcus faecalis 0 0 0 0
Listeria monocytogenes 2,5* 2,5* 0 0
Bacillus subtilis 2,25* 2,25* 0 0
Bacillus cereus 15 1,5 0 0
Pseudomonas aeruginosa 1,5* 2% 0 0
Kocuria rhizophila 4,3 4 2,2 0

Taula 48. Resultats dels valors d’inhibicio obtinguts mitjangant el test de difusi6 en agar de la
soca Lactobacillus plantarum 6 enfront a diversos microorganismes *halos parcial.
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Lactococcus lactis

Salmonella enterica
Pantoea sp.

Proteus vulgaris
Klebsiella oxytoca
Escherichia coli
Stahylococcus aureus
Enterococcus faecalis
Listeria monocytogenes
Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Pseudomonas aeruginosa
Kocuria rhizophila

Sobrenedant
0
1,25
0
1
l*
2
0
0
0,5*
1*
1,5*
2,25

80°C 10 min
0,75
1,25
0

O N O O

0
0,5*
0,5*
1,5*
3,15

Pellet

©
Ul

o

O OO N O O O o

o O

*

p

H
0
1
0
1
0
0
0
0
0
0
0
0
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Taula 49. Resultats dels valors d’inhibici6 obtinguts mitjangant el test de difusio en agar de la
soca Lactococcus lactis enfront a diversos microorganismes *halos parcial.

Enterococcus durans

Salmonella enterica
Pantoea sp.

Proteus vulgaris
Klebsiella oxytoca
Escherichia coli
Stahylococcus aureus
Enterococcus faecalis
Listeria monocytogenes
Bacillus subtilis
Bacillus cereus
Pseudomonas aeruginosa
Kocuria rhizophila

Sobrenedant

0,5*
1,75
0
1
1,25
15
0
0
0,5*
0,5*
0,5*
2,85

80°C 10 min

0
1,75*

0,5*
2,5

o

o

O OO O OO oo o o

(o]

Pellet

p

H
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
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Taula 50. Resultats dels valors d’inhibici6é obtinguts mitjangant el test de difusio en agar de la
soca Enterococcus durans enfront a diversos microorganismes *halos parcial.
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Enterococcus faecium

Sobrenedant 80°C 10 min Pellet pH 7
Salmonella enterica 0 0 0 0
Pantoea sp. 0 0 2,5 0
Proteus vulgaris 0 0 0 0
Klebsiella oxytoca 0 0 2,75 0
Escherichia coli 0 0 0 0
Stahylococcus aureus 0 0 5,8 0
Enterococcus faecalis 0 0 2,05 0
Listeria monocytogenes 0 0 0 0
Bacillus subtilis 0 0 0 0
Bacillus cereus 0 0 0 0
Pseudomonas aeruginosa 0 0 0 0
Kocuria rhizophila 3,6 0 4,45 0

Taula 51. Resultats dels valors d’inhibici6 obtinguts mitjangant el test de difusio en agar de la
soca Enterococcus durans enfront a diversos microorganismes *halos parcial.

De la taula 52 fins la taula 57 s’organitzen les activitats anteriorment mencionades en
percentatges d’activitat de les soques BAL equines assajades. Aquests percentatges fan
referéncia al ventall de microorganismes inhibits tant de forma general com de forma
especifica per part de cada compost en estudi (sobrenedant, sobrenedant amb diferents

tractaments i pellet). Només es valora la preséncia o abséncia d’halos.

Nom de la soca BAL Microorganismes inhibits Percentatge activitat
/total microorganismes

Lactobacillus plantarum 1 11/12 91,67
Lactobacillus plantarum 2 11/12 91,67
Lactobacillus plantarum 3 12/12 100,00
Lactobacillus brevis 1 11/12 91,67
Lactobacillus brevis 2 5/12 41,67
Lactobacillus plantarum 4 12/12 100,00
Lactobacillus plantarum 5 8/12 66,67
Lactobacillus plantarum 6 10/12 83,33
Lactococcus lactis 9/12 75,00
Enterococcus durans 9/12 75,00
Enterococcus faecium 5/12 41,67

Taula 52. Relacio entre el nombre de microorganismes inhibits per cada soca lactica equina i el
total de microorganismes sobre els quals es va realitzar I’assaig.

170



Resultats|

Nom de la soca BAL

Activitat antimicrobiana present

/activitats possibles

Percentatge activitat

Lactobacillus plantarum 1
Lactobacillus plantarum 2
Lactobacillus plantarum 3
Lactobacillus brevis 1
Lactobacillus brevis 2
Lactobacillus plantarum 4
Lactobacillus plantarum 5
Lactobacillus plantarum 6
Lactococcus lactis
Enterococcus durans
Enterococcus faecium

23/48
23/48
25/48
23/48

7148
26/48
21/48
22/48
19/48
16/48

6/48

47,92
47,92
52,08
47,92
14,58
54,17
43,75
45,83
39,58
33,33

12,5

Taula 53. Relaci6 entre 1’activitat antimicrobiana mostrada per cada soca lactica equina i el

total d’assajos realitzats.

Nom de la soca BAL

Activitat sobrenedant present

% activitat del

/activitats possibles sobrenedant
Lactobacillus plantarum 1 11/ 12 91,67
Lactobacillus plantarum 2 11/ 12 91,67
Lactobacillus plantarum 3 12/ 12 100,00
Lactobacillus brevis 1 11/ 12 91,67
Lactobacillus brevis 2 5/ 12 41,67
Lactobacillus plantarum 4 12/ 12 100,00
Lactobacillus plantarum 5 8/ 12 66,67
Lactobacillus plantarum 6 10/ 12 83,33
Lactococcus lactis 8/ 12 66,67
Enterococcus durans 9/ 12 75,00
Enterococcus faecium 1/12 8,33

Taula 54. Relaci6 entre 1’activitat antimicrobiana mostrada pel sobrenedant de cada soca lactica

equina i el total d’assajos realitzats amb el sobrenedant.
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Nom de la soca BAL Preséncia activitat pellet /activitats %o activitat del pellet

possibles
Lactobacillus plantarum 1 2/ 12 16,67
Lactobacillus plantarum 2 3/12 25,00
Lactobacillus plantarum 3 2/ 12 16,67
Lactobacillus brevis 1 2/ 12 16,67
Lactobacillus brevis 2 0/ 12 0,00
Lactobacillus plantarum 4 3/12 25,00
Lactobacillus plantarum 5 6/ 12 50,00
Lactobacillus plantarum 6 2/ 12 16,67
Lactococcus lactis 2/ 12 16,67
Enterococcus durans 1/ 12 8,33
Enterococcus faecium 5/12 41,67

Taula 55. Relacio entre 1’activitat antimicrobiana mostrada pel pellet de cada soca lactica
equina i el total d’assajos realitzats amb el pellet.

Nom de la soca BAL Presencia activitat xoc termic/ % activitat xoc termic
activitats possibles

Lactobacillus plantarum 1 10/ 12 83,33
Lactobacillus plantarum 2 9/ 12 75,00
Lactobacillus plantarum 3 11/ 12 91,67
Lactobacillus brevis 1 10/ 12 83,33
Lactobacillus brevis 2 2/ 12 16,67
Lactobacillus plantarum 4 11/ 12 91,67
Lactobacillus plantarum 5 6/ 12 50,00
Lactobacillus plantarum 6 10/ 12 83,33
Lactococcus lactis 7/12 58,33
Enterococcus durans 6/ 12 50,00
Enterococcus faecium 0/12 0,00

Taula 56. Relacio entre 1’activitat antimicrobiana mostrada pel sobrenedant sotmeés a xoc térmic
(80°C, 10 min) de cada soca lactica equina i el total d’assajos realitzats amb el sobrenedant
sotmés a xoc térmic.
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Nom de la soca BAL Preséncia activitat pH /activitats % activitat pH
possibles
Lactobacillus plantarum 1 0/ 12 0,00
Lactobacillus plantarum 2 0/ 12 0,00
Lactobacillus plantarum 3 0/12 0,00
Lactobacillus brevis 1 0/ 12 0,00
Lactobacillus brevis 2 0/12 0,00
Lactobacillus plantarum 4 0/ 12 0,00
Lactobacillus plantarum 5 0/12 0,00
Lactobacillus plantarum 6 0/ 12 0,00
Lactococcus lactis 2/ 12 16,67
Enterococcus durans 0/ 12 0,00
Enterococcus faecium 0/12 0,00

Taula 57. Relaci6 entre 1’activitat antimicrobiana mostrada pel sobrenedant sotmes a
neutralitzacié del pH de cada soca lactica equina i el total d’assajos realitzats amb el
sobrenedant sotmés a neutralitzacié del pH.

Les taules 58 i 59 analitzen la preséncia d’inhibicié des del punt de vista del
microorganisme alterador o patogen, per tant, valoren la sensibilitat d’aquests a I’accio

de les soques BAL equines.

Microorganisme resultats sensibles/total soques % sensibilitat
BAL
Salmonella enterica 9/ 11 81,81
Pantoea sp. 10/ 11 90,91
Proteus vulgaris 5/11 45,45
Klebsiella oxytoca 9/ 11 81,82
Escherichia coli 9/ 11 81,82
Stahylococcus aureus 9/ 11 81,82
Enterococcus faecalis 6/ 11 54,55
Listeria monocytogenes 7/ 11 63,64
Bacillus subtilis 8/11 72,73
Bacillus cereus 10/ 11 90,91
Pseudomonas aeruginosa 10/ 11 90,91
Kocuria rhizophila 11/11 100

Taula 58. Sensibilitat mostrada pels microorganismes alteradors o patogens en relacio al total
de soques lactiques equines sobre les quals es va realitzar 1’assaig.
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Microorganisme Resultats sensibles/total possibles %o sensibilitat
activitats

Salmonella enterica 18/ 44 40,90
Pantoea sp. 19/ 44 43,18
Proteus vulgaris 8/ 44 18,18
Klebsiella oxytoca 20/ 44 45,45
Escherichia coli 17/ 44 38,64
Stahylococcus aureus 17/ 44 38,64
Enterococcus faecalis 10/ 44 22,73
Listeria monocytogenes 12/ 44 27,27
Bacillus subtilis 17/ 44 38,64
Bacillus cereus 22/ 44 50,00
Pseudomonas aeruginosa 21/ 44 47,73
Kocuria rhizophila 30/ 44 68,18

Taula 59. Analisi de la sensibilitat mostrada pels diversos microorganismes alteradors o
patogens assajats envers les soques lactiques equines.

Les taules 60 i 61 ofereixen un resum de les dades referents a les taules 41 a 51. En elles
s’han sumat els diversos valors d’inhibicid segons el compost estudiat, primer des del
punt de vista de cada BAL (valorant I’acci6 total de cada soca), i posteriorment des del
punt de vista del microorganisme alterador o patogen (valorant la sensibilitat general de

cada microorganisme al total de soques equines).

Nom de la soca BAL Suma VI Suma VI Suma VI Suma VI
sobrenedant X0c termic pellet pH

Lactobacillus plantarum 1 33,25 27,1 1,6 0
Lactobacillus plantarum 2 24,3 19,05 3,75 0
Lactobacillus plantarum 3 29,35 25 3,5 0
Lactobacillus brevis 1 25,4 22,8 3,25 0
Lactobacillus brevis 2 45 2 0 0
Lactobacillus plantarum 4 24,75 23,95 4 0
Lactobacillus plantarum 5 20,25 18,25 7,25 0
Lactobacillus plantarum 6 25,05 22,05 2,7 0
Lactococcus lactis 10,5 9,65 25 2
Enterococcus durans 10,35 7,5 0,6 0
Enterococcus faecium 3,6 0 17,55 0
Total 211,3 177,35 46,7 2

Taula 60. Sumatori dels valors d’inhibici6 (VI) de cada soca lactica equina segons els diferents
compostos assajats.
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Suma VI Suma VI Suma VI Suma VI
sobrenedant pellet X0C térmic pH
Salmonella enterica 15,25 14,65 1,75 0
Pantoea sp. 24,1 18,25 2,5 1
Proteus vulgaricus 10,75 8 0,9 0
Klebsiella oxytoca 18,9 16,1 5,85 1
Escherichia coli 18,35 17,25 0 0
Stahylococcus aureus 13,35 9,65 7,8 0
Enterococcus faecalis 11 5,75 2,05 0
Listeria monocytogenes 16,1 114 0 0
Bacillus subtilis 14,3 11 2,25 0
Bacillus cereus 11,3 10,3 2,25 0
Pseudomonas aeruginosa 19,1 17,2 1 0
Kocuria rhizophila 38,8 37,8 20,35 0

Taula 61. Sumatori dels diferents valors d’inhibicio (V1) presentats pels diferents

microorganismes alteradors o patdgens enfront al total de soques lactiques assajades.

Les taules 62 i 63 mostren la preseéncia d’halos parcials respecte al total d’halos

presents, en percentatges.

