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Prologo

La Red de Excelencia Consolider PROCARSE "Productos Carnicos Seguros, Nutritivos y Saludables"
(AGL2014-51742-REDC) se aprueba por Resolucion de la Secretaria de Estado de Investigacion de fecha
26 de noviembre de 2014 con un periodo de ejecucion del 1-12-2014 al 30-11-2016. Posteriormente se
solicita y concede una prorroga de un afio de duracidn, hasta el 30-11-2017. Agradecemos al Ministerio
de Economia y Competitividad la financiacion recibida, que ha permitido llever a cabo durante estos tres
afios la actividad de la Red.

La Red PROCARSE, al igual que las otras Redes de Excelencia Consolider, surge de un proyecto de
investigacion del Programa Consolider Ingenio 2010 del Ministerio de Ciencia e Innovacion, en el que los
principales grupos especializados en un determinado ambito de investigacion a nivel nacional, junto con
empresas colaboradoras, se asocian para abordar unos objetivos ambiciosos de investigacion y desarrollo
que rebasan las capacidades individuales de los equipos. En nuestro caso, nace del proyecto Consolider
CARNISENUSA “Productos Cérnicos para el siglo XXI: Seguros, nutritivos y saludables”, coordinado
por el Prof. Juan Antonio Ordoéiiez Pereda, que se desarrolld con gran éxito desde 2007 a 2013. Por causas
ajenas a su voluntad, el Prof. Ordoifiez no ha podido actuar como coordinador de esta Red PROCARSE,
aunque ha inspirado y contribuido a muchas de las actividades de la misma haciéndose acreedor una vez
mas a nuestro agradecimiento.

En la Red PROCARSE han participado un total de 65 investigadores pertenecientes a siete Universidades
(Barcelona, Complutense de Madrid, Extremadura, Leon, Navarra, Politécnica de Valencia y Zaragoza),
tres Organismos Publicos de Investigacion (CSIC, INIA e IRTA) y una Asociacion de Investigacion
(AINTA).

Durante los tres afios de duracion de la Red PROCARSE hemos mantenido reuniones periodicas de los
integrantes de la misma. Después de una reunién inicial de constitucion de la Red en la Facultad de
Veterinaria de Madrid, las siguientes reuniones se han celebrado en la Facultad de Veterinaria de Ledn, el
INIA de Madrid y la Facultad de Veterinaria de Céceres. En estos encuentros hemos tenido ocasion de
constatar los avances en investigacion y desarrollo de los equipos de la Red asi como de aprovechar las
sinergias entre ellos para estructurar y poner en marcha nuevos proyectos de investigacion sobre temas de
interés para el sector carnico, algunos de cuyos representantes han asistido también a nuestras reuniones.

Es de destacar la participacion de los investigadores de la Red en el disefio y organizacion de dos
importantes estrategias de investigacion y desarrollo a nivel nacional. La primera de ellas es el Proyecto
Listeria Cero, plasmado en un Convenio de Investigacion entre el INIA, la Asociacion Interprofesional
del Cerdo Ibérico (ASICI) y la Asociacion Interprofesional Porcino de Capa Blanca (INTERPORC). Sus
objetivos son 1) la caracterizacion de las fuentes de contaminacion de L. monocytogenes en las industrias
carnicas y la inactivacion durante el proceso de elaboracion del jamon curado, 2) la evaluacion de los
sistemas de eliminacion de L. monocytogenes en instalaciones y productos mediante estrategias de agua
electrolizada, fagos y bioconservacion y 3) nuevas estrategias de eliminacion de L. monocytogenes en
jamon curado mediante tecnologias no térmicas de altas presiones e irradiacion. En el proyecto Listeria
Cero participan 5 equipos de investigacion de la Red.

La segunda estrategia de investigacion y desarrollo con una decisiva participacion de los investigadores
de la Red son los Grupos Operativos del Programa Nacional de Desarrollo Rural. En la primera fase, de
constitucion de los grupos operativos, se aprobo el Grupo Operativo sobre “Potenciacion de los aspectos
saludables de los productos carnicos”, estructurado en tres objetivos especificos: 1) estrategias sobre el
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uso de nitratos y nitritos, 2) estrategias sobre el contenido en sodio y 3) estrategias sobre la grasa total. En
este grupo operativo participan 7 equipos de investigacion de la Red.

Ademas de impulsar y de tomar parte activa en estas dos estrategias de ambito nacional, los equipos de
investigacion que forman parte de la Red PROCARSE han participado durante la vida de la misma (2014
-2017) en un total de 66 proyectos y contratos de investigacion, de ellos 6 proyectos internacionales, 17
proyectos nacionales, 13 proyectos autonémicos y 30 contratos de investigacion.

Como fruto de estos proyectos y contratos, los equipos de investigacion de la Red han publicado un total
de 186 articulos cientificos en JCR y de 93 articulos técnicos y de divulgacion. Los investigadores han
participado en numerosos congresos cientificos y jornadas técnicas, en los que han presentado un total de
64 ponencias invitadas y de mas de 200 comuicaciones orales y posters. Ademas han formado parte de los
comités cientificos y organizadores de muchos de estos congresos y han moderado sesiones de los
mismos. Por lo que respecta al desarrollo tecnologico y transferencia de conocimiento a empresas,
destaca la obtencion de 4 patentes.

