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RESUMEN

Introduccion: Los germinados son alimentos listos para el
CONSUMO cuyo uso estd bastante extendido y de los que es
necesario garantizar su inocuidad.

Objetivos: Nuestros objetivos fueron conocer la Nor-
mativa Europea que regula la Seguridad Alimentaria de los
mismos y evaluar la calidad microbioldgica de algunos tipos
de germinados.

Metodologia: La Normativa Europea estudiada recoge la
evolucion relativa a la Seguridad Alimentaria de hortalizas, in-
cluyendo las semillas germinadas. En 2005 se establece uni-
camente la investigacion de Salmonella y a partir de 2013
plantea criterios de calidad microbioldgica para los germina-
dos; dicha Normativa esta transpuesta a la Reglamentacion
Espafiola. Para el estudio microbioldgico se utilizaron 5 tipos
diferentes de germinados adquiridos en el comercio, que se
analizaron directamente (control), después de su lavado con
agua destilada y tras su tratamiento con un desinfectante. Se
realizaron recuentos de bacterias aerobias mesdfilas totales,
Escherichia coli y Listeria monocytogenes y se investigé la
presencia de Salmonella spp.

Resultados: Los recuentos de bacterias aerobias mesofi-
las totales en los controles estuvieron comprendidos entre 1,0
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x 108a 2,0 x 10° ufc/g; en los lavados, fueron de 6,0 x 107 a
1,1 x 10° ufc/g y en los tratados de 1,0 x 107 a 6,8 x 108
ufc/g. La reduccion de la carga bacteriana por el lavado fue
de 24 % (ajo) a 50 % (brdcoli) y en el caso del tratamiento
con el desinfectante de 59 % (ajo) a 90 % (alfalfa). Los re-
cuentos de Escherichia coli 'y Listeria monocytogenes fueron
inferiores a 10 ufc/g en todas las muestras y en el caso de
Salmonella spp. hubo ausencia en 25 g en todas las muestras
analizadas.

Conclusiones: Los recuentos de Escherichia coli y Listeria
monocytogenes son inferiores a lo indicado en la normativa y
no se encontrd presencia de Salmonella spp. En conclusion
los germinados analizados se consideran alimentos seguros e
inocuos.

PALABRAS CLAVE

Germinados, calidad microbiolégica, normativa, seguridad
alimentaria.

ABSTRACT

Introduction: Sprouts are ready-to-eat foods, and their
use is quite widespread, consequently it is necessary to
guarantee their safety.

Objective: The aims of this study were to know the
European Regulations about Food Safety of sprouts and to
evaluate the microbiological quality of some types of sprouts.

Methods: The European Regulation reflects the evolution
related to Food Safety of vegetables, including sprouted
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seeds. In 2005, only Salmonella was established to be inves-
tigated in sprouts, and in 2013, the European Union proposed
microbiological quality criteria for sprouts and that Regulation
was transposed to the Spanish Regulations. For the
microbiological study, five different types of commercial
sprouts were chosen; they were directly analyzed (control),
after distilled water washing and after treatment with a
disinfectant. Total mesophilic aerobic bacteria, Escherichia coli
and Listeria monocytogenes were counted and presence of
Salmonella spp. was determined.

Results: Counts of total mesophilic aerobic bacteria were
between 1.0 x 108 to 2.0 x 10° cfu/g in control samples; in
the washed ones, from 6.0 x 107 to 1.1 x 10° cfu/g, and, in
the treated ones, from 1.0 x 107 to 6.8 x 108 cfu/g. The
reduction of bacterial load by washing was from 24 % (garlic)
to 50 % (broccoli) and in the case of treatment with the
disinfectant from 59 % (garlic) to 90 % (alfalfa). Escherichia
coli and Listeria monocytogenes counts were lower than 10
cfu/g in all samples, and there was absence of Salmonella
spp. in 25 g of all the samples analyzed.

Conclusions: Escherichia coli and Listeria monocytogenes
counts were lower than those indicated in the Regulations,
and no presence of Salmonella spp was found. In conclusion,
the analyzed sprouts are considered safe and innocuous
foods.
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LISTADO DE ABREVIATURAS

AECOSAN: Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad
Alimentaria y Nutricion.

AESAN: Agencia Espafola de Seguridad Alimentaria y
Nutricidn.

ANOVA: Andlisis de Varianza.

BPA: Buenas Practicas de Almacenamiento.
BPH: Buenas Practicas de Higiene.

CE: Comunidad Europea.

ESSA: European Sprouted Seeds Association (Asociacion
Europea de Semillas Germinadas).

EE.UU: Estados Unidos.

FAO: Food and Agriculture Organization of the United
Nations.

HSD: Honestly significant - difference.
INFOSAN: International Food Safety Authorities Network.
ISO: International Organization for Standardization.

log: Logaritmo.
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mL: Mililitro.

NACMCF: National Advisory Committee on Microbiological
Criteria for Foods.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PCA: Plate Count Agar.

ppm: Partes por milldn.

RAE: Real Academia Espanola.

RASFF: Rapid Alert System for Food and Feed.
RD: Real Decreto.

SCIRI: Sistema Coordinado de Intercambio Rapido de
Informacion.

ser: Serotipo.

spp: Especies.