Microorganisme

N° halos parcials/

Percentatge halos

total halos parcials
Salmonella 9/18 50,00
Pantoea sp 3/19 15,79
Proteus vulgaris 2/8 25,00
Klebsiella oxytoca 8/20 40,00
Escherichia coli 5/17 29,41
Stahylococcus aureus 3/17 17,65
Enterococcus faecalis 2/10 20,00
Listeria monocytogenes 5/12 41,67
Bacillus subtilis 12/17 70,59
Bacillus cereus 7122 31,82
Pseudomonas aeruginosa 8/21 38,10
Kocuria rhizophila 3/20 15,00

Taula 62. Nombre d’halos parcials presentats pels diferents microorganismes

alteradors o patogens respecte al total d’halos positius mostrats en 1’assaig.
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Nom de la soca BAL N° halos parcials/ Percentatge halos
total halos parcials

Lactobacillus plantarum 1 3/23 13,04
Lactobacillus plantarum 2 0/23 0,00
Lactobacillus plantarum 3 2/25 8,00
Lactobacillus brevis 1 5/23 21,74
Lactobacillus brevis 2 6/7 85,71
Lactobacillus plantarum 4 13/26 50,00
Lactobacillus plantarum 5 8/21 38,10
Lactobacillus plantarum 6 15/22 68,18
Lactococcus lactis 8/19 42,11
Enterococcus durans 9/16 56,25
Enterococcus faecium 0/6 0,00

Taula 63. Nombre d’halos parcials produits per les diverses soques lactiques equines respecte
al total d’halos positius produits per cada soca.

4.1.3. Resultats de I'assaig de difusié en agar. Imatges.

Lactobacillus plantarum 1

Pseudomonas aureuginosa Escherichia coli Salmonella enterica

Imatge 35. Halos d’inhibici6 producte de I’activitat antimicrobiana present en la soca
Lactobacillus plantarum 1 sobre diversos microorganismes.
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Lactobacillus plantarum 2

Listeria monocytogenes Escherichia coli Salmonella enterica

Lactobacillus plantarum 3

Bacillus subtilis Bacillus cereus Kocuria lutea

Lactobacillus plantarum 4

Bacillus cereus Kocuria lutea Bacillus subtilis

Imatges 36, 37 i 38. Halos d’inhibicio producte de I’activitat antimicrobiana present en les
soques Lactobacillus plantarum 2, 3 i 4 sobre diversos microorganismes.
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Lactobacillus plantarum 5

Klebsiella oxytoca

~

Kocuria lutea

Pseudomonas aeruginosa

Lactobacillus plantarum 6

Bacillus cereus

Escherichia coli

Proteus vulgaris

Lactococcus lactis

-

Salmonella enterica

Klebsiella oxytoca

Kocuria lutea

Imatges 39, 40 i 41. Halos d’inhibicio producte de I’activitat antimicrobiana present en les
soques Lactobacillus plantarum 5, Lactobacillus plantarum 6 i Lactococcus lactis sobre
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Enterococcus durans

Escherichia coli Pantoea sp. Kocuria lutea

Imatge 42. Halos d’inhibicié producte de I’activitat antimicrobiana present en la soca
Entercococcus durans sobre diversos microorganismes.

Enterococcus faecium

Enterococcus faecalis Kocuria lutea Staphylococcus aureus

Imatge 43. Halos d’inhibicié producte de 1’activitat antimicrobiana present en la soca
Entercococcus faecium sobre diversos microorganismes.
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4.1.4. Resultats de I’assaig de difusio en agar. Estadistica.

Soca lactica p-valor sobrenedant vs. Valor
Xoc termic significacio

Lactobacillus plantarum 1 0,005 Significatiu
Lactobacillus plantarum 2 0,223
Lactobacillus plantarum 3 0,292

Lactobacillus brevis 1 0,019 Significatiu
Lactobacillus brevis 2 0,096
Lactobacillus plantarum 4 0,715
Lactobacillus plantarum 5 0,513
Lactobacillus plantarum 6 0,269
Lactococcus lactis 0,675
Enterococcus durans 0,093
Enterococcus faecium 0,338

Taula 64. Analisi estadistic de les diferéncies entre els resultats dels valors d’inhibicio
presentats pels sobrenedants i els presentats pels sobrenedants amb tractament térmic de 80°C
durant 10 minuts en el conjunt de soques lactiques equines assajades.
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4.2. Resultats de la produccié de peroxid d’hidrogen

Nom de la soca Producci6 de peroxid
d’hidrogen
Lactobacillus plantarum 1 Positiu debil
Lactobacillus plantarum 2 Positiu debil
Lactobacillus plantarum 3 Negatiu
Lactobacillus brevis 1 Positiu
Lactobacillus brevis 2 Positiu débil
Lactobacillus plantarum 4 Negatiu
Lactobacillus plantarum 5 Negatiu
Lactobacillus plantarum 6 Positiu
Lactococcus lactis Negatiu
Enterococcus durans Negatiu
Enterococcus faecium Positiu

Taula 65. Resultats de la produccié de peroxid d’hidrogen per part de les
soques BAL pre-seleccionades.

Lactobaclilus
brevis 1

Lactobacillus

P R Lactobacillus
durans plantarum 4
Tasiobiths Lactobacillus
ol 2 plantarum 1

Imatge 44. Detall del creixement de soques BAL equines en una placa de MRS agar amb TMB i
peroxidasa. Les soques que presenten color blavds son productores de peroxid d’hidrogen.
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5.1. Resultats de I’assaig de conservacio de soques de bacteris

5. Capacitat de crioproteccio

de la llet d’euga

acid lactics equins en llet d’euga

5.1.1. Resultats de la conservacio de Lactobacillus plantarum 3

1,00E+11

1,00E+10

UFC/ mL

1,00E+09

1,00E+08

Recomptes totals L. plantarum 3

W

N

N

pre

t0 t24 t48 t7d tl5d  t30d

t90d

e 0%MS
==5% MS
e 10% MS
e 15% MS
e 20% MS
e 25% MS

Figura 30. Evolucid de la viabilitat de la soca Lactobacillus plantarum 3 al llarg de tres mesos
d’emmagatzematge a 4°C en condicions de buit i abséncia de [lum. La llegenda mostra la

quantitat de llet d’euga en pols continguda pel medi de conservacid. pre= pre liofilitzacié. UFC/
mL= unitats formadores de colonia per mil-lilitre.
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% reduccio respecte pre liofilitzacio L. plantarum 3
100,00
—
J
80,00
—0%MS
. 60,00 —5% MS
E e 10% MS
3 40,00
o —15% MS
X
20,00 4 20% MS
; é / e 25% MS
0,00
t0 t24 t48 t7d  t15d  t30d  t90d
-20,00

Figura 31. Percentatge de reduccio de la viabilitat de Lactobacillus plantarum 3 respecte al
valor inicial present a la llet abans del procés de liofilitzacié i emmagatzemament. La llegenda
mostra la quantitat de llet d’euga en pols continguda pel medi de conservacio.

% reduccio respecte pre liofilitzacié L. plantarum 3 (log)
18,00
16,00 /
14,00
/ —0%MS
12,00
310,00 L —5%MS
o ?
5 —_ ——10% MS
g 800 ——15% MS
X 6,00 VAN
—20% MS
4,00
e 25% MS
2,00
0,00 e —
2,00 t0 t24 t48 t7d t15d  t30d  t90d

Figura 32. Percentatge de reduccié de la viabilitat de Lactobacillus plantarum 3 respecte al
valor inicial present a la llet abans del procés de liofilitzacio i emmagatzemament, expressat en
escala logaritmica. La llegenda mostra la quantitat de llet d’euga en pols continguda pel medi de

conservacio.
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0%MS 5%MS 109%MS 15%MS 20%MS 25%MS

pre 156E+10 2,44E+10 1,69E+10 255E+10 1,59E+10 2,13E+10
tOh 2,03E+09 1,36E+10 1,63E+10 2,16E+10 1,46E+10 1,22E+10
t24h 2,00E+09 1,38E+10 1,70E+10 1,51E+10 1,39E+10 1,29E+10
t48h 1,05E+09 1,43E+10 1,56E+10 1,45E+10 1,54E+10 1,39E+10
trd 9,40E+08 1,42E+10 1,71E+10 1,41E+10 157E+10 1,48E+10
t15d 1,30E+09  1,04E+10 9,78E+09 9,48E+09 9,55E+09  1,18E+10
t30d 3,70E+08 1,47E+10 9,82E+09 8,10E+09 3,20E+09 1,17E+10
t90d 3,80E+08 9,90E+09 4,60E+09 1,05E+10 8,50E+09  1,23E+10

Taula 66. Recomptes en unitats formadores de colonia per mil-lilitre obtinguts de preservar el
liofilitzat de Lactobacillus plantarum 3 en diferents concentracions de llet d’euga al llarg del
temps. MS= matéria seca. pre= pre liofilitzat.

% red 0%MS 596MS 10%MS  15%MS  209%MS  25%MS

t0 86,99 44,26 3,55 15,29 8,18 42,72
t24h 87,18 43,44 -0,59 40,78 12,58 39,44
t48h 93,27 41,39 7,69 43,14 3,14 34,74
t7d 93,97 41,80 -1,18 44,71 1,26 30,52
t15d 91,67 57,58 42,13 62,82 39,94 44,46
t30d 97,63 39,75 41,89 68,24 79,87 44,98
t90d 97,56 59,43 72,78 58,82 46,54 42,25

Taula 67. Percentatge de reduccié de la viabilitat respecte a la pre liofilitzaci6 de la soca
Lactobacillus plantarum 3 al llarg de tres mesos, expressada en valors absoluts. MS= matéria

seca.

log 0%MS 596MS 10%MS  15%MS  209%MS  25%MS

pre 10,19 10,39 10,23 10,41 10,20 10,33
tOh 9,31 10,13 10,21 10,33 10,16 10,09
t24h 9,30 10,14 10,23 10,18 10,14 10,11
t48h 9,02 10,16 10,19 10,16 10,19 10,14
t7d 8,97 10,15 10,23 10,15 10,20 10,17
t15d 9,11 10,01 9,99 9,98 9,98 10,07
t30di 8,57 10,17 9,99 9,91 9,51 10,07
t90d 8,58 10,00 9,66 10,02 9,93 10,09

Taula 68. Recomptes de la Taula 66 expressats en logaritme. MS= matéria seca. pre= pre
liofilitzat.
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% red log 0% 5% 10% 15% 20% 25%
t0 8,69 2,44 0,15 0,69 0,36 2,34
t24h 8,75 2,38 -0,03 2,19 0,57 2,11
t48h 11,50 2,23 0,34 2,36 0,14 1,79
trd 11,97 2,26 -0,05 2,47 0,05 1,53
t15d 10,59 3,59 2,32 413 2,17 2,47
t30d 15,94 2,12 2,31 4,79 6,83 2,51
t90d 15,83 3,77 5,53 3,70 2,67 2,31

Taula 69. Percentatge de reduccié de la viabilitat respecte a la pre liofilitzaci6 de la soca
Lactobacillus plantarum 3 al llarg de tres mesos, expressada en logaritmes. MS= matéria seca.

5.1.2. Resultats de la conservacioé de Lactobacillus plantarum 2

1,00E+11

1,00E+10
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1,00E+07

1,00E+06

1,00E+05

Recomptes totals L. plantarum 2
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Figura 33. Evoluci6 de la viabilitat de la soca Lactobacillus plantarum 2 al llarg de tres mesos
d’emmagatzematge a temperatura ambient en condicions de buit i abséncia de llum. La llegenda

mostra la quantitat de llet d’euga en pols continguda pel medi de conservacio. pre= pre
liofilitzaci6. UFC/ mL= unitats formadores de colonia per mil-lilitre.
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% reduccio respecte pre liofilitzacio L. plantarum 2

50,00 / /
/ / — 0% MS
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20,00 = b
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-20,00

Figura 34. Percentatge de reduccio de la viabilitat de Lactobacillus plantarum 2 respecte al
valor inicial present a la llet abans del procés de liofilitzacié i emmagatzemament. La llegenda
mostra la quantitat de llet d’euga en pols continguda pel medi de conservacio.

% reduccio respecte pre liofilitzacio L. plantarum 2 (log)
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Figura 35. Percentatge de reduccio de la viabilitat de Lactobacillus plantarum 2 respecte al
valor inicial present a la llet abans del procés de liofilitzacié i emmagatzemament, expressat en
escala logaritmica. La llegenda mostra la quantitat de llet d’euga en pols continguda pel medi de

conservacio.
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0%MS 5%MS 10%MS  1590MS  20%MS  259%MS

pre 1,04E+10 1,21E+10 1,12E+10 1,70E+10 1,37E+10 1,36E+10

t0  330E+09 9,90E+09 1,15E+10 1,20E+10 1,20E+10 9,80E+09
t7d  230E+09 8,20E+09 1,03E+10 8,80E+09 9,20E+09 6,20E+09
t15d  740E+08 4,90E+09 1,01E+10 8,70E+09 9,10E+09 5,70E+09
t30d  520E+08 1,41E+09 243E+09 3,08E+09 6,20E+09 3,64E+09
t90d  100E+06 4,20E+08 3,40E+08 3,29E+08 1,10E+09 4,30E+08

Taula 70. Recomptes en unitats formadores de colonia per mil-lilitre obtinguts de preservar el
liofilitzat de Lactobacillus plantarum 2 en diferents concentracions de llet d’euga al llarg del
temps. MS= matéria seca. pre= pre liofilitzat.