El sector carnico es y va a continuar siendo durante muchos afios la principal industria alimentaria de
nuestro pais. El afdn innovador y la pujanza de las empresas carnicas espafiolas es encomiable y,
ciertamente, se ve favorecido y estimulado por la generacion de conocimiento por parte de los equipos de
investigacion nacionales especializados en carne y productos carnicos, muchos de ellos punteros a nivel
mundial en sus respectivos campos.

La Red de Excelencia Consolider PROCARSE toca a su fin. Pero su espiritu va a persistir mucho tiempo.
Los equipos de investigacion que la han integrado encontraran nuevas formas de mantener los estrechos
vinculos generados durante el proyecto Consolider CARNISENUSA y la Red PROCARSE y de poder
contribuir con los resultados de sus investigaciones al progreso del sector carnico, en beneficio de la
economia y de los consumidores de nuestro pais.

Caceres, a 4 de octubre de 2017

Manuel Nunez Gutiérrez
Coordinador de la Red PROCARSE
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Capitulol.  Desarrollo y aplicacion de sistemas de
estructuracion de aceites para la obtencion de
productos carnicos funcionales

F. Jiménez Colmenero, C. Ruiz-Capillas, S. Cofrades, A.M. Herrero, J. Carballo, M. Freire, T.
Pintado.

Instituto de Ciencia y Tecnologia de Alimentos y Nutricion (ICTAN-CSIC). C/ José Antonio Novais,
10. 28040-Madrid.

[.1 Desarrollos en investigacion

I.1.1 Introduccion

Por sus notables implicaciones en la salud y relativamente alta contribucion a su nivel de ingesta, la
mejora de aspectos tanto cuantitativos (reduccion de grasa), como cualitativos (perfil de acidos grasos) de
los lipidos presentes en los productos carnicos ha recibido gran atencion en los ltimos afios. Tal mejora
se aborda fundamentalmente mediante estrategias tecnologicas que posibilitan la sustitucion (en mayor o
menor medida) de la grasa animal habitualmente presente en el producto, por otra de caracteristicas mas
acordes con las recomendaciones relativas a la salud; esto es, menor proporcion de acidos grasos
saturados (AGS) y mayor de monoinsaturados (AGM) y/o poliinsaturados (AGP n-3, especialmente de
cadena larga), mejor relacion n-6/n-3 AGP y AGP/AGS, y a ser posible sin colesterol. Con tal propdsito
se han reformulado numerosos productos carnicos empleando tanto aceites vegetales (oliva, lino, etc.),
como de origen marino (pescado y algas), e incluso combinaciones de ellos. Su incorporacion en la matriz
carnica se ha realizado empleando distintas estrategias, siendo las mas habituales su adicion directa o en
forma de emulsiones de aceite-en-agua (O/W) utilizando distintos tipos de emulsionantes hidrofilicos
(Jiménez-Colmenero, 2007. Trends Food Sci. Technol., 18, 567-578). Sin embargo, por su composicion
estos materiales lipidicos son de naturaleza mas bien liquida a temperatura ambiente, por lo que presentan
unas propiedades fisico-quimicas que difieren notablemente de las de la grasa animal (sélida) a la que
tiene el propoésito de reemplazar. Esto supone que su aplicacion en los procesos de reformulacion de
productos carnicos plantee considerables desafios tecnologicos, al condicionar los atributos de calidad de
los nuevos alimentos.

En este contexto, recientemente se han propuesto nuevas estrategias de estabilizacion y estructuracion de
aceites para promover la formacion de materiales plasticos que presenten propiedades de solidos,
similares a las de la grasa animal, y que ademas mantengan un perfil lipidico saludable (Jiménez-
Colmenero et al., 2015). Este capitulo recoge un resumen de las actividades realizadas por nuestro grupo
en relacion con el desarrollo y caracterizacion de esos nuevos materiales lipidicos basados en la
formacion de agentes de carga, emulsiones simples y dobles estructuradas (hidrogelificadas) y oleogeles.
Complementariamente, también se sintetizan diversos aspectos de su aplicacion como sustitutos de grasa
animal, en procesos de reformulacion de varios productos carnicos.




Red de Excelencia CONSOLIDER PROCARSE

I.1.2 Metodologia

Sistemas de estructuracion de aceites

Aunque con distintos niveles de desarrollo y caracterizacion se han formulado tres tipos de sistemas de
estabilizacion/estructuracion de aceites para ser empleados a modo de analogos de grasa animal. Estos
son: agentes de carga, emulsiones gelificadas y oleogeles (Fig. 1).

- Agentes de carga. - Se han obtenido mediante dispersion (por homogenizacion) de un gran nimero de
gotas de aceite (combinaciones de oliva, lino y pescado) en una fase acuosa en la que se induce un
proceso de gelificacion de konjac en medio basico (Salcedo-Sandoval et al., 2015a, b).