STEC: Shiga toxin-producing Escherichia coli.

SUH: Sindrome Urémico Hemolitico.

UE: Unidn Europea.

ufc/g: Unidades formadoras de colonias por gramo.

var: Variedad.

INTRODUCCION

Los germinados, también llamados brotes, son alimentos
que han ido conquistando a los consumidores por su agrada-
ble frescura y su interés nutricional y se usan acompanando
a diversos platos, tanto a nivel doméstico como en un gran
nimero de restaurantes de todo el mundo. Aunque su uso
esta muy extendido surgen dudas sobre su denominacion. La
palabra germinado no se define como tal en el Diccionario de
la Lengua Espafiola!, donde si aparece la palabra germinar,
para la que se indica que es: Dicho de un vegetal: Comenzar
a desarrollarse desde la semilla. Por su parte la Asociacion
Europea de Semillas Germinadas (ESSA), define brotes como:
Producto obtenido a partir de la germinacion de semillas y su
desarrollo en agua o en otro medio, recolectado antes de que
aparezcan hojas verdaderas y destinado a ser consumido en-
tero, incluida la semilla?.

Generalmente el término mas difundido entre los consumi-
dores es el de germinados, si bien, también se utiliza la de-
nominacion de brotes para los mismos; no obstante, el tér-
mino brotes, se utiliza para pequenas hojas de distintas
hortalizas, a las que se considera «brotes tiernos», que se
suelen utilizar en ensaladas. Segln la Real Academia
Espafola (RAE), brote es: Pimpollo o renuevo que empieza a
desarrollarse. La doble denominacion de brotes para las se-
millas que empiezan a germinar o para las pequefias hojas se
observa en la propia Normativa comunitaria, por lo que, en
nuestro estudio, al hacer referencia a dicha Normativa utiliza-
remos el término que se indica en la misma.
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El germinado mas conocido en todo el mundo es el de soja
verde, ya que aparece como ingrediente en los rollitos prima-
vera. Ya en los afios 2000 se empiezan a ver distintos germi-
nados como adorno en diferentes platos servidos en restau-
rantes y a partir de aqui se fueron incorporando al uso
doméstico. Se utilizan generalmente frescos, sobre todo para
aportar sabor a alimentos mas elaborados, acompafiando en-
saladas servidas con carnes o pescados; también pueden sal-
tearse, pero el tiempo de coccidén debe ser muy corto debido
a que son alimentos de los que rapidamente cambian sus ca-
racteristicas sensoriales. Otras formas de uso mas novedosas
son galletas y snacks elaborados a base de distintos tipos de
germinados3+,

Diferentes autores investigan sobre el valor nutritivo de es-
tos alimentos. Algunos hacen mencion a que el proceso de ger-
minacién mejora el valor nutritivo de las semillas, a que au-
mentan los compuestos bioactivos, tales como la vitamina C y
polifenoles y/o a que el proceso genere una disminucion de fac-
tores antinutricionales dando origen a alimentos de mayor in-
terés>®, La utilizacion de los germinados se ha ido afianzando
y ha impulsado el desarrollo de industrias dedicadas a su pro-
duccién, aunque también ha aumentado su elaboracion de
forma casera. En Espafia existen varias industrias registradas,
muchas de ellas dedicadas concretamente a la produccion de
germinados y establecidas en las diferentes regiones espafio-
las, destacando La Rioja, Madrid, Murcia y Barcelona; en
Madrid hay una empresa que comercializa, aproximadamente
100 tipos distintos de germinados. A nivel doméstico se pue-
den preparar de forma muy sencilla, existiendo publicaciones
en las que se indican las condiciones para cada tipo de semilla.

En el afio 2003, el Codex Alimentarius publicd el Cédigo de
Practicas de Higiene para las Frutas y Hortalizas Frescas, en
cuyo Anexo II se plantean las recomendaciones para la pro-
duccién de semillas germinadas destinadas al consumo hu-
mano; entre ellas, indica realizar controles microbioldgicos de
patégenos: Salmonella spp., Escherichia coli patégeno,
Listeria monocytogenes y Shigella spp. en semillas, germina-
dos y en el agua utilizada para la germinacion. Sugiere la apli-
cacién de las Buenas Practicas de Almacenamiento (BPA) de
las semillas durante la produccién, acondicionamiento y al-
macenamiento y las Buenas Practicas de Higiene (BPH). Sin
embargo en la Normativa Europea aun no aparecia ninguna
norma especifica para los germinados’. Dado que en ambos
casos, produccion industrial y doméstica, existe el riesgo de
desarrollo de microorganismos indeseables debido a la hu-
medad y temperatura caracteristicos del proceso de germina-
cion, lo mas importante es cuidar la higiene de las semillas y
del agua que se utilizard para dicho proceso.

En la actualidad existe una amplia informacion para la co-
rrecta produccion de los germinados destinados al consumo
humano, sobre todo para evitar que se origine la contamina-
cién durante el proceso de obtencién. De gran interés es la
Guia de Buenas Practicas de Higiene en la Produccion

Primaria de Brotes Vegetales, la cual presenta un Arbol de
Decisiones para el Control Microbioldgico de Brotes o de Agua
de Riego utilizada, con pautas necesarias para la elaboracion
de los mismos8. Por su parte la ESSA, establece las Directrices
de Higiene para la produccion de brotes y semillas para ger-
minacion. Ambas sirven de apoyo informativo para los pro-
ductores de brotes; aunque no tienen caracter juridico?.