% red 0%MS 5%MS 109%MS 15%MS 20%MS 25%MS

t0 68,27 18,18 -2,68 29,41 12,41 27,94
t7d 77,88 32,23 8,04 48,24 32,85 54,41
t15d 92,88 59,50 9,82 48,82 33,58 58,09
t30d 95,00 88,35 78,30 81,88 54,74 73,24
t90d 99,99 96,53 96,96 98,06 91,97 96,84

Taula 71. Percentatge de reduccié de la viabilitat respecte a la pre liofilitzaci6 de la soca
Lactobacillus plantarum 2 al llarg de tres mesos, expressada en valors absoluts. MS= matéria
seca.

log 0%MS 5%MS 109%0MS 15%MS 20%MS 25%MS

pre 10,02 10,08 10,05 10,23 10,14 10,13

t0 9,52 10,00 10,06 10,08 10,08 9,99
t7d 9,36 9,91 10,01 9,94 9,96 9,79
t15d g g7 9,69 10,00 9,94 9,96 9,76
t30d 8,72 9,15 9,39 9,49 9,79 9,56
t90d 6,00 8,62 8,53 8,52 9,04 8,63

Taula 72. Recomptes de la Taula 70 expressats en logaritme. MS= matéria seca. Pre= pre
liofilitzat.
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% red log 0%MS 5%MS 10%MS 15%MS 20%MS 25%MS

t0 4,98 0,86 -0,11 1,48 0,57 1,40
t7d 6,54 1,68 0,36 2,80 1,71 3,37
t15d 11,46 3,89 0,45 2,84 1,75 3,73
t30d 12,99 9,26 6,60 7,25 3,40 5,65
t90d 40,10 14,48 15,10 16,75 10,81 14,80

Taula 73. Percentatge de reduccié de la viabilitat respecte a la pre liofilitzacio de la soca
Lactobacillus plantarum 2 al llarg de tres mesos, expressada en logaritmes. MS= matéria seca.

5.1.3. Resultats de la conservacio de Lactobacillus brevis 1

Recomptes totals L. brevis
1,00E+11
—0%MS
_, 1,00E+10 596 MS
E
< e 10% MS
2
=} —15% MS
1,00E+09
—20% MS
e 25% MS
1,00E+08
pre t0 t7d t15d t30d t90d

Figura 36. Evoluci6 de la viabilitat de la soca Lactobacillus brevis al llarg de tres mesos
d’emmagatzematge a 4°C en condicions de buit i abséncia de [lum. La llegenda mostra la
guantitat de llet d’euga en pols continguda pel medi de conservacio. pre= pre liofilitzacio. UFC/
mL= unitats formadores de colonia per mil-lilitre.
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% reduccio respecte pre liofilitzaciod L. brevis

100,00
/ —0%MS
60,00 — 5% MS
‘0
S —10% MS
2 40,00
o —15% MS
®
20,00 — N 20% MS
0,00 ~~—~
t0 t7d t15d t30d t90d
-20,00

Figura 37. Percentatge de reduccio de la viabilitat de Lactobacillus brevis 1 respecte al valor
inicial present a la llet abans del procés de liofilitzacié i emmagatzemament. La Ilegenda mostra
la quantitat de llet d’euga en pols continguda pel medi de conservacio.

% reduccio respecte pre liofilitzacio L. brevis (log)

14,00
12,00
7, ——0%MS
10,00
/ — 5% MS
© 8,00 y
§ \ / / e 10% MS
$ o0 I // //‘ 15% MS
o —_—15%
£ 4,00
// ——20% MS
2,00
/ ——25% MS
0,00

22,00 t0 t7d t15d t30d t90d

Figura 38. Percentatge de reduccid de la viabilitat de Lactobacillus brevis 1 respecte al valor
inicial present a la llet abans del procés de liofilitzacio i emmagatzemament, expressat en escala
logaritmica. La llegenda mostra la quantitat de llet d’euga en pols continguda pel medi de
conservacio.
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0%MS 5%MS 10%MS 15%MS  20%MS  25%MS

pre 1,77E+10 1,85e+10 2,48E+10 3,44E+10 1,91E+10 2,99E+10
0 2,95e+09 1,71E+10 2,18E+10 2,10E+10 1,47E+10 1,39E+10
t7d 3,50E+09 1,67E+10 157E+10 1,61E+10 1,40E+10 1,37E+10
t15d  4,66E+09 1,39E+10 1,38E+10 1,55E+10 1,77E+10 1,25E+10
t30d  2,40E+09 1,73E+10 1,71E+10 2,18E+10 1,98E+10 2,09E+10
t90d  1,14E+09 4,30E+09 3,19E+09 2,80E+09 5,40E+09 2,10E+09

Taula 74. Recomptes en unitats formadores de colonia per mil-lilitre obtinguts de preservar el
liofilitzat de Lactobacillus brevis 1 en diferents concentracions de llet d’euga al llarg del temps.
MS= matéria seca. pre= pre liofilitzat.

% red 0%MS 5%MS 109%MS 159%MS 209%MS 25%MS

t0 83,33 7,57 12,10 38,95 23,04 53,51
t7d 80,23 9,73 36,69 53,20 26,70 54,18
t15d 73,67 24,86 44,35 54,94 7,33 58,19
t30d 86,44 6,49 31,05 36,63 -3,66 30,10
t90d 93,56 76,76 87,14 91,86 71,73 92,98

Taula 75. Percentatge de reduccié de la viabilitat respecte a la pre liofilitzacié de la soca
Lactobacillus brevis 1 al llarg de tres mesos, expressada en valors absoluts. MS= matéria seca.

log 0%MS 5%MS 10%MS 15%MS 20%MS 25%MS

pre 10,25 10,27 10,39 10,54 10,28 10,48
t0 9,47 10,23 10,34 10,32 10,17 10,14
trd 9,54 10,22 10,20 10,21 10,15 10,14
t15d 9,67 10,14 10,14 10,19 10,25 10,10
t30d 9,38 10,24 10,23 10,34 10,30 10,32
t90d 9,06 9,63 9,50 9,45 9,73 9,32
Taula 76. Recomptes de la Taula 74 expressats en logaritme. MS= matéria seca. pre= pre
liofilitzat.
% red log 0% 5% 10% 15% 20% 25%
t0 7,59 0,33 0,54 2,03 1,11 3,18
trd 6,87 0,43 1,91 3,13 1,31 3,24
t15d 5,66 1,21 2,45 3,29 0,32 3,62
t30d 8,47 0,28 1,55 1,88 -0,15 1,48
t90d 11,62 6,17 8,57 10,34 5,34 11,01

Taula 77. Percentatge de reduccié de la viabilitat respecte a la pre liofilitzacio de la soca
Lactobacillus brevis 1 al llarg de tres mesos, expressada en logaritmes. MS= matéria seca.
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5.1.4. Resultats de la conservacio de Lactococcus lactis

Recomptes totals L. lactis
1,00E+11
\ 0% MS
§ 1,00E+10 5% MS
E
~ e 10% MS
g
o —15% MS
1,00E+09 =N\
R —20% MS
e 25% MS
1,00E+08
pre t0 t7d t15d t30d t90d

Figura 39. Evolucio de la viabilitat de la soca Lactococcus lactis al llarg de tres mesos
d’emmagatzematge a 4°C en condicions de buit i abséncia de llum. La llegenda mostra la
quantitat de llet d’euga en pols continguda pel medi de conservacio. pre= pre liofilitzacio. UFC/
mL= unitats formadores de colonia per mil-lilitre.

% reduccio respecte pre liofilitzacio L. lactis

100,00
90,00 y o V4
80,00

70,00 —O%MS
60,00 /. // —5% MS

0
g 50,00 // / \V/ / 10% MS
;‘: 40,00 // // 15% MS
30,00 —/ —20% MS
20,00 /" —25% MS
10,00
0,00 /
t0 t7d t15d t30d t90d

Figura 40. Percentatge de reduccid de la viabilitat de Lactococcus lactis respecte al valor inicial
present a la llet abans del procés de liofilitzacié i emmagatzemament. La llegenda mostra la
quantitat de llet d’euga en pols continguda pel medi de conservacio.
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16,00
14,00
12,00
10,00

8,00

% reduccié

6,00
4,00
2,00
0,00

% reducciod respecte pre liofilitzacio L. lactis (log)

—
/ 0%MS
/ / 5% MS
/A % 10% MS
/ )v# —15% MS
4#/\ / / —20% MS
/ \J// e 25% MS

e

t0 t7d t15d t30d t9od

Figura 41. Percentatge de reduccio de la viabilitat de Lactococcus lactis respecte al valor inicial
present a la llet abans del procés de liofilitzacié i emmagatzemament, expressat en escala
logaritmica. La llegenda mostra la quantitat de llet d’euga en pols continguda pel medi de

conservacio.

0%MS 50MS  10%MS  159%MS  20%MS  25%MS

pre  318E+10 9,20E+09 7,10E+09 9,20E+09 9,60E+09  4,20E+09
t0  136E+09 4,60E+09 6,90E+09 500E+09 3,70E+09  3,66E+09
t7d  122E+09 3,84E+09 4,57E+09 2,02E+09 3,18E+09 3,26E+09
t15d  1,27E+09 6,40E+08 2,18E+09 1,29E+09 2,31E+09 3,42E+09
t30d g 10E+08 5,85E+08 3,70E+09 2,28E+09 1,93E+09 3,20E+09
t90d g 40E+08 3,50E+08 4,80E+08 9,50E+08 2,23E+09 5.70E+08

Taula 78. Recomptes en unitats formadores de colonia per mil-lilitre obtinguts de preservar el
liofilitzat de Lactococcus lactis en diferents concentracions de llet d’euga al llarg del temps.

MS= matéria seca. pre= pre liofilitzat.

% red 0%MS 50MS  10%MS  15%MS  20%MS  25%MS
t0 95,72 50,00 2,82 45,65 61,46 12,86
t7d 96,16 58,26 35,63 78,04 66,88 22,38
t15d 96,01 93,04 69,30 85,98 75,94 18,57
t30d 97,45 93,64 47,89 75,22 79,90 23,81
t90d 97,36 96,20 93,24 89,67 76,77 86,43

Taula 79. Percentatge de reduccié de la viabilitat respecte a la pre liofilitzacio de la soca
Lactococcus lactis al llarg de tres mesos, expressada en valors absoluts. MS= matéria seca.
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log  0%MS  5%MS 10%MS 15%MS 209%MS 25%MS
pre 10,50 9,96 9,85 9,96 9,98 9,62
t0 9,13 9,66 9,84 9,70 9,57 9,56
t7d 9,09 9,58 9,66 9,31 9,50 9,51
t15d 9,10 8,81 9,34 9,11 9,36 9,53
t30d 8,01 8,77 9,57 9,36 9,29 9,51
t90d 8,92 8,54 8,68 8,98 9,35 8,76
Taula 80. Recomptes de la Taula 78 expressats en logaritme. MS= matéria seca. pre= pre
liofilitzat.
% red log 0% 5% 10% 15% 20% 25%
t0 13,03 3,02 0,13 2,66 4,15 0,62
t7dies 13,48 3,81 1,94 6,61 4,81 1,14
t15dies 13,32 11,62 5,21 8,56 6,20 0,93
t30dies 15,18 12,01 2,87 6,08 6,98 1,23
t90 dies 15,03 14,25 11,88 9,90 6,35 9,01

Taula 81. Percentatge de reduccié de la viabilitat respecte a la pre liofilitzaci6 de la soca
Lactococcus lactis al llarg de tres mesos, expressada en logaritmes. MS= matéria seca.