- Emulsiones gelificadas. - Tanto emulsiones simples (aceite-en-agua, O/W) como dobles (agua-en-
aceite-en-agua, W;/O/W,) han sido estructuradas mediante hidrogelificacion. Dependiendo de la
naturaleza del sistema se han empleado distintos componentes en su elaboracion. Como agentes
emulsionantes hidrofilicos se han usado distintos materiales proteicos (caseinato sodico, aislado de
proteina de soja, chia, avena, etc.), mientras que como surfactante lipofilico en la preparacion de la doble
emulsion ha sido utilizado PGPR. Aceites de oliva, lino, perilla, etc., o combinaciones de ellos se han
utilizado como fase lipidica de la emulsion. Adicionalmente se ha encapsulado hidroxitirosol y silicio en
la fase acuosa interna (W). La metodologia de formacion se puede separar segun se ha realizado en una o
dos fases. La elaborada en una Unica fase supone la incorporacion de todos los ingredientes
simultdneamente para ser sometidos a un proceso de homogenizacion que conduce a la obtencion de una
emulsion (O/W), para a continuacion, y segun la naturaleza del agente gelificante, dar lugar al proceso de
gelificacion que se produce pasado un cierto tiempo cuando el sistema se encuentra en reposo y
permanece a una temperatura inferior a 5 °C (Pintado et al., 2015, 2016b). La preparacion en dos fases
supone realizar primeramente la formacion de una emulsion (O/W o W,/O/W,, segun el caso), para en
una segunda etapa incorporar los agentes gelificantes que, como en el caso anterior, forman las
estructuras de gel al cabo de cierto tiempo a temperatura inferior a 5 °C (Flaiz et al., 2016; Cofrades et al.,
2017; Freire et al., 2017).

- Oleogeles. - Han sido elaborados combinando varios tipos de organogelificantes (etil celulosa, ceras de
abeja o carnauba, mono y diacilglicéridos, ...) y de aceites (oliva, lino, girasol y mezcla de oliva, lino y
pescado), mediante distintas condiciones de homogenizacion y calentamiento.

Teniendo en cuenta la naturaleza del sistema y su nivel de desarrollo, se ha llevado a cabo su
caracterizacion basicamente en relacion con aspectos nutricionales, estructurales y tecnoldgicos (Pintado
et al., 2015; Salcedo-Sandoval et al., 2015a,b,c,d; Pintado et al., 2016b; Flaiz et al., 2016; Cofrades et al.,
2017a, b; Fernandez-Martin et al., 2017; Freire et al., 2017; Herrero et al., 2018)

Reformulacion de productos carnicos

Los nuevos materiales lipidicos descritos se han empleado como sustitutos de grasa (reemplazando grasa
animal en distintas proporciones) en procesos de reformulacion de varios tipos de productos carnicos
(Fig. 1), entre los que cabe destacar:

e Agentes de carga en productos frescos (tipo hamburguesas) y tratados por el calor (salchichas
tipo frankfurt) (Salcedo-Sandoval et al., 2015a, b, d).

e Emulsiones simples estructuradas en salchichas tipo frankfurt (Pintado et al., 2016a, c; Herrero et
al., 2017), longaniza (Pintado et al., 2018) y paté (pendiente de publicacion).

e Emulsiones dobles en salchichas tipo frankfurt (Freire et al., 2016) y emulsiones dobles
gelificadas en hamburguesas (Freire et al., 2017).

e Oleogeles en paté (pendiente de publicacion).
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I.1.3 Resultados y Discusion

Sistemas de estructuracion de aceites

De acuerdo a su disefio y desarrollo, los nuevos materiales lipidicos han de ser contemplados en base a
dos aspectos esenciales y diferenciadores, su composicion y caracteristicas estructurales.

A nivel de composicion hay que destacar por un lado la presencia de cantidades variables (segun la
naturaleza del sistema) de distintos aceites (20% en los agentes de carga, entre 6-52% en las emulsiones
O/W, 30% en las W,/O/W, y hasta el 90% en los oleogeles), seleccionados fundamentalmente por su
composicion en acidos grasos, que no es modificada tras estos procesos de estructuracion (Pintado et al.,
2015; Pintado et al., 2016b; Flaiz et al., 2016; Cofrades et al., 2017). Esto supone que todos los sistemas
presentan un contenido y perfil de acidos grasos apropiado para dotar a los productos a los que se
incorporen de caracteristicas mas acordes con las recomendaciones sobre salud que las que exhibe la
grasa animal a la que va a sustituir. Por otro lado, hay considerar que estos sistemas ademas han sido
formulados conteniendo un amplio abanico de otros compuestos bioactivos, entre los que caben destacar:
hidroxitirosol, taninos altamente condensados, Si, Ca, Mg o fibra, entre otros, adicionados como tales o
formando parte de ingredientes vegetales. Asi por ejemplo, las emulsiones gelificadas en una tUnica fase,
basadas en el empleo de chia o avena, aceite de oliva (hasta 52%) y diferentes agentes gelificantes en frio,
presentan una interesante composicion a nivel de amino &cidos esenciales, acidos grasos (p.e. oleico y
linolénico), fibra dietética, tanto insoluble (principalmente en emulsiones con chia) (Pintado et al., 2015)
como soluble (B-glucanos) en emulsiones con avena (Pintado et al., 2016b), minerales tales como el Ca,
Fe o Mg en aquellas formuladas con chia (harina o semilla) (Pintado et al., 2015) o Mg y Mn en las
elaboradas con avena (Pintado et al., 2016b). Ademas, algunos de los sistemas de estructuracion permiten
situar los compuestos bioactivos en localizaciones especificas (con implicaciones tecnologicas y
funcionales) aprovechando la morfologia y estructura compartimentalizada de la matriz. Este es el caso de
las emulsiones W,;/O/W, gelificadas (en su fase acuosa externa) empleando MTG y gelatina y
conteniendo hasta 300 mg/100 g de hidroxitirosol (HXT) encapsulado en la W, (Flaiz et al., 2016; Freire
et al., 2017), o de emulsiones doble no gelificadas encapsulando Si (Cofrades et al., 2017).