En relacion a las caracteristicas sanitarias de estos alimen-
tos, a mediados del 2011, se produjo en Alemania un brote
de infeccion por Escherichia coli productora de toxina Shiga
(STEC) con una incidencia importante de sindrome urémico
hemolitico (SUH), que afecto6 a cientos de personas y que se
extendié a varios paises europeos, causando una alerta ali-
mentaria en toda la Union Europea (UE). Las investigaciones
relacionaron la crisis alimentaria con el consumo de germina-
dos contaminados elaborados con semillas de alholva
(Trigonella foenum-graecum L.) provenientes de Egipto.
Debido a esto se planted la Decision de Ejecucion de la
Comision del 6 julio de 2011 sobre medidas de emergencia
aplicables a las semillas de alholva y determinadas semillas y
habas importadas de Egipto (2011/402/UE); esta Decision fue
modificada posteriormente, el 6 de octubre de 2011, por la
Decision de Ejecucion de la Comisién (2011/662/UE). A partir
del problema suscitado y de la Decisién Comunitaria que aca-
bamos de comentar, han ido surgiendo nuevos controles y
normas a nivel europeo®19,

OBJETIVOS

Todas estas circunstancias son motivo suficiente para in-
tentar profundizar en el conocimiento de este tipo de alimen-
tos, lo que se plantea en los objetivos: a) conocer la
Normativa Europea que regula la Seguridad Alimentaria de los
germinados y b) estudiar desde el punto de vista microbiolo-
gico varios germinados comerciales con el fin de determinar
si se trata de alimentos seguros.

Seguridad Alimentaria de los Germinados:
Normativa

La Seguridad Alimentaria ha suscitado interés, desde hace
muchos afios, a nivel internacional, y a partir de la existencia
de una Europa unida se ha procurado establecer normas co-
munes que la regulen. A ello se incorpord el Sistema de Alerta
Rapida para Alimentos y Piensos (RASFF — Rapid Alert System
for Food and Feed) creado en 1979; ésta es una herramienta
que permite mantener comunicados y actualizados a todos
los miembros de la comunidad sobre las Notificaciones y
Alertas provocadas por problemas relacionados con los ali-
mentos que puedan afectar a la salud publicall,

En Espaiia, a partir de 1987, el sistema que gestiona el in-
tercambio de la informacion sobre las alertas alimentarias es
el Sistema Coordinado de Intercambio Rapido de Informacion
(SCIRI), una Red de Alerta Alimentaria establecida por la de-
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nominada actualmente Agencia Espafiola de Seguridad
Alimentaria y Nutricion (AESAN). La Red SCIRI establece co-
municacion constante con el RASFF (Red Europea) sobre los
posibles riesgos alimentarios. Dada una alerta, el RASFF, ade-
mas de comunicarla a sus miembros, la comunica a otros sis-
temas internacionales como el «International Food Safety
Authorities Network» (INFOSAN), miembro de la Organi-
zacién Mundial de la Salud (OMS) con el fin de preservar la
Seguridad Alimentaria a nivel mundial'2.

La primera crisis internacional, no solo a nivel europeo, que
involucrd a los germinados fue en 1995, estuvo causada por
Salmonella y afectd a 17 Estados de los Estados Unidos (EE.
UU) y a Finlandia; esta crisis se relaciond con germinados de
alfalfa contaminados con Salmonella enterica ser. Stanley, y
se comprobo que los germinados se obtuvieron a partir de se-
millas contaminadas procedentes de un mismo distribuidor de
los Paises Bajos. Sin embargo este caso no fue notificado en
el RASFF; el primer problema ya recogido en RASFF tuvo lu-
gar a mediados de 1995 y en este caso la causa fue
Salmonella enterica ser. Newport que afect6 a siete Estados
de EE.UU, Canada y en Europa, a Dinamarca!3. Llama la aten-
cion que en 2011 se comunicaron en el RASFF tres alertas de-
bidas a distintos germinados, pero no se mencionan los de al-
holva o fenogreco responsables de la crisis citada.

En la Tabla 1 se recogen cronoldgicamente las Notifica-
ciones de Alertas sobre germinados reportadas por el RASFF;

entre ellas los que causaron mas problemas fueron los de al-
falfa con el 23,1 % de los casos, los de remolacha, soja y
mungo con 15,4 % cada uno. Se trata de germinados y pai-
ses muy diversos, siendo Alemania y Finlandia los que mas
casos presentaron, cuatro en el primer pais y tres en el se-
gundo; en cuanto a los microorganismos, con excepcion de
un caso de Bacillus cereus, los responsables fueron
Salmonella en 61,5 % y Escherichia coli en 30,8 %.