5.1.5. Resultats estadistics de I'assaig de conservacié de soques BAL en

llet d’euga
P- valor (0=0,05)
Nom de la 0% vs 0% vs 0% vs 0%6% Vs 0% vs
soca Dades comparades | 506MS  10%MS  15%MS 20%MS 25%MS
Lactobacillus | % reduccié (v. abs) | 0,00001* 0,0004* 0,0002* 0,0007* 0,000001*
plantarum 3 %reduccio (log) 0,0002* 0,00001* 0,00003* 0,00001* 0,0001*
Lactobacillus | % reducci6 (v. abs) 0,05 0,04* 0,03* 0,01* 0,02*
plantarum 2 | %reducci6 (log) 0,09 0,04* 0,07 0,06 0,08
Lactobacillus | % reducci6 (v. abs) 0,008* 0,02* 0,03* 0,006* 0,05
brevis 1 %reduccio (log) 0,001* 0,004* 0,02* 0,0004* 0,03*
Lactococcus | % reduccié (v. abs) | 0,000002* 0,000001* 0,0000001* 0,000000001* 0,0000003*
lactis %reduccio (log) 0,06 0,006* 0,003* 0,00001* 0,001*

Taula 82. Resum dels p-valors obtinguts de la comparacio de la capacitat de protecci6 de les
diferents concentracions de llet d’euga amb el grup control sense llet. v. abs= valors absoluts.
*valors estadisticament significatius.
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5.2. Resultats de la conservacio de la viabilitat de tres soques de
Lactobacillus plantarum durant la liofilitzacié amb llet d’euga comparat

amb la llet de vaca

Lactobacillus plantarum 1

Concentracié MS UFC/mL Pre UFC/mL Post Perdua
liofilitzacio liofilitzacio (UFC/mL)
5% E 3,80E+09 2,90E+08 1,31E+03
10% E 6,50E+09 1,64E+09 3,96E+02
15% E 5,40E+09 1,59E+09 3,40E+02
20% E 3,40E+09 1,30E+09 2,62E+02
25% E 7,10E+09 1,45E+09 4,90E+02
5% V 3,60E+09 8,00E+08 4,50E+02
10% V 3,70E+09 8,10E+08 4,5TE+02
15% V 3,30E+09 1,29E+09 2,56E+02
20% V 2,40E+09 1,20E+09 2,00E+02
25% V 4,00E+09 9,50E+08 4,21E+02

Taula 83. Recomptes totals de la soca Lactobacillus plantarum 1 en vials pre i post liofilitzacio,
aixi com la pérdua de viabilitat corresponent, organitzats segons les concentracions i el
crioprotectors emprat. UFC/mL= Unitats formadores de colonia per mil-lilitre. E= llet d’euga.
V= llet de vaca. MS= materia seca.

Lactobacillus plantarum 2

Concentracio MS UFC/mL Pre UFC/mL Post Perdua
liofilitzacio liofilitzacio (UFC/ mL)
5% E 4,10E+09 7,80E+08 5,26E+02
10% E 4,90E+09 1,01E+09 4,85E+02
15% E 4,50E+09 1,17E+09 3,85E+02
20% E 5,40E+09 9,90E+08 5,45E+02
25% E 3,30E+09 9,70E+08 3,40E+02
5% V 4,80E+09 1,29E+09 3,72E+02
10% V 6,50E+09 1,14E+09 5,70E+02
15% V 4,50E+09 1,23E+09 3,66E+02
20% V 5,20E+09 1,03E+09 5,05E+02
25% V 3,80E+09 1,19E+09 3,19E+02

Taula 84. Recomptes totals de la soca Lactobacillus plantarum 2 en vials pre i post liofilitzacid,
aixi com la pérdua de viabilitat corresponent, organitzats segons les concentracions i el
crioprotectors emprat. UFC/mL= Unitats formadores de colonia per mil-lilitre. E= llet d’euga.
V= llet de vaca. MS= materia seca.

194



Resultats|

Lactobacillus plantarum 3

Concentracio UFC/mL Pre UFC/mL Post Perdua
MS liofilitzacio liofilitzacio (UFC/ mL)
5% E 2,10E+09 9,80E+08 2,14E+02
10% E 2,60E+09 1,36E+09 1,91E+02
15% E 2,20E+09 7,40E+08 2,97E+02
20% E 4,50E+09 1,16E+09 3,88E+02
25% E 2,80E+09 1,02E+09 2,75E+02
5% V 3,00E+09 9,40E+08 3,19E+02
10% V 2,80E+09 9,00E+08 3,11E+02
15% V 4,00E+08 7,60E+08 5,26E+01
20% V 2,10E+09 1,02E+09 2,06E+02
25% V 3,00E+09 1,03E+09 2,91E+02

Taula 85. Recomptes totals de la soca Lactobacillus plantarum 3 en vials pre i post liofilitzacio,
aixi com la pérdua de viabilitat corresponent, organitzats segons les concentracions i el
crioprotectors emprat. UFC/mL= Unitats formadores de colonia per mil-lilitre. E= llet d’euga.

V= llet de vaca. MS= matéria seca.

Lactobacillus plantarum 1

1,40E+03
1,20E+03 N\
_, 1,00£+03 \\
E 8,00E+02 AN
‘5-3 6,00E+02 N
4,00E+02 e — /
2,00E+02
0,00E+00
5% MS 10% MS 15% MS 20% MS 25% MS
——perduaE| 1,31E+03 | 3,96E+402 | 3,40E+402 | 2,62E402 | 4,90E+02
——perduaVl| 4,50E402 | 4,57E+02 | 2,56E402 | 2,00E402 | 4,21E+02

Figura 42. Comparativa entre la capacitat de supervivencia al procés de liofilitzacié usant com
a crioprotectors llet d’euga i llet de vaca, per a la soca Lactobacillus plantarum 1. Els valors
s’expressen en unitats formadores de colonia per mil-lilitre (UFC/mL), i corresponen a la perdua
de viabilitat deguda a la liofilitzacio. E= llet d’euga. V= llet de vaca. % MS= % de llet en pols
(materia seca).
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Lactobacillus plantarum 2

6,00E+02
5,00E+02
4,00E+02 —
3,00E+02
2,00E+02
1,00E+02
0,00E-+00

5% MS 10% MS 15% MS 20% MS 25% MS
= Pérdua E 5,26E+02 4,85E+02 3,85E+02 5,45E+02 3,40E+02
—Perdua V| 3,72E+02 5,70E+02 3,66E+02 5,05E+02 3,19E+02

Figura 43. Comparativa entre la capacitat de supervivencia al procés de liofilitzacié usant com
a crioprotectors llet d’euga i llet de vaca, per a la soca Lactobacillus plantarum 2. Els valors
s’expressen en unitats formadores de colonia per mil-lilitre (UFC/mL), i corresponen a la perdua
de viabilitat deguda a la liofilitzacio. E= llet d’euga. V= llet de vaca. % MS= % de llet en pols
(matéria seca).

Lactobacillus plantarum 3
5,00E+02

4,00E+02

3,00E+02 A>//>‘
2,00E+02 \ /
1,00E+02

0,00E+00

5% MS 10% MS 15% MS 20% MS 25% MS
——Pérdua E| 2,14E+02 1,91E+02 2,97E+02 3,88E+02 2,75E+02
——Pérdua V| 3,19E+02 3,11E+02 5,26E+01 2,06E+02 2,91E+02

Figura 44. Comparativa entre la capacitat de supervivéncia al procés de liofilitzacié usant com
a crioprotectors llet d’euga i llet de vaca, per a la soca Lactobacillus plantarum 3. Els valors
s’expressen en unitats formadores de colonia per mil-lilitre (UFC/mL), i corresponen a la pérdua
de viabilitat deguda a la liofilitzaci6. E= llet d’euga. V= llet de vaca. % MS= % de llet en pols
(matéria seca).
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P-valor llet d’euga vs llet de vaca

Soca P-valor val abs P-valor log
(o= 0,05) (o= 0,05)
Lactobacillus plantarum 1 0,290 0,18
Lactobacillus plantarum 2 0,477 0,41
Lactobacillusplantarum 3 0,646 0,53

Taula 86. Resum dels p-valors obtinguts de la comparacio de la capacitat de crioproteccid per
part de les diferents concentracions de llet d’euga i de llet de vaca, per a Lactobacillus
plantarum 1, 2 i 3. a= nivells de significacio. Val abs= valors absoluts.

5.3. Resultats de la conservacio de la viabilitat de Lactobacillus
plantarum 2 durant 90 dies amb llet d’euga en comparacio a la llet de

vaca

L. plantarum 2vaca  Recompte en Recompteen % reduccié en % reduccié

159%6MS valors absoluts log valors absoluts en log
pre 1,66E+09 9,22
tod 7,20E+08 8,86 56,63 3,93
t7d 4,10E+08 8,61 75,30 6,59
t15d 5,48E+08 8,74 66,99 5,22
t30d 3,16E+08 8,50 80,96 7,81
tood 1,19E+08 8,08 92,83 12,41

Taula 87. Recomptes i percentatges de reduccio obtinguts del procés de liofilitzacié i
emmagatzematge de la soca Lactobacillus plantarum 2 durant 90 dies usant com a protector llet
desnatada de vaca.

L. plantarum 2 Recompte en Recompte en % reducciéen % reduccid

euga 15%MS valors absoluts log valors absoluts en log
pre 1,70E+09 9,23
tod 1,20E+09 9,08 29,41 1,64
t7d 8,80E+08 8,94 48,24 3,10
t15d 8,70E+08 8,94 48,82 3,15
t30d 3,08E+08 8,49 81,88 8,04
t90d 3,29E+07 7,52 98,06 18,56

Taula 88. Recomptes i percentatges de reduccio obtinguts del procés de liofilitzacié i
emmagatzematge de la soca Lactobacillus plantarum 2 durant 90 dies usant com a protector llet
d’euga.
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Les taules 87 i 88 mostren els recomptes obtinguts de liofilitzar i conservar la soca
Lactobacillus plantarum 2 usant com a protector la llet d’euga i la de vaca. En la
seglient figura es pot observar la comparativa. La realitzacio del T-test per a dues

mostres relacionades (0=0,05) posa de manifest la manca de diferéncies significatives

entre els dos protectors (p-valor=0,1).

Recomptes totals

1,00E+10

1,00E+09 ~—

=—15% MS V
=—15% MS E

UFC/mL

1,00E+08 \

1,00E+07

Pre t0d t7d t15d t30d tood

Figura 45. Evoluci6 dels recomptes, en unitats formadores de colonia (UFC/mL), de la soca
Lactobacillus plantarum 2 quan aquesta és sotmesa al procés de liofilitzacio i emmagatzematge
durant 90 dies. La llegenda mostra la concentracié de matéria seca (MS) dels vials i I’origen de

la llet usada com a protector (V= vaca. E=euga).
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Discussio

1. Caracteritzacio microbiologica de

la llet d’euga al llarg de la gestacio

1.1. Discussio sobre els recomptes microbiologics totals de les

llets de dues eugues al llarg de la gestacio

Els resultats obtinguts del recomptes microbians de les llets de les eugues 1 i 2 al llarg
de dues gestacions no consecutives mostren que aquesta és, des del punt de vista
microbiologic, apta per al consum huma. Aquesta afirmacio es recolza en el fet que
totes les mostres de llet crua analitzades en aquest assaig han presentat recomptes totals
inferiors al 1,5 x 10° UFC/mL, limit establert per la legislacié europea (Reglament (CE)
N° 853/2004). Com indiquen Wells et al. (2012), la causa de la limitaci6 de la
proliferacié de microorganismes pot ser la ubicacié elevada del braguer de l'euga i la

mida del mugro, les quals tendeixen a limitar-ne 1’exposicio.

El medi de cultiu que ha permés recuperar un major percentatge de la microbiota
present ha estat el Columbia Agar amb Sang incubat durant 48 hores a 37°C (Figura 12),
revelant la important preseéncia d’espécies amb requeriments nutritius especials que
resulten més dificils de cultivar (en angles, fastidious microbial species). Aquesta
preséncia ha estat observada anteriorment per diversos autors (Chambers, 2002; Hayes i
Boor, 2001). Es per aixd que 1’as de medis enriquits resulta més idoni que el medi

Triptona Soja Agar per a obtenir recomptes totals més acurats.
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Les dues eugues mostren tendéncies similars en 1’evolucido dels recomptes
microbiologics al llarg del temps. Es pot apreciar com en tots els casos s’obté un p valor
superior a 0,05 (Taula 26), degut a que els recomptes de microorganismes presents en la
llet de les dues eugues no presenten diferéncies estadisticament significatives entre
elles. Aquest fet també es pot observar mitjancant el coeficient de correlacio de Pearson,
el qual és positiu en tots els casos i en ocasions s’aproxima a r =1. Ens trobem doncs en
un cas d’acceptacio de la hipotesi nul-la d’igualtat de mitjanes. Aquesta progressio
conjunta pot deure’s a una manca de variabilitat deguda a factors intrinsecs de 1’animal;
per poder avaluar aquest tipus de variabilitats s’han de dur a terme estudis amb un

nombre superior d’eugues.

Si tenim en compte 1’evolucid dels recomptes totals al llarg de les dues gestacions, es
pot percebre com els maxims s’obtenen durant ’onzé mes de la primera gestacio, i
durant el tercer i vuité mes de la tercera. Al sisé mes s’observa un minim. Tal i com es
pot observar a la Figura 46, els dos primers maxims mencionats coincideixen amb els
periodes gestacionals de 1’euga en els quals la produccié de progesterona (i de
progestagens en general) és més intensa (Tsumagari et al., 1991, Allen 2005). Inclos en
eugues avortades, els nivells de progestagens s’eleven abans que aquest es produeixi
(Hoffmann, 1996). EI minim detectat al sisé mes també es correspon amb el moment de
menor activitat de progestagens. Aquestes hormones migren a la llet, on es poden
detectar (Borst et al., 1985).