El segundo aspecto esencial a nivel de disefio es que tales materiales presentan generalmente un estado
solido muy proximo a la de la grasa animal (Fig. 1), si bien sus caracteristicas (reologicas, texturales,
propiedades ligantes de agua y grasa, etc.) estan estrechamente ligadas a la estrategia de estructuracion y
componentes del sistema (emulsionante, gelificante, compuesto encapsulado, etc.). En tal sentido se ha
observado que las emulsiones W;/O/W, gelificadas (MTG y gelatina), conteniendo HXT (100 mg/100 g)
encapsulado, mostraron un claro comportamiento de gel como lo demuestra que el modulo elastico (G”)
predomina sobre el modulo viscoso (G’’) con escasa dependencia de la frecuencia (Freire et al., 2017). De
igual modo, se ha postulado que la estructura de las emulsiones (O/W) gelificadas (EG) de chia varia con
la naturaleza del agente gelificante. Asi, mientras las elaboradas con alginato y gelatina estarian
constituidas fundamentalmente por una red polimérica con particulas de tamafio pequefio en su interior
que favorece la formacion de una estructura firme, las EG de chia que contienen MTG, presentarian una
estructura en la que existiria una mayor presencia de gotas de emulsion agregadas que origina una menor
firmeza (Pintado et al., 2015).

Desarrollo de productos carnicos

Los nuevos materiales lipidicos obtenidos mediante procedimientos de estructuracion de aceite se han
empleado en procesos de reformulacion de distintos productos carnicos reemplazando (parcial o
totalmente) la grasa animal habitualmente empleada. Las consecuencias de tales procesos han sido
analizadas a distintos niveles. Un aspecto esencial radica en su composicion que responde a la proporcion
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relativa de ingredientes empleados (y muy especialmente en la proporcion de analogo incorporado)
determinada por el disefio de producto y condiciones de procesado. Asi, por ejemplo la sustitucion de la
totalidad del tocino por igual cantidad de EG en salchichas tipo frankfurt (Pintado et al., 2016 a, c; Herero
et al., 2017), o su sustitucion parcial (90%) en salchichas tipo longaniza (Pintado et al., 2018), favorecid
su calidad aminoacidica, contenido lipidico (en especial de acido linolénico-ALA, asociado a la
incorporacion de chia), presencia de fibra dietética y de minerales (Pintado et al., 2016 a, c; Pintado et al.,
2018). Igualmente, cabe resaltar la presencia de ALA y HXT en hamburguesas elaboradas mediante
sustitucion parcial (66%) y total (100%) de grasa animal por emulsiones W;/O/W, gelificadas (con aceite
de perilla como fase lipidica e hidroxitirosol encapsulado en la fase acuosa interna) (Freire et al., 2017).

En general los procesos de reformulacion basados en el empleo de aceites estructurados mejoraron las
propiedades ligantes de agua y grasa de los productos, fendmeno estrechamente ligado al comportamiento
de estos materiales lipidicos. En cambio, su efecto sobre la textura estuvo condicionado por el tipo de
producto, estrategia de estructuracion y magnitud del cambio realizado. Dependiendo de diversos factores
(tipo de producto, aceite estructurado, nivel de sustitucion, etc.) la estrategia de reformulacion presento
algunas limitaciones sensoriales, aunque generalmente los productos presentaron niveles de aceptabilidad
apropiados. En todo caso resultan productos con adecuada viabilidad tecnologica, microbioldgica y
sensorial sin limitaciones adicionales en términos de seguridad y vida util. Por otro lado, hay que destacar
que debido a la presencia de distintos compuestos beneficiosos para la salud resulta posible dotar a
muchos de estos alimentos de declaraciones nutricionales y de propiedades saludables (Freire et al, 2016;
Freire et al., 2017; Pintado et al., 2016 a, ¢; Pintado et al., 2018).

I.1.4 Conclusiones

Las estrategias de estructuracion de aceites ofrecen nuevas posibilidades de obtencion de sustitutos de
grasa animal con una composicion (presencia de distintas concentraciones de aceites y de otros
compuestos con beneficios para la salud), disposicion estructural (con implicaciones tecnologicas y
funcionales) y consistencia so6lida (proxima a la de la grasa animal) que les hace especialmente
apropiados para su empleo como sustitutos de grasa. En tal sentido su utilizacién en procesos de
reformulacién afiade novedosas oportunidades de desarrollo de derivados carnicos funcionales.

I.1.5 Financiacion

Proyectos AGL2014-53207-C2-1-R (MINECO); S2013/ABI-2913 (MEDGAN-CM) y 2014470E073 y
201470E056 (CSIC).

1.2 Produccion cientifica mas relevante

I.2.1 Articulos en revistas cientificas

Cavalheiro, C. P., Ruiz-Capillas, C., Herrero, A.M., Jiménez-Colmenero, F., Ragagnin de Menezes, C., &
Martins Fries, L.L. (2015). Application of probiotic delivery systems in meat products. Trends in Food
Science and Technology, 46, 120-131. http://dx.doi.org/10.1016/1.tifs.2015.09.004

Celada, P., Delgado-Pando, G., Olmedilla-Alonso, B., Jiménez Colmenero, F., Ruperto, M., & Sanchez-
Muniz, F. J. (2015). Impact of improved fat-meat products consumption on anthropometric markers and

nutrient intakes of male volunteers at increased cardiovascular risk. Nutricion Hospitalaria, 32, 710-721.
http://dx.doi.org/10.3305/nh.2015.32.2.9231
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Celada, P., Sanchez-Muniz, F. J., Delgado-Pando, G., Bastida, S., Esparrago Rodilla, M., Jiménez-
Colmenero, F., & Olmedilla-Alonso, B. (2016). Effects of improved fat meat products consumption on

emergent cardiovascular disease markers of male volunteers at cardiovascular risk. Journal of Physiology
and Biochemistry, 72, 669-678. http://dx.d0i.10.1007/s13105-016-0505-5