En la Tabla 2 se incluyen aquellas Notificaciones de
Informacion publicadas por el RASFF, en las que el riesgo
no demanda tomar una accién inmediata entre los paises
miembros. Es preciso destacar que al revisar estas Notif-
icaciones, antes del afio 2004 no se registraban Notifi-
caciones de Informacién de los alimentos que nos ocupan
cuando representaran un riesgo para la salud causado por
un agente bacteriano. En 2011 entra en vigor el Regla-
mento (UE) N© 16/2011 y desde entonces, las Notifica-
ciones de Informacion se clasifican en: «Notificacion de
Informacién para Seguimiento», cuando el alimento esta en
el mercado o puede ser comercializado entre los Estados
miembros y «Notificacion de Informacion para Atencions,
cuando el alimento no ha sido comercializado, ya que no se
encuentra en el mercado o se encuentra Unicamente en el
pais notificante2. Por esta razon en la Tabla 2, las Noti-
ficaciones correspondientes a los afios 2004 a 2010 son
«Notificaciones de Informacion» y las recogidas a partir del

Tabla 1. Notificaciones de Alertas publicadas en RASFF (RASFF, 2019).
Pais N° N° total de
Aiio Germinado Bacteria Y Alertas de frutas
Notificacion | Alertas
y vegetales
1995 Alfalfa Salmonella enterica ser. Newport Dinamarca 1 1
1999 Alfalfa Salmonella enterica ser. Typhimurium Finlandia 1 7
2007 Alfalfa Salmonella enterica ser. Weltevreden Dinamarca 1 108
Mungo Salmonella enterica ser. Newport Holanda
2011 Remolacha Escherichia coli (074:H28) (toxina Shiga) Alemania 3 60
Mezcla organicos Escherichia coli (toxina Shiga) Alemania
. Salmonella enterica ser. Miinster o
Soja . L Bélgica 2 41
2012 Salmonella enterica ser. Typhimurium
Rabano organico Bacillus cereus Alemania 1
2015 Lenteja Escherichia coli (toxina Shiga) Finlandia 1 79
2016 Mungo organico Salmonella enterica ser. Enteritidis Finlandia 1 98
2018 No especifica Escherichia coli (toxina Shiga) Alemania 1 120
2019 Remolacha Salmonella spp. Suecia 1 142
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Tabla 2. Notificaciones de Informacién publicadas en RASFF (RASFF, 2019).

Pais N° N° total de
Afho Germinado Bacteria . 0z . . Notificaciones de
Notificacion | Notificaciones
frutas y vegetales
2004 Alfalfa, brécoli y rabano Salmonella Reino Unido 1 177
2010 Remolacha Salmonella enterica ser. Newport Dinamarca 1 198
Soja Listeria monocytogenes Bélgica
Soja Escherichia coli (toxina Shiga) Austria
2012 Mungo Escherichia coli (toxina Shiga) Alemania 5 145
Rébano Listeria monocytogenes Alemania
Alfalfa Listeria welsh_/mer/ y Alemania
Salmonella enterica grupo B
2014 Rabano Bacillus cereus Alemania 1 148
2015 Soja Salmonella enterica Holanda 1 105
Soja Escherichia coli (toxina Shiga) Holanda
2016 . Salmonella enterica ser. 2 %8
Remolacha roja N Holanda
Typhimurium
2017 Remolacha Escherichia coli (toxina Shiga) Alemania 1 102
Soja Enterotoxina estafilocdcica Eslovenia
2018 2 98
Soja Salmonella Holanda

2012 estan clasificadas como: «Notificaciones de Informa-
cion para Atencion»14,

En el caso de las Notificaciones de Alertas, los germinados
responsables de las Notificaciones de Informacion fueron los
germinados de soja con el 42,9 %, los de remolacha con
21,4 %, los de alfalfa y rdbano con 14,3 % cada uno, y los
de mungo con el 7,1 % de los casos (Tabla 2). Destaca el aiio
2012 en el que hubo cinco Notificaciones de Informacién
para Atencidn relativas a estos alimentos; en cuanto a los pa-
ises, se presentaron mas casos en Alemania (5) y Holanda
(4). Entre los microorganismos responsables destaca nueva-
mente Salmonella en un 42,9 %, seguida de Escherichia coli
en un 28,6 % de los casos y Listeria en un 21,4 % (un caso
en Bélgica y dos en Alemania).

En la Tabla 3 se recoge la Normativa Europea y la
Espafiola. En cuanto a la denominacién de estos productos,
la propia Normativa utiliza los dos términos, germinado y
brote, en diferentes Reglamentos. Podemos observar que se
utiliza mas el término «brote» tal como se define por pri-
mera vez en el Reglamento (UE) 208/2013: E/ producto ob-
tenido a partir de la germinacion de semillas y su desarro-
llo en el agua o en otro medio, recolectado antes de que