El tercer maxim pot estar relacionat amb el deslletament. En aquest moment els nivells
de progesterona no haurien de ser elevats, pero si poden ser-ho els de corticoides, ja que
suposa un procés estressant (Malinowski et al., 1990). Tant la progesterona com els
corticoides sén molécules immunosupressores amb efectes antiinflamatoris. El sistema
immunitari dels mamifers té un paper essencial en el manteniment de I'equilibri de les
comunitats microbianes residents (Hooper et al., 2012). Les alteracions en aquesta
immunitat produides pels canvis hormonals podrien causar doncs desequilibris en les

poblacions de microorganismes de la llet.
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Figura 46. Resum de les concentracions plasmatiques de les principals hormones presents
durant la gestacio de 1’euga (adaptat de Allen, 2005).

Tot i que no sembla haver estudis sobre la relacio entre els microorganismes de la llet i
les hormones gestacionals, Scheibl i Zerbe (2000) van descriure com una concentracid
elevada de progesterona en sang dona com a resultat problemes infecciosos de curs més
sever i més persistents en les vaques. A més a més, disminueixen la clearance dels
eritrocits recoberts d’anticos in vivo. Van observar com la progesterona suprimeix els
components especifics del sistema immune i cél-lules assassines naturals (natural
killers, NK), mentre que té una influéncia positiva sobretot en altres components no
especifics, els quals podrien ser considerats com a mecanismes compensatoris per
mantenir I'eficiencia del sistema immunitari. En [I'Gter, també van ressenyar
principalment efectes immunosupressors de la progesterona: disminucié de la migracié
de leucocits polimorfonuclears (PMN) a I'Uter gravid, persistencia de bacteris, sintesi de
proteines lacties uterines immunosupressores i disminucié de la migracié aleatoria de
PMN, indicant un significat de la progesterona en la patogénesi de I’endometritis en la

vaca i la gossa.
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1.2. Discussio sobre els recomptes microbiologics totals de la

llet d’Euga 1 en periode no gestant

Els recomptes microbioldgics obtinguts de la llet de ’Euga 1 en periode no gestant van
ser similars als obtinguts durant la gestacié. A nivell de géneres, cal destacar la
presencia de Lactococcus sp. i I’abséncia de Lactobacillus sp. EI microorganisme que es

va aillar en major nombre correspon a Kocuria sp.

1.3. Discussio dels resultats dels aillaments i caracteritzacions

de les colonies obtingudes

La major part dels géneres i espécies procedents de les diverses llets d’euga i que es van
identificar a través de les diverses metodologies emprades en aquest estudi es
corresponen amb microorganismes descrits en estudis previs. No és el cas dels generes
Pantoea, Hiphomicrobium, Cellulomonas i Burkholderia, dels quals no s’ha trobat
constancia bibliografica del seu aillament en llet d’euga o derivats. En el cas del génere
Enterobacter, trobem descrit en altres treballs 1’espécie Enterobacter cloacae (Motta et
al., 2014; Prestes et al., 1999), pero no I’especie Enterobacter amnigenus aillada en
aquest treball. De forma similar trobem descrites espécies del genere Enterococcus com
ara Enterococcus faecium (An et al., 2004), perd no es té constancia de troballes de
Enterococcus durans prévies a aquest estudi en la llet crua d’euga, pero si en el kumis
(Batdorj et al., 2006).

El conjunt de les llets analitzades van mostrar absencia de creixement dels seglents
patogens: Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Escherichia coli, Clostridium
perfringens i fongs productors de micotoxines. Aquestes dades concorden amb els citats
per bibliografia (Wells et al., 2012), on s’indica la manca general d’infeccions a la llet

d’euga.

Pel que fa a I’habitat natural i la possible implicaci6 a la llet de les principals soques

aillades, podem dir que la major part d’elles es troben de forma natural al medi ambient,
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associades al sol i a 1’aigua. Alguns géneres (Pantoea, Enterobacter, Burkholderia)
s’han aillat de vegetacio fresca, podent tenir el seu origen en I’herba de 1’aliment. En el
cas de Enterobacter i Enterococcus, poden provenir de femtes. Staphylococcus spp. sén
comensals de la pell. Els generes Lactobacillus i Lactococcus son descrits ampliament a
la llet de la majoria de mamifers. El seu origen es creu que és intestinal, arribant a la
glandula per les femtes o per migracid des de I’intesti de la mare a través dels vasos

sanguinis.

Cal recordar que, tot i que alguns dels microorganismes trobats poden tenir implicacions
patologiques, en cap dels analisis es varen localitzar en quantitats que poguessin indicar
infeccio de les mames. Per una altra banda, la seva preséncia si t€¢ implicacions a 1’hora
de decidir la vida util de la llet com a aliment cru. Cal doncs realitzar estudis sobre

I’evolucio del microbioma present a la llet d’egua.
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2. Caracteritzacio enzimatica de la

llet d’euga al llarg de la gestacié

2.1. Discussié dels resultats corresponents a [|'activitat

enzimatica total detectada a la llet d’euga mitjancant APl ZYM®

Les activitats enzimatiques totals de les llets d’ambdues eugues detectades amb el kit de
APl ZYM® mostren moltes similituds, presentant la mateixa mitjana, tot i que la llet
d’Euga 1 presenta una desviacié estandard superior a la d’Euga 2 (Taula 33). A la
Figura 15 es pot observar com la progressio al llarg del temps de les dues activitats és
similar per a les dues eugues. Si s’observa la segona part de la grafica (corresponent a la
gestacio més recent) es pot apreciar un augment d’aquesta activitat fins al quart mes de
gestacié, una disminucié fins al seté mes i un augment novament al vuite mes,
coincidint amb la disminucié de la productivitat de la llet degut al deslletament. Aquest
augment significatiu no succeeix amb tanta intensitat quan les eugues no sén

deslletades, com s’observa a la primera part de la grafica.

L’activitat total de cada enzim, en canvi, mostra petites diferéncies. Mentre que I’Euga
1 mostra com a activitat enzimatica més important la de 1’esterasa C:4, I’Euga 2 té com
a principal enzim la leucina arilamidasa. La diferencia és, pero, poc elevada, i ambdos
enzims ocupen en les dues eugues els dos primers llocs en quant a intensitat es refereix,
mostrant més de 200 nmol totals d’activitat. En segon terme, trobem una serie d’enzims
amb una activitat compresa entre els 150 i els 50 nmol de substrat hidrolitzats: sén

I’esterasa lipasa C:8, les fosfatases acida i alcalina, la valina arilamidasa, la naftol-AS-
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bi-fosfohidrolasa i la B- glucuronidasa, que difercixen lleugerament en I1’ordre
d’intensitat entre les dues eugues. Els enzims d’aquest segon grup, al igual que els del
primer, mostren una activitat persistent al Ilarg del temps, estant presents en moltes
ocasions en el 100% de les mostres. Seguidament trobem un altre grup que presenta una
activitat menys intensa, entre 50 i 10 nmol, on trobem la N-acetil-B-glucosaminidasa, la
tripsina, la a-fucosidasa, la B-glucosidasa i la cistina arilamidasa. La preséncia d’aquests
enzims ¢€s intermitent, i algun d’ells no es presenta en cap ocasido en una de les dues
eugues (Taula 35). Finalment, una série d’enzims no presenten cap tipus d’activitat a les
llets analitzades, on trobem la lipasa C:14, la a-quimiotripsina fosfohidrolasa, la a-

galactosidasa, la B-galactosidasa, la a-glucosidasa i la a-manosidasa.

Si analitzem la constancia d’aparicié de cada enzim, veiem que hi ha certs enzims
presents a totes les llets d’ambdues eugues: fosfatasa alcalina, esterasa i esterasa lipasa,
leucina i valina arilamidasa. Aquests enzims sén seguits de molt a prop per la fosfatasa
acida i la naftol-AS-bi-fosfohidrolasa, els quals sén presents almenys en 9 de les 11

mostres de cada euga. La resta d’enzims es poden considerar d’aparicid intermitent.

La preséncia d’una activitat enzimatica duta a terme per enzims constitutius a la llet
d’euga ¢és, doncs, un fet real. Aquesta activitat és, en molts casos, constant, i posseeix un
potencial per a produir canvis en la composicié de la llet a través de la hidrolisi de lipids

(lipalisi), proteines (proteolisi) i carbohidrats (glicolisi).

2.2. Discussio dels resultats corresponents a l'activitat de
cadascun dels enzims detectats a la llet d’euga mitjancant API

ZYM®

Dels 19 enzims constitutius analitzats amb el kit APl ZYM®, 13 mostren activitat en
alguna de les llets mostrejades. La intensitat de la seva accio, aixi com la constancia en

la seva aparicid, sén analitzats a continuacio.
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2.2.1. Esterasesi lipases

L’esterasa C:4 mostra una activitat elevada i constant al llarg de les gestacions, assolint
la maxima intensitat entre el 3r i el 4t mes, disminuint de forma important fins al 7¢ mes

I recuperant-se posteriorment.

L’esterasa lipasa C:8 també posseeix una activitat elevada i constant, augmentant
progressivament la seva intensitat fins al 3r i el 4t mes de gestacio, on es produeix un
pic. Posteriorment, I’activitat disminueix de nou, per augmentar al deslletament. En la
primera gestacid, on no es va produir aquest deslletament, trobem un segon pic al 9é
mes, menys intens, acompanyat d’una disminucié fins a 1’11¢. Aquests dos enzims

hidrolitzen els acids grassos i els triglicerids.

La persistent activitat esterasa es comuna a la llet, la qual conté diversos tipus de
I’enzim segons el tipus d’¢sters que hidrolitzen (aromatics, alifatics, ¢sters de colina).
Les esterases que presenten major activitat de forma general a la llet son les de tipus B,
on s’inclou ’esterasa lipasa, que presenta una marcada activitat en aquest estudi (Fox,
2003b). A la llet poden causar enranciment, disminuint la qualitat final d’aquesta. Cal
pero recordar que els lipids lactis es troben en globuls grassos en emulsio, els quals
confereixen una certa proteccié envers 1’accio enzimatica. El trencament del globul pot
ser espontani (la qual depen de factors molt diversos com ara I’individu, la raga, 1’estat
de la lactancia o el nivell de produccid), o induit (degut als processos mecanics als que
se sotmet la llet una vegada s’ha extret i a I’acci6 microbiana) (Chavez et al., 2007). La
seva accio dependra, per tant, de la disponibilitat en la qual es trobin els acids grassos i

gsters a la llet.

2.2.2. Proteases

La leucina arilamidasa ¢és, juntament amb [’esterasa C:4, I’enzim que mostra una
activitat meés intensa a la llet. Persistent al llarg de la gestacio, a grans trets va
augmentant fins al 66 mes, mostra un petit descens al 7& mes, elevant-se de nou durant
el 8¢ mes, hi hagi o no deslletament, fins a final de gestaci6. Aquest enzim, també

conegut com a leucina aminopeptidasa (LAP), es troba present en els cocs Gram
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positius, principalment en el génere Streptococcus spp. Aquests tipus de
microorganismes han estat detectats en un nombre elevat d’ocasions a les llets d’euga
avaluades en aquest estudi (vegeu Taules 28 i 29 a I’apartat Resultats). S’ha pogut
observar una manca de preséncia d’estreptococs en la llet d’ambdues eugues el 7¢ mes
de gestacio, coincidint amb un petit descens en la produccié de 1’enzim. Aixo0 ens pot

indicar un possible origen bacteria de part de I’activitat LAP trobada.

La valina arilamidasa té una activitat constant pero d’intensitat inferior a les anteriors.
Mostra un maxim al 4t mes i al 8¢ mes si hi ha deslletament. Si aquest no es produeix,
continua constant fins al 11é. Aquest enzim propicia la solubilitzacié de la caseina,
produint peptids petits i aminoacids lliures. La valina, juntament amb la leucina i
I’isoleucina sén una font d’energia important per a la glandula mamaria, aportant
carboni i nitrogen per a la sintesi d’aminoacids no essencials (Wohlt et al., 1977).
Aquest fet podria estar relacionat amb aquesta present activitat leucina i valina

arilamidasa, 1’origen de la qual podria trobar-se en el teixit mamari.

La fosfatasa alcalina mostra una activitat baixa pero constant al llarg de la gestacio,
augmentant molt substancialment en el vuité mes de la tercera gestacio, coincidint amb
el deslletament dels poltres. Aquest enzim es troba estretament lligat al globul gras
(Alais, 1985), i té un paper clau en la llet crua, ja que facilita I’accés al fosfor i al calci

per a la seva absorcié intestinal posterior per part del poltre (Revira i Pons, 1999).