Cofrades, S., Benedi, J., Garcimartin, A., Sanchez-Muniz, F., & Jiménez-Colmenero, F. (2017). A
comprehensive approach to formulation of seaweed-enriched meat products: from technological
development to assessment of healthy properties. Food Research International, 99, 1084-1094.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodres.2016.06.029

Cofrades, S., Bou, R., Flaiz, L., Garcimartin, A., Benedi, J., Mateos, R., Sanchez-Muniz, F.J., Olivero-
David, R. & Jiménez-Colmenero, F. (2017). Bioaccessibility of hydroxytyrosol and n-3 fatty acids as
affected by the delivery system: simple, double and gelled double emulsions. Journal of Food Science
and Technology, 54(7), 1785—1793. http://link.springer.com/article/10.1007/s13197-017-2604-x

Cofrades, S., Bou, R., Gomez-Nieto, B., Procopio, J. R., Errabi, A. & Jiménez-Colmenero, F. (2017).
Physicochemical properties and encapsulation of silicon in double emulsions for use as potential

ingredient for healthier meat product development. Journal of Food Science and Technology, 53(11),
3884—-3893. http://link.springer.com/article/10.1007/s13197-016-2369-7

Fernandez-Martin, F., Freire, M., Bou, R., Cofrades, S. & Jiménez Colmenero, F. (2017). Olive oil based
edible W/O/W emulsions stability as affected by addition of some acylglycerides. Journal of Food
Engineering, 196, 18-26. http://dx.doi.org/10.1016/j.jfoodeng.2016.10.011

Flaiz, L., Freire, M., Cofrades, S., Mateos, R., Weiss, J., Jiménez-Colmenero, F., & Bou, R. (2016).
Comparison of simple, double and gelled double emulsions as hydroxytyrosol and n-3 fatty acid delivery
systems. Food Chemistry, 213, 49-57. http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.06.005

Freire, M., Bou, R., Cofrades, S., Solas, M. T., & Jiménez-Colmenero, F. (2016). Double emulsions to
improve frankfurters lipid content: impact of perilla oil and pork backfat. Journal of the Science of Food
and Agriculture, 96, 900-908 http://dx.doi.org/10.1002/jsfa.7163

Freire, M., Bou, R., Cofrades, S. & Jiménez-Colmenero, F. (2017). Technological characteristics of cold-
set gelled double emulsion enriched with n-3 fatty acids: Effect of hydroxytyrosol addition and chilling
storage. Food Research International, 100, 298-305. https://doi.org/10.1016/j.foodres.2017.08.047

Freire, M., Cofrades, S., Serrano-Casas, V., Pintado, T., Jiménez, M. J., & Jiménez-Colmenero, F. (2017).
Gelled double emulsions as delivery systems for hydroxytyrosol and n-3 fatty acids in healthy pork
patties. Journal of Food Science and Technology, http://dx.d0i.10.1007/s13197-017-2860-9

Herrero, A. M., Ruiz-Capillas, C., Pintado, T., Carmona, P. & Jimenez-Colmenero (2017). Infrared
spectroscopy used to determine effects of chia and olive oil incorporation strategies on lipid structure of
reduced-fat frankfurters. Food Chemistry, 221, 1333-1339.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2016.11.022

Herrero, A.M., Ruiz-Capillas, C, Pintado, T., Carmona, P., & Jiménez-Colmenero, F. (2018). Elucidation
of lipid structural characteristics of chia oil emulsion gels by Raman spectroscopy and their relationship
with technological properties. Food Hydrocolloids, (aceptada).

Jiménez-Colmenero, F., Cofrades, S., Herrero, A. M. & Ruiz-Capillas, C. (2017). Implications of
domestic food practices for the presence of bioactive components in meats with special reference to meat-

based functional foods. Critical Reviews in Food Science and Nutrition,
http://dx.doi.org/10.1080/10408398.2017.1322937
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Jiménez Colmenero, F., Salcedo-Sandoval, L., Bou, R., Cofrades, S., Herrero, A.M., & Ruiz-Capillas, C.
(2015). Novel applications of oil-structuring methods as a strategy to improve the fat content of meat
products. Trends in Food Science and Technology, 44, 177-188.
http://dx.doi.org/10.1016/].tifs.2015.04.011

Pintado, T., Herrero, A. M., Jiménez-Colmenero, F., Pasqualin Cavalheiro, C., & Ruiz-Capillas. (2018).
Chia and oat emulsion gels as new animal fat replacers and healthy bioactive sources in fresh sausage
formulation. Meat Science, 135, 6-13. http://dx.doi.org/10.1016/j.meatsci.2017.08.004

Pintado, T., Herrero, A.M., Jiménez-Colmenero, F., Ruiz-Capillas, C. (2016a). Strategies for
incorporation of chia (Salvia hispanica, L.) in frankfurters as a health-promoting ingredient. Meat
Science, 114, 75-84. http://dx.doi.org/10.1016/j.meatsci.2015.12.009

Pintado, T., Herrero, A., Jiménez-Colmenero, F. & Ruiz-Capillas, C. (2016b). Emulsion gels as potential
fat replacers delivering f-glucan and healthy lipid content for food applications. Journal of Food Science
and Technology, 53(12), 4336-4347. http://link.springer.com/article/10.1007/s13197-016-2432-4