aparezcan hojas verdaderas y destinado a ser consumido
entero, incluida la semilla'®. El Reglamento de la Comunidad
(CE) 852/2004 y el Reglamento (CE) N© 882/2004, incluyen
normas generales de higiene para la produccion de los ali-
mentos que serviran de base para las siguientes normati-
vas!®l7, La reglamentacion que por primera vez incluye a
los germinados es el Reglamento (CE) 2073/2005, modifi-
cado posteriormente por el Reglamento (CE) N° 1441/2007,
Reglamento (UE) N© 209/2013 y recientemente por el
Reglamento (UE) N° 2019/229; en este Ultimo se cita a las
semillas germinadas y se establecen los criterios microbio-
l6gicos necesarios para la produccién de las mismas. Los
otros Reglamentos mencionados en la Tabla 3, Reglamento
de Ejecucion (UE) N° 208/2013, Reglamento (UE) N©°
210/2013, Reglamento (UE) N° 211/2013 y Reglamento
(UE) N© 704/2014 son especificos para la produccién de los
germinados y permiten un mejor control en toda la cadena
alimentaria, desde la obtencion de las semillas destinadas a
su produccion hasta la comercializacion del producto germi-
nado!824, En Espafia, desde mayo de 2014, utilizando como
base la Normativa Europea (Tabla 3), se establecen los res-
pectivos Reales Decretos (RD) aplicados a la produccion de
los germinados?%-27. Durante los Ultimos afios la normativa
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Tabla 3. Germinados: Normativa Europea y Espafiola.

Reglamento

Aplicacion

Observaciones

Reglamento (CE) N° 852/2004

Higiene de los productos alimenticios

Paquete de higiene

Reglamento (CE) N° 882/2004

Verificacion del cumplimiento de la
legislacion

Paquete de higiene

Reglamento (CE) N° 2073/2005

Criterios microbioldgicos

Incluye semillas germinadas

Reglamento (CE) N° 1441/2007

Criterios microbioldgicos

Modifica el Reglamento (CE) N° 2073/2005

Reglamento de Ejecuciéon (UE)
N© 208/2013

Trazabilidad de los brotes

Reglamento (UE) N° 209/2013

Criterios microbioldgicos

Modifica el Reglamento (CE) N° 2073/2005

Reglamento (UE) N° 210/2013

Autorizacion de los establecimientos
que producen brotes

En virtud al Reglamento (CE) N° 852/2004

Reglamento (UE) N° 211/2013

Importaciones en la Unidn de brotes y
semillas destinadas a la produccion de
brotes

Requisitos de certificacion

Reglamento (UE) N° 704/2014

Importaciones en la Unién de brotes y
semillas destinadas a la produccion de
brotes

Modifica el Reglamento (UE) N° 211/2013

Reglamento (UE) N° 2019/229

Criterios microbioldgicos

Modifica el Reglamento (CE) N° 2073/2005

RD 379/2014 (ESPANA)

Autorizacion de establecimientos,
higiene y trazabilidad, en el sector de
los brotes y de las semillas destinadas a
la produccién de brotes

Reglamento (CE) N° 178/2002Reglamento
(CE) N° 852/2004 Reglamento de Ejecucion
(UE) N° 208/2013 Reglamento (UE) N°
209/2013, que modifica el Reglamento (CE)
N© 2073/2005 Reglamento (UE) N°
210/2013.Reglamento (UE) N°© 211/2013

RD 9/2015 (ESPANA)

Higiene en la produccion primaria
agricola

Reglamento (CE) N° 178/2002
Reglamento (CE) N° 852/2004
Reglamento (CE) N° 183/2005
Reglamento (CE) N° 396/2005

RD 578/2017 (ESPANA)

Higiene en la produccion primaria agricola
Modifica: RD 9/2015: Laboratorios
Nacionales de Referencia. RD 379/2014:
Deroga articulo 7.1 (Laboratorios
Nacionales de Referencia). RD 280/1994:
Deroga articulo 6 (Limites maximos de
plaguicidas y su control en determinados
productos de origen vegetal).

Ley 17/2011

referente a los germinados ha evolucionado y los organis-
mos encargados de la misma han demostrado la necesidad
de establecer una legislacion que abarque todos los puntos
criticos en toda la cadena de produccién de los germinados,
logrando instaurar las pautas necesarias con el fin de con-
solidar la Seguridad Alimentaria de los germinados en toda
la Comunidad Europea.
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Estudio microbioldgico de germinados

Se ha llevado a cabo el estudio de varios tipos de germi-
nados comercializados en Madrid con el fin de determinar su
calidad microbioldgica. Para ello es preciso comprobar si
cumplen los criterios microbioldgicos establecidos en el
Reglamento (CE) 2073/2005. Aunque en este Reglamento no
se fijan limites de bacterias aerobias mesofilas en semillas
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germinadas, es interesante conocer la carga bacteriana inicial
para evaluar como puede influir el lavado y/o el tratamiento
con un desinfectante de uso alimentario en la disminucién del
nlmero de bacterias presentes en el mismo. Se incluye tam-
bién un recuento de Escherichia coli como indicador de con-
taminacion fecal, aplicando los limites recogidos en el mismo
Reglamento (CE) 2073/2005 y utilizando como referencia la
categoria de alimentos «frutas y hortalizas troceadas (listas
para el consumo)», debido a que los germinados son hortali-
zas. Asi mismo, seglin el Reglamento (UE) 2019/229, las se-
millas germinadas favorecen el desarrollo de Listeria mo-
nocytogenes y, por tanto, deberian estar incluidas en el
criterio relativo a los alimentos listos para el consumo que
pueden favorecer el desarrollo de este organismo. En consi-
deracion a este criterio y segln el Reglamento (CE)
2073/2005, en el analisis de este tipo de alimentos el re-
cuento de este microorganismo durante la vida util del pro-
ducto no debe superar 100 ufc/g (unidades formadoras de
colonias por gramo). Para el caso de Salmonella se especifica
que debe haber ausencia en 25 g de producto.