La fosfatasa acida mostra uns nivells baixos 1 constants d’activitat al llarg del temps,
mostrant pics d’intensitat diferents segons I’euga (10¢ mes a Euga 2, 4t mes a Euga 1).
Al vuite mes de gestacid pateix un augment molt important en el cas que els poltres
siguin deslletats. La persistent 1 intensa activitat d’aquest enzim pot produir una intensa
hidrolisi de la caseina. Es per aixo que aquest enzim s’utilitza com a indicador del

deteriorament de la llet (Alais, 1985).

En vaques, I’activitat fosfatasa augmenta a final de la lactancia i a I’hivern. (Haab et al.,
1956). En el cas de les eugues no hi ha estudis previs sobre I’evoluci6 d’aquests enzims;
en el cas d’Euga 1 1 2 s’observa un augment coincidint amb la retirada del poltre, el que
es podria considerar final de la lactancia, la qual a més a més es va produir durant els

mesos d’hivern.
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L’activitat naftol-AS-bi-fosfohidrolasa és menys constant i mostra diferencies entre les
dues eugues, principalment entre els mesos 1 i 4 de gestaci6. El pic més important es
mostra en el deslletament, on els nivells son entre 3 i 4 vegades més elevats. Si no es
duu a terme el deslletament, els nivells es mantenen presents pero en baixes quantitats
fins al 11& mes de gestacio. La seva possible implicacio a la llet no s’ha descrit en cap

estudi previ.

2.2.3. Amilases

La preséncia d’activitat B-glucuronidasa també és menys constant a les llets, i sembla
augmentar a finals de la lactacio, sigui aquesta induida per deslletament al 8¢ mes o
abans del part al 11¢ mes. Es tracta d’un enzim ampliament descrit a la llet (Shahani et
al.,1973; El-Kholy et al., 1991; Ince et al., 1995), que pot arribar a causar ictericia en

neonats.

L’activitat N-acetil-B-glucosaminidasa és baixa i inconstant i mostra diferéncies visibles
entre les dues eugues. L’Euga 2 presenta nivells més elevats d’aquesta activitat en
general, mostrant un pic al 9¢ mes de gestacid, i presentant alt i baixos al llarg
d’aquesta. L’Euga 1 presenta una activitat molt baixa, inconstant i al limit de deteccid
del sistema. Ambdues eugues no registren activitat al 8¢ mes de la gestacio en la qual es
va interrompre la lactacio. Aquest enzim es troba present en diversos teixits i secrecions
mamaries, 1 s’ha descrit en la llet bovina, humana, caprina 1 porcina. La major part
s’origina a les c¢l-lules epitelials de la glandula mamaria, variant la seva activitat entre
lactacions i durant aquestes, i mostrant una major activitat en les vaques seques (Farkye,
2003).

Les activitats fosfatasa acida i N-acetil-B-glucosaminidasa podrien atribuir-se a efectes
de I’alimentacio de temporada. Estudis sobre 1’activitat conjunta d’aquests dos enzims
(Bagnicka et al., 2008) suggereixen que 1’activitat d’aquestes en llets en vaques lliures

de mastitis poden ser un indicador de 1’eficiencia del sistema d’alimentaci6 aplicat.
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L’activitat a-fucosidasa es detecta inconstantment en ambdues eugues, mostrant un pic
al deslletament en el cas d’Euga 1. La llet humana és rica en oligosacarids fucosilats, i
mostra també activitat fucosidasa, la qual és més alta a 1’inici de la lactacio, disminuint
notoriament fins a la segona setmana i incrementant-se de nou fins la seva fi
(Wiederschain i Newburg, 1995).

2.3. Discussio dels resultats corresponents a la comparacioé de
I’activitat enzimatica present a les llets de vaca, truja i euga,

detectada mitjangant API ZYM®

Els perfils observats en 1’analisi de la llet de 8 llets de truja mostra com els enzims més
actius en aquest cas son la fosfatasa acida, juntament amb la naftol-AS-bi-fosfohidrolasa
i la B-glucuronidasa (activitat mitjana de 40 nanomols de substrat hidrolitzats). En segon
lloc, trobem la fosfatasa alcalina i la a-glucosidasa (30 nmol), seguides de la N-acetil--
glucosaminidasa (20 nmol). A continuacié trobem les activitats leucina arilamidasa i
valina arilamidasa (5 nmol). Per ultim, la a-fucosidasa, esterasa C:4 i esterasa lipasa C:8
(2,5 nmol).

En el cas de les 4 llets de vaca, 1’analisi mostra com a enzims amb més activitat la
fosfatasa alcalina, la fosfatasa acida i la naftol-AS-bi-fosfohidrolasa (40 nanomols
d’activitat mitjana). Els altres enzims que van ser actius, pero en molta menor intensitat,
van ser l’esterasa C:4 i la leucina arilamidasa (uns 12 nmol), la B-glucuronidasa i
I’esterasa lipasa C:8 (uns 7 nanomols), la N-acetil-B-glucosaminidasa (5 nmol) i

finalment la a-manosidasa i la valina arilamidasa (2,5 nmol).

Si comparem les activitats enzimatiques detectades amb el kit API ZYM® en la llet
d’aquestes diverses especies de mamifers, podem veure com existeixen difereéncies tant
en els perfils com en la intensitat de 1’activitat d’aquests enzims. En termes generals,
podem dir que a la llet de les tres especies existeixen enzims proteolitics en grans
quantitats. A la llet d’euga, també hi ha un potencial de lipolisi important, mentre que a

la llet de truja té gran capacitat de descomposicio de carbohidrats complexos.
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3. Avaluacioé del potencial probiotic
dels bacteris acid lactics de la llet

d’euga

3.1. Discussio dels resultats corresponents a I’avaluacid de la

seguretat de les soques BAL equines

3.1.1. Discussid dels resultats corresponents a la sensibilitat als

antibiotics

De les 11 soques analitzades, 5 van mostrar resisténcies a algun antibiotic. Aquestes
resisténcies poden ser intrinseques o adquirides. Per tal de valorar aquest fet, cal
caracteritzar genéticament les soques i trobar els gens de resistencia implicats (EFSA,
2012).

La Comissio FEEDAP (2012) considera que:

- Qualsevol soca bacteriana que porta una resisténcia intrinseca a algun antimicrobia
presenta un potencial minim per a la propagacio horitzontal i, per tant, pot ser usat
com un additiu.

- Qualsevol soca bacteriana que porta una resistencia adquirida a antimicrobians que
es mostra que és a causa de la mutacions cromosomiques presenta un baix potencial

de propagacio horitzontal i generalment es pot usar com a additiu.
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- Qualsevol soca bacteriana que hagi adquirit resisténcia al(s) antimicrobia(ns) que es
mostra que és causa de l'adquisicié de determinants genétics presenta el major
potencial de propagacid horitzontal i no ha de ser utilitzat com a additiu.

- En abséncia d'informacié sobre la naturalesa genética d'una resisténcia demostrada,

la soca no s'ha d'utilitzar com a additiu.

Les soques que no van presentar resisténcies i per tant es considerarien segures son:
Lactobacillus plantarum 1, Lactobacillus plantarum 2, Lactobacillus plantarum 3,

Lactobacillus plantarum 5, Lactococcus brevis 2 i Lactococcus lactis.

La combinaci6 de tres metodologies per detectar resistencies a antibiotics ens ha permes
realitzar I’analisi de seguretat de forma més eficient. La metodologia que ens doéna un
resultat més acurat és el métode d’avaluacio de la MIC en agar MRS, a I’oferir dades

quantificables.

3.1.2. Discussio dels resultats corresponents a la capacitat hemolitica

De les 11 soques analitzades, 6 no presenten hemolisi i 3 produeixen hemaolisi parcial de

la sang. Cap de les soques BAL estudiades presenta hemolisi total.

3.2. Discussio dels resultats corresponents a la resisténcia a les

condicions gastrointestinals per part de les soques BAL equines

De les 11 soques analitzades, 9 soques van superar els diversos assajos realitzats
(resistencia a sals biliars, a lisozim i al peroxid d’hidrogen, aixi com a les condicions de
pH acid). Les dues soques restants no van ser resistents a pH entre 2 i 4, i per tant no es

van considerar resistents a les condicions gastrointestinals.

Les soques que van mostrar capacitat de resisténcia gastrointestinal van ser:
Lactobacillus plantarum 1, Lactobacillus plantarum 2, Lactobacillus plantarum 3,

Lactobacillus plantarum 4, Lactobacillus plantarum 5, Lactobacillus plantarum 6,

213



| Discussio

Lactobacillus brevis 1, Lactobacillus brevis 2, Enterococcus faecium.

3.3. Discussio dels resultats de I’avaluacio final del potencial

probiotic de les soques BAL equines

Després de la realitzacio de les diverses proves discutides anteriorment, les soques BAL
que van presentar un potencial Us com a probiotics per la seva seguretat i resistencia a
condicions similars a les gastrointestinals van ser:  Lactobacillus plantarum 1,
Lactobacillus plantarum 2, Lactobacillus plantarum 3, Lactobacillus plantarum 5 i

Lactococcus brevis 2.
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4. Avaluacio de la produccio de

substancies antimicrobianes

4.1. Discussio dels resultats corresponents a I’assaig de difusio

en agar

4.1.1. Discussio dels resultats de la mesura del pH i la temperatura

inicials dels sobrenedants assajats

Els pHs dels sobrenedants obtinguts al centrifugar els cultius de les soques de bacteris
acid lactics (BALS) a les 24 hores de la seva incubacié van oscil-lar entre 3,87 i el 4,8.
Les soques del genere Lactobacillus spp. van obtenir pHs més baixos que les soques de

Lactococcus sp. i Enterococcus sp.
Aquestes diferencies de pH poden ser degudes a la capacitat de cadascuna de les soques

per metabolitzar els diferents components del medi MRS i de la tolerancia a les

condicions d’incubaci6 a les que es van sotmetre els cultius (37°C en aerobiosi).
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4.1.2. Discussio dels resultats de les activitats antimicrobianes de les

soques BAL detectades mitjangant I’assaig de difusio en agar

El 100% de les soques de BAL equines assajades mitjancant el metode de difusio en
agar mostren activitats antimicrobianes. La soca mostra activitat enfront a un major
namero de microorganismes patogens o causants de deteriorament va ser Lactobacillus
plantarum 3 (12/12, 100% d’activitat), seguida de Lactobacillus plantarum 1,
Lactobacillus plantarum 2, Lactobacillus plantarum 4 i Lactobacillus brevis 1 (11/12,
91,67% d’activitat), Lactobacillus plantarum 6 (10/12, 83,33%), Lactococcus lactis i
Enterococcus durans (9/12, 75%), Lactobacillus plantarum 5 (8/12, 66,67%) i

finalment Lactobacillus brevis 2 i Enterococcus faecium (5/12, 41,67%).

De la mateixa forma, el 100% dels microorganismes patdogens o causants de
deteriorament sobre els quals es va realitzar I’assaig son inhibits per alguna soca BAL
equina. Els microorganismes s’ordenen, de major a menor sensibilitat, de la segiient
forma: Kocuria rhizophila (11/11, 100% de sensibilitat), Pantoea sp., Bacillus cereus i
Pseudomonas aeruginosa (10/11, 90,91% de sensibilitat), Salmonella enterica,
Klebsiella oxytoca, Escherichia coli i Staphylococcus aureus (9/11, 81,82% de
sensibilitat), Bacillus subtilis (8/11, 72,73% de sensibilitat), Listeria monocytogenes
(7/11, 63,64% de sensibilitat), Enterococcus faecalis (6/11, 54,55% de sensibilitat) i
Proteus vulgaris (5/11, 45,45% de sensibilitat).

Si s’analitza el percentatge d’activitat mostrada per cada soca BAL respecte al total
d’assajos realitzats (sobrenedants, pellets i sobrenedants tractats), es perceben
diferencies que situen els percentatges de la seglient forma: Lactobacillus plantarum 3
(25/48, 52,08% d’activitat), Lactobacillus plantarum 4 (26/28, 54,17% d’activitat),
Lactobacillus plantarum 1, Lactobacillus plantarum 2 i Lactobacillus brevis 1 (23/48,
47,92% d’activitat), Lactobacillus plantarum 6 (22/48, 45,83% d’activitat),
Lactobacillus plantarum 5 (21/48, 43,75% d’activitat), Lactococcus lactis (19/48,
39,58% d’activitat) Enterococcus durans (16/48, 33,33% d’activitat), Lactobacillus
brevis 2 (7/48, 14,58% d’activitat) i finalment Enterococcus faecium (6/48, 12,5%
d’activitat).
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Realitzant la mateixa operacid en relacié al nombre de microorganismes indesitjables
respecte al total d’assajos realitzats, Kocuria rhizophila continua sent el més sensible
(30/44, 68,18% de sensibilitat), seguit de Bacillus cereus (22/44, 50% de sensibilitat),
Pseudomonas aeruginosa (21/44, 47,73% de sensibilitat), Klebsiella oxytoca (20/44,
45,45% de sensibilitat), Pantoea sp. (19/44, 43,18% de sensibilitat), Salmonella
enterica (18/44, 40,90% de sensibilitat), Escherichia coli, Staphylococcus aureus i
Bacillus subtilis (17/44, 38,64% de sensibilitat), Listeria monocytogenes 12/44, 27,27%
de sensibilitat), Enterococcus faecalis (10/44, 22,73% de sensibilitat) i Proteus vulgaris
(8/44, 18,18% de sensibilitat).