Pintado, T., Herrero, A.M., Ruiz-Capillas, C., Triki, M., Carmona, P., & Jiménez-Colmenero, F. (2016c¢).
Effects of emulsion gels containing bioactive compounds on sensorial, technological and structural
properties of frankfurters. Food Science and Technology International, 22, 132-145
http://dx.doi.org/10.1177/1082013215577033

Pintado, T., Ruiz-Capillas, C., Jiménez-Colmenero, F., Carmona, P., & Herrero, A.M. (2015). Oil-in-
water emulsion gels stabilized with chia (Salvia hispanica L) and cold gelling agents: technological and
infrared spectroscopic characterization. Food Chemistry, 185, 470-478.
http://dx.doi.org/10.1016/i.foodchem.2015.04.024

Ruiz-Capillas, C., Tahmouzi, S., Triki, M., Rodriguez-Salas, L., Jiménez-Colmenero, F., & Herrero,
A.M. (2015). Nitrite-free Asian hot dog sausages reformulated with nitrite replacers. Journal of Food
Science and Technology, 52, 4333-4341. http://dx.doi.org/10.1007/s13197-014-1460-1

Salcedo-Sandoval, L., Cofrades, S., Ruiz-Capillas, C., Carballo, J., & Jiménez-Colmenero, F. (2015a).
Konjac-based oil bulking system for development of improved-lipid pork patties: Technological,
microbiological and sensory assessment. Meat Science, 101, 95-102.
http://dx.doi.org/10.1016/j.meatsci.2014.11.010

Salcedo-Sandoval, L., Cofrades, S., Ruiz-Capillas, C., & Jiménez-Colmenero, F. (2015b). Filled hydrogel
particles as a delivery system for n-3 long chain PUFA in low-fat frankfurters: consequences for product
characteristics with special reference to lipid oxidation. Meat Science, 110, 160-168.
http://dx.doi.org/10.1016/j.meatsci.2015.07.013

Salcedo-Sandoval, L., Cofrades, S., Ruiz-Capillas, C., Matalanis, A., McClements, J., Decker, E. A., &
Jiménez-Colmenero, F. (2015c). Oxidative stability of n-3 fatty acids encapsulated in filled hydrogel
particles and of pork meat systems containing them. Food Chemistry, 184, 207-213.
http://dx.doi.org/10.1016/j.foodchem.2015.03.093

Salcedo-Sandoval, L., Ruiz-Capillas, C., Cofrades, S., Triki, M., & Jiménez-Colmenero, F. (2015d).
Shelf-life of n-3 PUFA enriched frankfurters formulated with konjac-based oil bulking agent. LWT - Food
Science and Technology, 62, 711-717. http://dx.doi.org/10.1016/j.1wt.2015.01.043
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I.2.2 Tesis Doctorales dirigidas

Titulo: Agente de carga a base de konjac y particulas de hidrogel como nuevos sistemas de incorporacion
de aceites en productos carnicos

Doctorando: J. Lorena Salcedo Sandoval

Directores: S. Cofrades, C. Ruiz-Capillas, A. y F. Jiménez Colmenero.

Facultad y Universidad: Veterinaria. Universidad Complutense de Madrid (UCM).
Afio: 2015

Calificacion: Sobresaliente cum laude

Titulo: Effect of dietary polyphenol-rich grape by-products on growth performance, some physiological
parameters, meat and meat products quality in chickens

Doctorando: Maria Nardoia
Directores: D. Casamassima, A. Brenes Paya, y C. Ruiz-Capillas

Facultad y Universidad: Department of Agricultural, Environmental and Food Science. University of
Molise (Italy).

Afio: 2016
Calificacion: 110/110 cum laude

Titulo: Efectos del consumo de productos carnicos modificados en sujetos con sobrepeso y dislipedia
Doctorando: Paloma Celada Rodriguez

Facultad y Universidad: Farmacia. Universidad Complutense de Madrid (UCM).

Directores: F. J. Sanchez-Muniz, B. Olmedilla Alonso y F. Jiménez Colmenero.

Afio: 2017

Calificacion: Sobresaliente cum laude

Titulo: Estrategias de reformulacion de productos carnicos mas saludables basadas en la incorporacion de
emulsiones gelificadas en frio estabilizadas con chia (Salvia hispanica, L.) o avena (4vena sativa, L.).

Autor: Tatiana Pintado del Campo

Facultad: Veterinaria. Universidad Complutense de Madrid (UCM).
Directores: A. M. Herrero, C. Ruiz-Capillas y F. Jiménez Colmenero.
Fecha de lectura: Octubre, 2017

Calificacion:
1.2.3 Libros/capitulos de libros

Herrero, A. M., Carmona, P., Jiménez Colmenero, F., Ruiz-Capillas, C. 2015. Application of vibrational
Spectroscopy to elucidate conformational changes promoted by thermal treatment in muscle-based foods.
En: Reactions and Mechanisms in Thermal Analysis of Advanced Materials. Chapter 19. Pages: 467-482.
Ed: Scrivener Publishing LLC, Co-published John Wiley & Son, Inc
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Jiménez Colmenero, F., Herrero, A. M., Cofrades, S., Ruiz-Capillas, C. 2016. Meat: Eating quality and
preservation. En: Encyclopedia of Food and Health. Vol. 3. Chapter 453. Pages: 685-692. Ed: Oxford:
Academic Press

Ruiz-Capillas, C., Herrero, A. M., Jiménez-Colmenero, F 2016. Determination of Nitrates and Nitrites.
En: Flow Injection Analysis of Food Additives. Chapter 7. Pages: 135-152. Ed: CRC Press. Taylor &
Francis Group.