Muestras

Los germinados analizados fueron ajo (Allium sativum L.), al-
falfa (Medicago sativa L.), brocoli (Brassica oleracea var. italica),
cebolla (Allium cepa L.) y col roja (Brassica oleracea var. capi-
tata f. rubra). Se adquirieron envases comerciales listos para el
consumo que contenian 95 g cada uno. En las etiquetas de los
diferentes germinados se indica: Brotes naturales, sin aditivos.
Para todo tipo de platos, como aderezos, sopas, arroces, guisos,
etc. Imprescindible en sus platos y guisos orientales. Util para
sus dietas. Ademas se especifica el tratamiento previo a su uso
proponiendo dos formas: escaldado o lavado con un desinfec-
tante apto para alimentos. El analisis de las muestras se llevo a
cabo inmediatamente después de abrir el envase, ya que se tra-
taba de un alimento listo para su consumo.

De cada tipo de germinado se analizaron dos lotes y de
cada uno de ellos cinco envases. Para obtener una muestra
homogénea se mezclaron, en una bandeja estéril, 65 g pro-
cedentes de cada uno de los cinco envases y posteriormente
se transfirieron a bolsas estériles hasta su analisis. Se lleva-
ron a cabo distintos recuentos bacterianos en el alimento, an-
tes y después de su lavado con agua destilada estéril, para
comprobar en qué proporcion se reduciria el contenido mi-
crobiano con este proceso; la porcion sin lavar se utilizd como
control. Se analizd una tercera porcidn tratada con un desin-
fectante comercial de uso alimentario.

La porcion de muestra que denominamos “lavada”, se su-
mergi6 en 300 mL de agua destilada estéril durante 15 minu-
tos y posteriormente se aclaré dos veces con 200 mL de la
misma, eliminandose totalmente, a través de un colador.

La porcion “tratada” se sumergio en el desinfectante de uso
alimentario preparado segun las instrucciones que figuraban

en el envase (6 mL del producto en 300 mL de agua destilada
estéril, lo que da lugar a una concentracion de 230 partes por
millén (ppm) de hipoclorito de sodio) y se dejé actuar durante
15 minutos. Posteriormente se aclard dos veces con 200 mL
del agua destilada estéril con el fin de eliminar los restos del
desinfectante, como se hizo con la porcién “lavada”.

METODOS

Para evaluar la calidad microbioldgica de todas las muestras
se realizaron los recuentos de bacterias aerobias mesofilas,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes e investigacion de
Salmonella spp. para las porciones control, lavada y tratada.
En todos los casos los recuentos se hicieron por duplicado y
se utilizd material estéril.

Recuento de Bacterias Aerobias Mesoéfilas
Totales

Se llevd a cabo segun la Norma ISO 4833 depositandose
asépticamente 10 g de la muestra en una bolsa estéril y afa-
diendo 90 mL del diluyente triptona sal, homogeneizando du-
rante dos minutos en un homogeneizador Stomacher®. Se pre-
pararon diluciones decimales hasta la 108, inoculandose 1 mL
en agar de recuento Plate Count Agar (PCA) (Pronadisa, Madrid)
por el método de dilucién en masa. Las placas se incubaron du-
rante 72 horas a 30 °C. Los resultados se expresan en ufc/g.

Recuento de Escherichia coli

Este recuento se hizo siguiendo la Norma ISO 16649. Se
inoculd 1 mL de la dilucién 101 en el medio cromogénico Coli
ID agar (bioMérieux, Incorporation Hazelwood) por el método
de dilucion en masa incubando de 24 a 48 horas a 37 °C y
haciendo dos lecturas, una a las 24 horas y otra al terminar
la incubacidn. Los resultados se expresan en ufc/g.

Recuento de Listeria monocytogenes

El recuento se llevd a cabo segun la Norma ISO 11290, a
partir de 10 g de la muestra en 90 mL de agua de peptona
tamponada (Pronadisa, Madrid). Tras su homogeneizacion
se dejo en reposo durante 1 hora a 20 °C. Se utilizé el me-
dio ALOA (Agar Listeria segun Ottaviani y Agosti) inoculando
1mL de la dilucién 10! repartido sobre la superficie de tres
placas e incubando 24 horas a 37 °C. Los resultados se ex-
presan en ufc/g.

Investigacion de Salmonella

Se realizd segln la Norma ISO 6579. A partir del preenri-
quecimiento en medio no selectivo incubado durante 24 ho-
ras a 37 °C, se tomaron alicuotas de 1 mL y se inocularon por
duplicado en tubos de enriquecimiento selectivo con caldo se-
lenito con verde brillante y Rappaport-Vassiliadis (Pronadisa),
incubando 24 horas a 37 °C y 45 °C, respectivamente. El ais-
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lamiento se realizd en agar Salmonella-Shigella y agar cro-
mogénico ASAP (AES Chemunex) cuando la muestra procedia
del caldo selenito y en agar verde brillante y agar xilosa-lisina-
desoxicolato (Pronadisa), cuando procedia del caldo
Rappaport-Vassiliadis. Las placas se incubaron durante 48 ho-
ras a 37 °Cy los resultados se expresan como presencia o au-
sencia en 25 gramos de muestra.