De les quatre porcions assajades, el sobrenedant sense tractar és la que mostra més
activitat (98 resultats positius/ 132 assajos, 74,24% de sobrenedants actius). Les soques
s’ordenen, de major a menor activitat del sobrenedant, de la segiient forma:
Lactobacillus plantarum 3 i Lactobacillus plantarum 4 (12/12, 100% d’activitat),
Lactobacillus plantarum 1, Lactobacillus plantarum 2 i Lactobacillus brevis 1 (11/12,
91,67% d’activitat), Lactobacillus plantarum 6 (10/12, 83,33% d’activitat),
Enterococcus durans (9/12, 75% d’activitat), Lactobacillus plantarum 5 i Lactococcus
lactis (8/12, 66,67% d’activitat), Lactobacillus brevis 2 (5/12, 41,67% d’activitat) i
Enterococcus faecium (1/12, 8,33% d’activitat).

Després del sobrenedant sense tractar, la segiient porci6 amb major activitat és el
sobrenedant amb tractament térmic (80°C, 10 min) (82 resultats positius/ 132 assajos,
62,12% de sobrenedants amb tractament térmic actius). Les soques s’ordenen, de major
a menor activitat del sobrenedant tractat termicament, de la forma seguent:
Lactobacillus plantarum 3 i Lactobacillus plantarum 4 (11/12, 91,67% d’activitat),
Lactobacillus plantarum 1, Lactobacillus plantarum 6 i Lactobacillus brevis 1 (10/12,
83,33% d’activitat), Lactobacillus plantarum 2 (9/12, 75% d’activitat), Lactococcus
lactis (7/12, 58,33% d’activitat), Lactobacillus plantarum 5 i Enterococcus durans
(6/12, 50% d’activitat), i1 Lactobacillus brevis 2 (2/12, 16,67% d’activitat).
Enterococcus faecium va ser I’tinic BAL que no va mostrar cap activitat del sobrenedant

amb tractament térmic.

Seguidament, la porcié amb major activitat és el pellet (28 resultats positius/ 132

assajos, 21,21% de pellets actius). Les soques s’ordenen, de major a menor activitat,
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com seguidament s’expressa: Lactobacillus plantarum 5 (6/12, 50% d’activitat),
Enterococcus faecium (5/12, 41,67% d’activitat), Lactobacillus plantarum 2 i
Lactobacillus plantarum 4 (3/12, 25% d’activitat), Lactobacillus plantarum 1,
Lactobacillus plantarum 3, Lactobacillus plantarum 6, Lactobacillus brevis 1 i
Lactococcus lactis (2/12, 16,67% d’activitat), i Enterococcus durans (1/12, 8,33%
d’activitat). El pellet de la soca Lactobacillus brevis 2 no va mostrar activitat enfront a

cap dels microorganismes.

Finalment, la porcié que menor activitat mostra és el sobrenedant amb el pH tamponat a
7 (2 resultats positius/ 132 assajos, 1,52% de sobrenedants tamponats actius), el qual
nomes té activitat en el cas de Lactococcus lactis (2/12, 16,67% d’activitat).

4.1.3. Discussio dels resultats dels valors d’inhibici6 mostrats per les

soques BAL obtinguts mitjancant I’assaig de difusié en agar

El valor d’inhibicié (VI) que es pot obtenir de la mesura dels halos d’inhibicié ens

permet analitzar de forma qualitativa la intensitat de 1’acci6 antimicrobiana present.

La fracci6 que mostra més intensitat d’accid, mostrant un valor d’inhibici6 més elevat
és el sobrenedant sense tractar (suma dels VI = 221,3), sequida del sobrenedant tractat
termicament (suma dels VI= 194,9), el pellet (suma dels VI= 29,15) i finalment el
sobrenedant de pH tamponat (suma dels Vi= 2).

El microorganisme que va ser inhibit amb major intensitat va ser Kocuria rhizophila,
que va obtenir un valor total d’inhibicié dues vegades superior a la resta (suma dels VI=
96,95). Seguidament, i per ordre decreixent d’intensitat, els microorganismes s’ordenen
de la seguent forma: Pantoea sp. (suma VI= 45,85), Klebsiella oxytoca (suma VI=
41,85), Pseudomonas aeruginosa (suma VI= 37,3), Escherichia coli (suma VI= 35,6),
Salmonella enterica (suma VI= 31,65), Staphylococcus aureus (suma VI= 30,8),
Bacillus subtilis (suma VI= 27,55), Listeria monocytogenes (suma VI= 27,5), Bacillus
cereus (suma VI= 23,85), Proteus vulgaris (suma VI= 19,65), i Enterococcus faecalis
(suma VI=18,8).

218



Discussio |

En determinades ocasions els halos d’inhibici6 poden presentar colonies visibles a
simple vista en el seu interior, formant el que es classifica com a halos parcials. Si no es
tracta de contaminacions, aquestes colonies poden ser mutants resistents, poblacions
heterogénies o cultius mixtes (Canton, et al., 2000). Aquestes adaptacions per part dels
bacteris no son desitjables, ja que promouen la seleccio de resisténcies produint que les

infeccions siguin menys tractables (Andersson, 2003).

Si analitzem la quantitat d’halos parcials en relaci6 a la totalitat d’halos presents, es pot
observar com les diferents soques de BAL els produeixen en diferents quantitats,
ordenats de major a menor quantitat: Lactobacillus brevis 2 (6/7, 85,71%),
Lactobacillus plantarum 6 (15/22, 68,18%), Enterococcus durans (9/16, 56,25%),
Lactobacillus plantarum 4 (13/26, 50%), Lactococcus lactis (8/19, 42,11%),
Lactobacillus plantarum 5 (8/21, 38,1%), Lactobacillus brevis 1 (5/23, 21,74%),
Lactobacillus plantarum 1 (3/23, 13,04%) i Lactobacillus plantarum 3 (2/25, 8%). Les
soques Lactobacillus plantarum 2 i Enterococcus faecium no van presentar halos

parcials.

Per altra banda, si s’analitza la preséncia d’halos parcials en relacid al total d’halos des
del punt de vista del microorganisme que es desitja inhibir, també es pot observar com
alguns d’ells tenen més predisposicio a formar-los. Bacillus subtilis va ser el
microorganisme que va mostrar més halos parcials amb diferéncia (12/17, 70,59%),
seguit de Salmonella enterica (9/18, 50%), Klebsiella oxytoca (8/20, 40,00%), Listeria
monocytogenes (5/12, 41,67%), Pseudomonas aeruginosa (8/21, 38,1%), Bacillus
cereus (7/22, 31,82%), Escherichia coli (5/17, 29,41%), Proteus vulgaris (2/8, 25%),
Enterococcus faecalis (2/10, 20,00%), Staphylococcus aureus (3/17, 17,65%), i Pantoea
sp. (3/19, 15,79%) i Kocuria rhizophila (3/20, 15,00%).

De forma genérica podem dir que la soca lactica que presenta més activitat
antimicrobiana enfront a una major diversitat de microorganismes patdgens o causants
de deteriorament és Lactobacillus plantarum 3. Juntament amb Lactobacillus plantarum
1, també és la soca que inhibeix amb més intensitat els altres microorganismes,

presentant valors d’inhibicido més elevats que la resta de soques assajades.
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El microorganisme més sensible a 1’accié de les diverses soques lactiques és Kocuria
rhizophila. A més de ser la soca amb sensibilitat més amplia en quant al nimero de
soques lactiques amb capacitat d’inhibir-la (les 11 soques assajades van mostrar
inhibicid), també és la que mostra una inhibicié més intensa, és a dir, la que presenta

halos d’inhibicié de major mida.

El fet que la porcio que es mostra més activa sigui el sobrenedant sense tractament ens
indica que els tractaments aplicats sobre aquest inhibeixen els diferents components
antimicrobians presents: el tamponament del pH és el tractament que més disminueix
les activitats dels sobrenedants, anul-lant-los en la majoria de casos. Aix0 porta a pensar
que els principals causants de I’activitat antimicrobiana son els acids organics alliberats
del metabolisme fermentatiu de les soques lactiques i que per tant el pH és el factor més
important a I’hora de limitar el creixement dels microorganismes indesitjables, afavorint
a la vegada el desenvolupament de les soques de BAL. Aquesta afirmacié també es
fonamenta en el fet que les soques que mostren pHs més acids a les 24 hores
d’incubacié (Taula 40) es corresponen amb aquelles que tenen valors d’inhibicid més

elevats per part del sobrenedant sense tractament.

El tractament térmic a 80°C durant 10 minuts també disminueix en ocasions els valors
d’inhibicié. Si s’observa I’analisi estadistic de la Taula 64 es pot veure com els
sobrenedants de les soques Lactobacillus plantarum 1 i Lactobacillus brevis 1 mostren
un descens significatiu en la capacitat antimicrobiana quan son tractats térmicament.
Com en aquest cas el pH no es modifica, aquest fet es pot atribuir a la presencia en el
sobrenedant de substancies actives termosensibles, com pot ser el cas de les
bacteriocines de classe 11l o bacteriolisines (Klaenhammer, 1993). Lash et al (2005),
van caracteritzar parcialment una bacteriocina termosensible procedent de Lactobacillus
plantarum ATCC 8014. No es té constancia anterior de bacteriocines termolabils
generades per Lactobacillus brevis. La soca L. brevis 1 genera peroxid d’hidrogen; el
descens en la intensitat de la seva accio podria ser deguda a una inactivacié d’aquest

peroxid a causa de I’increment de temperatura (Blanco-Brieva et al., 2012).

Lactococcus lactis va ser I’inica espécie que va mostrar activitat en sobrenedant
tamponat, mostrant halos d’inhibicio per a Pantoea sp. i per a Klebsiella oxytoca.

Aquesta activitat pot ser atribuible, per exemple, a la preséncia de bacteriocines com la
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nisina (Cheigh et al., 2002; De Vuyst i Vandamme, 1992), la lacticina (Piard et al.,
1992), o similars.

La llet crua representa una font de noves soques de BAL amb el potencial d'inhibir la
microbiota indesitjable, podent utilitzar-se per a la biopreservacio de productes lactis
(Rodriguez et al., 2000), ensitjats (Gollop et al., 2005), carns (Stiles i Hastings, 1991),
vegetals (Trias et al., 2010), etc.

4.2. Discussio dels resultats corresponents a la produccio de

peroxid d’hidrogen

La formacidé de peroxid d’hidrogen va ser positiva en 6/11 soques lactiques (54,5%).
Les soques que van mostrar una produccié més intensa van ser Lactobacillus
plantarum 6, Lactobacillus brevis 1 i Enterococcus faecium. També van mostrar
activitat, tot i que en menys intensitat, les soques Lactobacillus plantarum 1,

Lactobacillus plantarum 2, i Lactobacillus brevis 2.

Aquesta activitat per part dels BAL ha estat mencionada per altres autors en aillats
procedents de diverses fonts com poden ser el formatge (Herreros et al.,2005), la vagina
(Eschenbach et al., 1989), o I’intesti huma (Pridmore et al., 2008), pero no hi ha
constancia de la seva troballa en soques procedents de la llet crua.
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5. Capacitat de proteccio de soques

lactiques de la llet d’euga

5.1. Discussio dels resultats de I'assaig de conservacid en llet
d’euga de soques de Lactobacillus spp. i de Lactococcus lactis

equines

5.1.1. Discussio dels resultats de la conservacio de la viabilitat de les

soques lactiques al procés de liofilitzacio

Si es compara la pérdua de viabilitat deguda al procés de la liofilitzacié entre els vials
que incorporen llet d’euga i els seus respectius controls sense llet per cadascuna de les
quatre soques assajades (diferencia entre els valors pre liofilitzacio i temps 0), es pot
observar com, a I’incorporar llet d’euga al medi de suspensio, la viabilitat de les soques
es manté practicament inalterada. Aquest fet no succeeix en els controls, els quals

pateixen una disminucié d’aproximadament una unitat logaritmica en tots els casos.

222



Discussio |

5.1.2. Discussio dels resultats de la conservacido de la viabilitat de les

soques lactiques al llarg de 90 dies d’emmagatzemament

5.1.2.1. Lactobacillus plantarum 3 (condicions de conservacio: 42C, buit i

abseéncia de llum)

La conservacio de la viabilitat d’aquesta soca en suspensidé tamponada (control)
continua disminuint les segiients 48 hores després de la lioflitzacid, estabilitzant-se
posteriorment i mantenint-se fins a 15 dies, moment en el qual tendeix de nou a
disminuir. Als 90 dies de conservacio, la reduccié respecte al valor inicial és
d’aproximadament dues unitats logaritmiques. En el cas dels vials amb llet d’euga es
pot veure com la viabilitat es manté practicament sense alterar al llarg dels 90 dies. La

pérdua total no suposa un descens important (inferior a una unitat logaritmica).