Ruiz-Capillas, C., Herrero, A. M., Jiménez-Colmenero, F 2016. Determination of sulfites. En: Flow
Injection Analysis of Food Additives. Chapter 8. Pages: 153-166. Ed: CRC Press. Taylor & Francis
Group.

Ruiz-Capillas, C., Herrero, A. M., Jiménez-Colmenero, F 2016. Determination of Biogenic Amines. En:
Flow Injection Analysis of Food Additives. Chapter 35. Pages: 667-682. Ed: CRC Press. Taylor &
Francis Group.

Bou, R., Cofrades, S., Jiménez-Colmenero, F. 2017. Fermented meat sausages. En: Fermented Foods in
Health and Disease Prevention. Chapter 10. Pages: 203-235. Ed: Academic Press.

Herrero, A.M., Carmona, P., Jiménez-Colmenero, F., Ruiz-Capillas, C. 2017. Vibrational spectroscopy
for quality assesment of meat. En: Poultry Quality Evaluation. Chapter 10. Pages: 247-276. Ed:
Woodhead Publishing. Elsevier Ltd.

[.3 Congresos, Jornadas y Reuniones

I.3.1 Ponencias invitadas

Ponente: F. Jiménez Colmenero.
Ponencia: Productos carnicos funcionales: oportunidades y desarrollo
Congreso: I Congreso Internacional de Conservacion para la Industria Agroalimentarias. CINCIA.

Lugar y fecha: Universidad de Narifio. San Juan de Pasto. Colombia. 16-18 de marzo de 2016.

Ponente: C. Ruiz-Capillas

Ponencia: Productos carnicos funcionales y sus implicaciones en aspectos de seguridad: Aminas
Biogenas

Congreso: 2° Congreso Internacional: Fronteras en Biotecnologia.

Lugar y fecha: Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad Autonoma de Cohauila, Torreon, (México),
24-26 octubre 2016

Ponente: F. Jiménez Colmenero
Ponencia: Estrategias para modificar el perfil lipidico en productos carnicos funcionales.
Jornadas: I Jornadas sobre Tecnologia de Alimentos de Origen Animal.

Lugar y fecha: Facultad de Veterinaria. Universidad Complutense

Ponente: F. Jiménez Colmenero

Ponencia: Sistemas de estructuracion y estabilizacion de aceites como estrategia para mejorar el
perfil lipidico de los alimentos.

Congreso: IX Congreso CyTA — CESIA. Sesion. IV. Tecnologias emergentes. Nuevos avances en
encapsulacion (micro y nano).

Lugar y fecha: Madrid. 16-19 mayo 2017.
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1.3.2 Actividades de organizacion de Congresos, Jornadas y Reuniones

Congreso: XX National Congress, IX International Congress and XIV Biomedicine and Molecular
Biotechnology Scientific meeting.

Lugar y fecha: Boca de Rio Veracruz, México, marzo 16-18, 2016.
Actividad: Miembro del Comité Cientifico (C. Ruiz-Capillas).

Congreso: The Food Factor I Barcelona Conference

Lugar y fecha: Barcelona. 2-4. Noviembre, 2016.

Actividad: Miembro del International Scientific Advisory Committee (F. Jiménez Colmenero).
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Capitulo II. Desarrollo de ingredientes funcionales
enriquecidos en dcidos grasos omega-3 y
antioxidantes naturales: aplicacion a productos
carnicos

Iciar Astiasaran*, Diana Ansorena Artieda*, Maria Isabel Calvo#, Rita Yolanda Cavero$, Iiigo
Navarro Blasco®.

Universidad de Navarra. *Dpto. Ciencias de la Alimentacién y Fisiologia; * Dpto. Farmacia y

Tecnologia Farmacéutica (Seccién Farmacognosia); *Dpto. Biologia Ambiental; © Dpto. Quimica.

II.1 Desarrollos en investigacion

1I.1.1 Introduccion

La formulacién de alimentos funcionales exige, en muchos casos, la adaptacion de las condiciones
tecnologicas en las que se incorporan los nuevos ingredientes durante el procesado de alimentos. Una de
estas opciones es la utilizacion de sistemas de liberacidn comestibles, que incluyen emulsiones
convencionales, multicapas, de particula sélida y de particulas de hidrogel. Cada uno de estos sistemas de
liberacion tiene sus propias ventajas e inconvenientes, proteccion y distribucion de los agentes
funcionales, asi como su coste, regulacion y biocompatibilidad (McClements, 2007).

La actividad investigadora del grupo se ha centrado desde hace mas de una década en aspectos
relacionados con el desarrollo de ingredientes funcionales que mejoren la calidad nutricional y saludable
de los productos carnicos. En concreto, la actividad en este ultimo periodo parti6 de una matriz
alimenticia desarrollada previamente por nuestro grupo de investigacion, que consiste en un gel de
carragenato que incorpora fraccion lipidica en un 40%, y cuyas propiedades tecnoldgicas han sido
valoradas satisfactoriamente tras su incorporacion a productos carnicos (Poyato et al., 2014; Poyato et al.,
2015). Dicha matriz fue optimizada con el fin de sustituir a un ingrediente caracteristico de los productos
carnicos: el tocino. Dicha sustitucion permite de hecho mejorar una de los principales inconvenientes de
estos productos desde el punto de vista nutricional y saludable: su perfil lipidico rico en acidos grasos
saturados y con una importante cantidad de colesterol. Ademas, el ingrediente no afecta a las propiedades
tecnologicas ni de estabilidad ni sensorial del producto final.