Analisis estadistico

Se llevé a cabo con el programa StatGraphics Plus. Los re-
cuentos de las bacterias aerobias mesdfilas totales se compa-
raron por analisis de varianza (ANOVA) para determinar si
existen o no diferencias estadisticamente significativas, a un
nivel de confianza del 95 % (p<0.05). Para discernir entre las
medias de los recuentos se utilizd el Test de Tukey Honestly
Significant - Difference (HSD).

RESULTADOS
Bacterias aerobias mesofilas totales

Los resultados del recuento de estas bacterias en los dife-
rentes germinados estudiados, tanto del control como des-
pués de los tratamientos, se muestran en la Tabla 4. En las
muestras control, los recuentos estuvieron comprendidos en-
tre 1,0 x 108y 2,0 x 10° ufc/g, siendo los germinados de al-
falfa los que presentaron los valores mas bajos y los de ce-
bolla, los mas altos.

En las muestras lavadas, el recuento de bacterias aerobias
mesofilas totales fue menor que en los controles en todos los
casos, siendo de 6,0 x 107 (alfalfa) a 1,1 x 10° ufc/g (cebolla).
Estos recuentos contindan siendo elevados en los germinados
de cebolla, ya que fueron también los mas altos en las mues-
tras control, mientras que los mas bajos son los de alfalfa,
como era previsible tras los resultados iniciales.

En la porcion “tratada” con el desinfectante los recuentos
fueron inferiores a los de las porciones lavadas y a los de los
respectivos controles, oscilando entre 1,0 x 107 y 6,8 x 108
ufc/g, y correspondiendo, nuevamente, los mayores recuen-
tos a los germinados de cebolla y los menores a los de alfalfa.

Tabla 4. Recuento de Bacterias Aerobias Mesofilas Totales (ufc/g).

En la Figura 1, se recogen los porcentajes de reduccién con
ambos tratamientos, lavado y desinfectante, en comparacion
con las muestras control. Los porcentajes oscilan entre 24 %
(ajo) y 90 % (brdcoli) tras el lavado en comparacion con los
controles, mientras que los porcentajes de reduccién en las
muestras tratadas con el desinfectante fueron del 59 — 90 %,
siendo los germinados de ajo los que presentaron el valor me-
nor de reduccidn y los de alfalfa, el mayor.

Escherichia coli

En nuestro estudio, los recuentos de Escherichia coli fueron
inferiores a 10 ufc/g en todas las muestras control, lavadas y
tratadas. Estos resultados se encuentran dentro de lo que es-
tablece el Reglamento (CE) 2073/2005, siendo el valor ma-
ximo permitido de 1000 ufc/g para frutas y hortalizas trocea-
das (listas para el consumo) y aunque en este Reglamento no
se precisa su determinacion para germinados, se ha utilizado
dado que se trata de hortalizas.

Listeria monocytogenes

Los recuentos de Listeria monocytogenes, fueron inferiores
a 10 ufc/g en todas las muestras control, lavadas y tratadas.
El Reglamento (CE) 2073/2005, establece como valor maximo
permitido 100 ufc/g para la categoria de alimentos listos para
el consumo, tal como se explicd anteriormente.

Salmonelia spp.

En relacion a la investigacion de Salmonella spp., el
Reglamento (CE) 2073/2005 exige ausencia de este microor-
ganismo en 25 gramos de muestra. Todas las muestras ana-
lizadas, control, lavadas y tratadas, cumplen con lo especifi-
cado en dicho Reglamento.

DISCUSION

Existen pocos trabajos dedicados a estudiar la calidad mi-
crobiolédgica de todos los tipos de germinados que nos ocu-
pan, si bien algunos autores analizan germinados de soja
verde al ser este el mas conocido y consumido en todo el

Germinado Control Lavada Tratada
Ajo 3,4x 108b 2,6 x 108P 1,4x 108¢
Alfalfa 1,0 x 1082 6,0 x 1072 1,0 x 1072
Brocoli 4,4 x 108¢ 2,2 x 108b 1,1 x 108
Cebolla 2,0 x 10°4 1,1 x10°¢ 6,8 x 108d
Col roja 1,3 x 1082 9,0 x 1072 4,0 x 1072

a-d: La letra minuscula, significa que las medias son significativamente diferentes (p < 0.05) a un nivel de confianza del 95.0 %.
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Figura 1. Porcentaje de reduccion del contenido de bacterias aerobias mesdfilas totales en muestras lavadas y tratadas.
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mundo?8. La carga bacteriana en alimentos de origen vegetal,
podria disminuir significativamente mediante la utilizacion de
desinfectantes de uso alimentario. El hipoclorito de sodio es
uno de los desinfectantes mas utilizados en la industria ali-
mentaria, en restauracion y de forma doméstica; se debe te-
ner en cuenta que la disminucion de la carga bacteriana del
alimento tratado con este producto quimico depende de la
concentracion utilizada y del tiempo de contacto. Diversos au-
tores establecen que debe usarse el hipoclorito de sodio a
una concentracién de 50 a 200 ppm, afiadido al alimento y
dejandolo en reposo durante 2 - 5 minutos2®-30 consiguiendo
una reduccién de la carga microbiana de entre 1 y 2 log
ufc/g30. En nuestro caso se siguieron las indicaciones del fa-
bricante.