5.1.2.2. Lactobacillus plantarum 2 (condicions de conservacio: T2

ambient, buit i abséncia de llum)

Quan es preserva aquesta soca en buffer fosfat, la viabilitat disminueix gradualment
durant els primers 30 dies d’emmagatzematge fins a disminuir una unitat logaritmica.
Als 90 dies de conservacid, la reduccid respecte al valor inicial és de 4 unitats
logaritmiques. En el cas dels vials amb llet d’euga s’observa com la viabilitat es manté
practicament inalterada fins als 15 dies, moment en el que inicia un descens que, als 90

dies, assoleix aproximadament una unitat logaritmica.

La comparacié de la pérdua de viabilitat de Lactobacillus plantarum 3 i Lactobacillus
plantarum 2 ens permet observar I’efecte del fred sobre la conservaci6 d’aquesta
especie, sobretot a llarg termini. En el cas dels controls preservats durant 90 dies en
buffer, la pérdua de viabilitat resulta més d’un 50% inferior si la soca es conserva en
fred (40% de pérdua a temperatura ambient enfront a un 16% a 4°C). Si s’addiciona llet
d’euga com a protector, aquesta diferéncia també existeix de forma marcada (10-15%
de pérdua enfront un 2-4% aproximadament). Sembla doncs que 1I’emmagatzematge

dels vials en fred afavoreix la conservacio a llarg termini de Lactobacillus plantarum.

223



| Discussio

5.1.2.3. Lactobacillus brevis 1 (condicions de conservacié: 42C, buit i

abseéncia de llum)

La viabilitat d’aquesta soca al llarg del temps en el cas de no addicionar protector
(control), es manté durant els primers 15 dies d’emmagatzematge, perdent-se
progressivament des de llavors i fins els 90 dies, amb un descens aproximat de 0.5
unitats logaritmiques. En el cas dels vials amb llet d’euga la viabilitat es conserva els 30
primers dies practicament sense alterar, iniciant-se una disminucio fins als 90 dies que
arriba fins a una unitat logaritmica. Comparada amb els vials control, la disminucid
entre el dia 30 i el 90 és més marcada, pero la disminucid total (comptant la pérdua pre

liofilitzacio — temps 0) és menor.

5.1.2.4. Lactococcus lactis (condicions de conservaciéo: 4°C, buit i

abséncia de llum)

Es pot observar com el control és la concentracié que presenta major perdua de la
viabilitat al Ilarg dels 90 dies. Comparada amb les soques de Lactobacillus spp., la
perdua deguda a I’emmagatzematge és reduida (inferior a 1 unitat logaritmica), tot i que
la perdua deguda al procés de liofilitzacio (diferéncia entre preliofilitzacié i temps 0) és
la més elevada (superior a 1 unitat logaritmica). Pel que fa la resta de concentracions de
llet en pols, s’observen augments i disminucions de la viabilitat quan la tendéncia hauria

de ser una disminucid progressiva o un manteniment d’aquesta.

Lactococcus lactis presenta diferencies respecte al génere Lactobacillus en quant a
manteniment de la viabilitat es refereix. A la Figura 39 no s’observa una marcada
diferencia entre el control i la resta de concentracions com és el cas de les figures
corresponents a les soques de Lactobacillus spp. (Figures 30, 33 i 36). Aquest fet és
probablement degut a una manca homogeneitzacié de la biomassa centrifugada durant
la preparacié dels vials, que resulta en uns recomptes preliofilitzaci6 molt diferents
entre si. Aquest biaix grafic es corregeix en les Figures 40 i 41, on es mostra la reduccié
(en percentatge) de viabilitat de la soca. Els augments de viabilitat al llarg del temps que

presenten en alguns casos els vials amb llet d’euga es poden explicar també per la
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manca d’homogeneitzacio de la biomassa inicial, la qual podria estar causada per la

formaci6 d’agregats dificils de trencar en suspensio.

Alguns estudis com els que es citen posteriorment atribueixen la creacio d’agregats en
I’espécie Lactococcus lactis a la formacidé del pili. L’analisi de lactococs aillats
d’ambients clinics i vegetals mostren la produccié de pili sota condicions estandard de
creixement. La identificacio de pili funcionals suggereix que els canvis que promouen
amb aquesta agregacio i en la formacié de biofilms s’han de tenir en compte en les
seves possibles aplicacions (Oxaran et al., 2012). Aquest pili és capag d’adherir-se a les
cel-lules epitelials de D’intesti, promovent la seva persisténcia i els seus efectes

beneficiosos (Meyrand et al., 2013).

5.1.3. Concentracions de llet d’euga optimes per a la conservacio de les

diferents soques BAL equines

Les concentracions de matéria seca optimes per a la liofilitzacio i conservacio a llarg
termini de les diferents soques lactiques emprades en aquest estudi s’han decidit en

funcio dels resultats obtinguts a les Taules 69, 73, 77 i 81, i s’expressen a la taula 89.

%MS optima

Condicions
emmagatzematge t0d t90d
Lactobacilus plantarum 3 4°C, buit 10% 25%
Lactobacillus plantarum 2 T° ambient, O, 10% 20%
Lactobacillus brevis 1 4°C, buit 5% 20%
Lactococcus lactis 4°C, buit 10% 20%

Taula 89. Concentracions de llet d’euga en pols per a una Optima conservacio de la

viabilitat de diferents soques lactiques equines.

Dels resultats s’extreu que les concentracions Optimes a utilitzar poden variar al llarg
del temps. Si s’analitzen a temps 0 (immediatament post liofilitzacid), s’observa com la
viabilitat es mant¢ millor en concentracions baixes de llet d’euga (entre el 5% i el 10%
de matéria seca). Si, pel contrari, prenem els valors de temps 90 dies, el rang de
concentracio idoni és més elevat (entre el 20% i el 25% de mateéria seca). Tot sembla
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indicar, doncs, que la concentracié idonia no és un valor Unic, sin6 que depén del
moment en el que volem administrar el microorganisme, necessitant d’una major

aportacio de matéria seca quant major és el temps d’emmagatzemament.

5.1.4. Discussié dels resultats estadistics referents a la capacitat de

crioproteccio de la llet d’euga

La valoracio de la significacio estadistica de qualsevol resultat referent al
desenvolupament microbia resulta complex degut al comportament de les dades
experimentals que s’obtenen. Els bacteris creixen seguint una progressio geometrica en
la qual el nombre d’individus es duplica al cap d’un temps determinat (temps de
generacid). El comportament invers, és a dir, la pérdua de viabilitat, sovint té un

comportament similar, decreixent de forma logaritmica al llarg del temps.

A Tanalitzar les diferéncies de les dades obtingudes en aquest experiment en valors
absoluts, els p-valors resultants no ofereixen una visié ajustada del que succeeix
graficament. Tractar amb nombres molt elevats (10* — 10°), suposa obtenir variancies
molt elevades. Transformant els valors a logaritmes la variancia disminueix
considerablement, 1 els valors obtinguts s’acosten més a la realitat mostrada a les

figures.

Aquest fet també succeeix quan s’ha d’expressar la perdua de la viabilitat en
percentatges de reduccido. A les Figures 31, 34, 37 i 40 es pot apreciar com aquests
tendeixen rapidament a 100% tot i que els valors dels recomptes no s’aproximen 0
(Figures 30, 33, 36 i 39). Al transformar els valors a logaritmes els percentatges es
redueixen i les diferéncies entre els grups es fan més notories (Figures 32, 35, 38 i 41).

Si es comparen els resultats obtinguts entre les diferents concentracions de llet d’euga,
es pot observar com existeixen diferéncies estadisticament significatives entre els vials
control 1 els vials amb llet d’euga per a totes les soques assajades en alguna de les
concentracions. S’observen diferéncies entre les dades comparades en valors absoluts i

en valors expressats en logaritmes, modificant en certs casos la significacio estadistica.
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5.1.5. Discussio dels resultats de la conservacié de la viabilitat de tres
soques de Lactobacillus plantarum equines al ser sotmeses al procés de
liofilitzaciéo protegides amb llet d’euga en comparacio amb la llet de

vaca.

Les Figures 42, 43 i 44 ens mostren com el grau de perdua de viabilitat deguda al procés
de la liofilitzaci6 és forca similar si s’utilitza llet de vaca o llet d’euga, no observant-se
diferéncies estadisticament significatives (Taula 86). En ambdos casos, s’observa una
perdua que pot oscil-lar d’una a tres unitats logaritmiques, depenent de la concentracid
en la que es trobi el crioprotector. Les concentracions de matéria seca que mostren
millor capacitat per protegir les tres soques oscil-len entre el 10% i el 20% en el cas de

la llet d’euga i entre el 15% 1 el 20% en la llet de vaca.

5.1.6. Discussio dels resultats referents a la conservacid de la viabilitat
de Lactobacillus plantarum 2 durant 90 dies d’emmagatzemament

protegit amb llet d’euga en comparaciéo amb la llet de vaca

La soca Lactobacillus plantarum 2 es va protegir paral-lelament en llet descremada vaca
al 15% (Taula 87). Les diferéncies amb la llet d’euga no van ser estadisticament
significatives, el que ens indica que, usant un 15% de llet en pols d’euga per la proteccid

de la soca liofilitzada, s’obtenen resultats comparables als de la llet de vaca.

227












Conclusions

Conclusions

1. Els resultats obtinguts del recomptes microbians de l’analisi de 23 llets crues
procedents de dues eugues mostren que aquesta és, des del punt de vista microbiologic,
apta per al consum huma. Aquesta afirmacio es recolza en el fet que totes les mostres
han presentat recomptes totals inferiors al 1,5 x 10° UFC/ mL, limit establert per la
legislacio europea (Reglament (CE) N° 853/2004).

2. La llet d’euga posseeix un microbioma ampli que es veu modificat,
quantitativament i qualitativa, al llarg de la gestacié de I’euga. Les condicions de cultiu
que permeten una major recuperacié de microorganismes de la llet d’euga s6n: Agar

Columbia + 5% de sang de xai, 37°C, 48 hores d’incubaci6 en aerobiosi.

3. Lallet d’euga conté una gran varietat d’enzims constitutius detectables mitjangant
kits comercials miniaturitzats. Aquests enzims presenten una variabilitat quantitativa al
Ilarg de la gestacid. Entre els enzims estudiats, els que es troben en major concentracid

son ’esterasa C4 1 la leucina arilamidasa.

4. El perfil enzimatic de la llet crua mostra variacions qualitatives i quantitatives en

funcio6 de I’espécie productora.

5. La caracteritzacio de perfils enzimatics mitjancant I's de kits comercials
miniaturitzats es confirma com un sistema rapid, simple, especific i sensible. La seva
aplicacié en aquest estudi obre noves possibilitats d'Us, permetent el seguiment de les
activitats enzimatiques en certes matrius alimentaries al llarg del temps, valorant la seva

estabilitat.
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6. De les 11 soques de bacteris acid lactics aillats de la llet i femtes d’euga, les que
van presentar un potencial Us com a probiotics per la seva seguretat i resistencia in vitro
a condicions gastrointestinals van ser les anomenades com a Lactobacillus plantarum 1,
Lactobacillus plantarum 2, Lactobacillus plantarum 3, Lactobacillus plantarum 5 i

Lactococcus brevis 2.

7. Els bacteris acid lactics aillats a la llet i femtes equines posseeixen una capacitat
antimicrobiana enfront una gran diversitat de microorganismes indesitjables (alterants
i/o patogens). Es necessaria la realitzacié d’estudis complementaris per a demostrar el
seu potencial Us com a biopreservadors. La seva accié antimicrobiana es deu
principalment a la formaci6é d’acids organics, perd també a la produccié de peroxid
d’hidrogen i compostos termolabils. Per altra banda, cal tenir en compte el potencial risc
de seleccié de soques resistents que pot comportar el seu us, fet que s’ha pogut
evidenciar in vitro. De les 11 soques testades, 1’anomenada com a Lactobacillus
plantarum 2 es posiciona com la millor candidata a posteriors assajos, al ser la que
mostra major capacitat d’inhibici6é sense generar resisténcies detectables mitjangant el

test de difusi®.

8. Lallet d'euga en pols es presenta com una bona alternativa a I's de la llet de vaca
per a la liofilitzaci6 de soques de Lactobacillus spp. i de Lactococcus lactis de
procedéncia equina. A causa de la seva composicidé, molt similar a la llet materna
humana, pot esdevenir un bon excipient per a aliments funcionals o complements
alimentaris, especialment aquells destinats a la nutricié infantil i per a persones amb

intolerancia a la proteina de la llet de vaca.
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