En relacién a la calidad microbioldgica de los germinados
estudiados, el recuento de bacterias aerobias mesdfilas tota-
les en las muestras control, estuvo comprendido entre 8,0 y
9,3 log ufc/g. En el caso de los germinados de brdcoli, el re-
cuento fue de 8,7 log ufc/g, mientras que otros autores en el
mismo tipo de germinado encontraron 8,4 log ufc/g3!. En

cuanto a germinados de alfalfa, los recuentos en este trabajo
fueron de 7,8 log ufc/g, inferiores a los hallados en otro estu-
dio, en el que fueron de 9,0 log ufc/g32. Todas las variedades
de germinados analizados en este estudio después del pro-
ceso de lavado con agua destilada estéril, contienen entre 7,8
y 9,0 log ufc/g, siendo los de alfalfa los que presentaron los
recuentos mas bajos. En este mismo tipo de germinados, la-
vados con agua corriente durante 1 minuto, otros investiga-
dores encontraron valores de 7,9 log ufc/g observando una
reduccion de 1,1 log ufc/g32; en nuestro caso, la reduccion
fue inferior a la de estos autores (0,2 log ufc/g).

Tras el tratamiento de los germinados con el desinfectante,
los valores encontrados fueron de 7,1 — 8,8 log ufc/g, inferio-
res a los de las muestras control y lavadas. En un estudio si-
milar en germinados de alfalfa tratados con una solucién de hi-
poclorito de sodio a 200 ppm durante 1 minuto se obtuvo un
recuento de 7,7 log ufc/g, lo que equivale a una reduccién de
1,3 log ufc/g en relacion al control32. En nuestro trabajo, el re-
cuento de este germinado tratado fue de 7,1 log ufc/g, redu-
ciendo 0,9 log ufc/g correspondiente al 90 % de reduccién en
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comparacién con el control. Todos los recuentos (muestras
control, lavada y tratadas) se muestran en la Figura 2.

Se ha comprobado la existencia de biofilms microbianos en
la superficie de los germinados, indicando que su presencia po-
dria facilitar la retencion de bacterias patdgenas para el hom-
bre33. Aunque los procesos del lavado reducen el contenido mi-
crobiano, la proporcidon de esta reduccion es muy pequefia,
posiblemente debido a la existencia de estas biopeliculas32.

En el presente trabajo los recuentos de Escherichia coli y
Listeria monocytogenes fueron inferiores a los limites de de-
teccion de los métodos empleados, es decir menores a 100
ufc/g y 10 ufc/g, respectivamente y hubo ausencia de
Salmonella. Asi mismo, otros autores investigaron Escherichia
coli y Salmonella spp. en germinados de brdcoli, si bien no
hacen referencia a ninguna normativa y analizan Unicamente
1 g de producto, no habiendo detectado ninguno de estos mi-
croorganismos en las muestras estudiadas3!.

CONCLUSIONES

Las medidas tomadas por la Comunidad Europea han per-
mitido una evolucion de la Normativa Europea y Espafiola, lo-
grando cubrir los puntos criticos en la produccion y comercia-

lizacion de los germinados; de esta manera si los productores
de germinados cumplen con la Normativa vigente se podria
garantizar la Seguridad Alimentaria de los mismos.

En todos los germinados analizados Unicamente se en-
contraron bacterias aerobias mesofilas, recuento que se
llevd a cabo con la finalidad de comprobar la eficacia de los
dos procesos de higiene utilizados habitualmente con ali-
mentos listos para su consumo: lavado con agua y trata-
miento con un desinfectante, expresandolos en porcentajes
de reduccién.

Los recuentos de bacterias aerobias mesdfilas totales en
germinados control estuvieron comprendidos entre 1,0 x 108
a 2,0 x 10° ufc/g, valores similares a los hallados por otros
autores.

Para los germinados lavados con agua destilada, los resul-
tados del recuento de bacterias aerobias mesodfilas totales,
fueron de 6,0 x 107 a 1,1 x 10° ufc/g. Con el lavado, se logré
una reduccion entre el 24 a 50 % respecto a los germinados
control.

Por su parte los recuentos de bacterias aerobias mesofilas
totales en los germinados tratados con el desinfectante fue-

Figura 2. Estudio microbioldgico: Recuento de bacterias aerobias mesdfilas totales en distintos germinados.
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ron de 1,0 x 107 a 6,8 x 108 ufc/g; en este caso, se obtuvo
una reduccién del 59 al 90 % respecto a los recuentos de los
controles.

En las muestras analizadas no se encontraron bacterias in-

dicadoras de contaminacion fecal (Escherichia coli) ni patdge-
nas (Salmonella spp. y Listeria monocytogenes), por lo que
los germinados analizados se consideran alimentos seguros e
inocuos.
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