I1.1.2 Metodologia

Diseiio experimental:
La actividad se llevé a cabo en tres etapas:

a) Desarrollo de un ingrediente funcional rico en omega-3 y optimas propiedades tecnoldgicas y su
aplicacion a embutidos crudos curados tipo Chorizo de Pamplona.

b) Desarrollo y aplicacion en hamburguesas de un ingrediente de bajo valor energético y rico en PUFA-
omega-3 de alto peso molecular.
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¢) Desarrollo y aplicacion en hamburguesas de un ingrediente funcional de bajo valor energético y rico en
PUFA-omega-3 de alto peso molecular y capacidad antioxidante elevada.

Los disefios de cada uno de los tres estudios, asi como los materiales y métodos analiticos empleados se
recogen en sendos trabajos (dos de ellos publicados y el tercero enviado para su publicacion). En los
siguientes apartados se resumen los principales resultados y conclusiones de los mismos.

I1.1.3 Resultados y Discusion

Utilizacion de aceite de lino en geles emulsionados optimizados como sustitutos de grasa en
embutidos madurados (Alejandre et al., 2016)

Se prepararon geles emulsionados conteniendo 40% de aceite de lino, 1.5% de carragenato y 58.5% de
agua. Una vez preparados los geles fueron incluidos como un ingrediente mas en la elaboracién de los
embutidos, en concreto en la fase de mezclado-amasado. Se realizaron sustituciones del tocino (control
25% tocino) del orden de: 26,3%, 32,8% y 39,5%. Los productos resultantes presentaron porcentajes
decrecientes en el contenido total de grasa, valor energético procedente de la grasa y valor energético total
(tabla 1).

Tabla 1: Composicion general y valor energético de embutidos crudos curados reformulados.

Control

SUB 1 (26.3%)

SUB 2 (32.8%)

SUB 3 (39.5%)

Moisture (%) 29.29 (0.08)a 29.27(0.36)a 30.86 (0.10)b 31.97 (0.11)c
Fat (%) 30.80 (0.32)c 28.92(0.48)b 26.49 (0.18)b 25.20(0.34)a
Protein (%) 22.07 (0.56)a 21.81(0.12)a 22.47 (0.97)a 21.28 (0.04)a
Ash (%) 5.11 (0.46)a 6.12 (0.17)a 6.19 (0.18)a 5.88 (0.55)a
Carbohydrates (%) 12.73 13.88 13.99 15.67

Total energy valuel740 (14)c 1677 (18)bc 1601 (22)ab 1566 (12)a
Energy from fat (kJ/1001159 (12)c 1087 (18)b 997 (7)a 948 (11)a
Energy from fat (%) 67 (0.61)b 65 (0.31)ab 62 (0.67)a 61 (0.58)a
Fat reduction (%) — 6 14 18

Energy value reduction— 4 8 10

For each parameter, different small letters among percentages of substitution indicate significant
differences (P < 0.05) based on post hoc Bonferroni test. Standard errors of the mean appear in
parentheses.

El analisis de los parametros relacionados con las potenciales declaraciones nutricionales que podian
ostentar los productos desarrollados ofrecié muy buenos resultados. Asi, la declaracion “alto en proteina”
podria aplicarse a todos los productos (en este caso incluyendo el control), ya que en todos ellos el valor
energético proporcionado por la proteina fue, al menos, el 20% del valor energético total del producto. En
cuanto a los cambios en el perfil lipidico, hicieron que todos los productos modificados pudieran hacer
gala de la declaracion “fuente de omega-3” al aportar mas de 0.3g de acido alfa-linolénico por 100 g de
producto y por 100 kcal. Ademas en el caso del producto correspondiente a la maxima sustitucion, se
podria utilizar también la declaracion “alto contenido en omega-3” por contener mas de 0.6g de acido
alfa-linolénico por 100 g y 100 kcal (en concreto 2,39 g ALA/100 gy 0,64g ALA/100 kcal).

El estudio incluy6 medidas de indice de perdxidos y TBA, cuyos resultados pusieron de manifiesto la no
existencia de problemas de oxidacion en ninguno de los productos. Sin embargo, se observo un cierto
incremento del hexanal, aunque no significativo, y un incremento del nonanal y de los aldehidos totales
con el incremento del grado de sustitucion del tocino por el gel emulsionado. Este incremento de los
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aldehidos probablemente fue el responsable de ciertas notas extrafias detectadas en el analisis sensorial de
los productos de maxima sustitucion, que indicaron la no viabilidad sensorial de estos productos.

Hamburguesas bajas en grasa formuladas con sustitutos de grasa enriquecidos en acidos
grasos omega-3 (Alejandre et al., 2017)

Este estudio se desarrollo en dos fases, una primera de optimizacion de la formulacion del gel y de las
condiciones de almacenamiento, y la segunda sobre su viabilidad en la aplicacién para elaborar
hamburguesas de bajo valor energético.

Se desarrollé una formulacién de gel emulsionado que constituyese un ingrediente de bajo valor
energético y a la vez fuese fuente significativa de acidos grasos omega-3 de alto peso molecular (EPA y
DHA). Ademas el ingrediente debia poseer caracteristicas tecnologicas (dureza y sinéresis) aptas para ser
utilizado como sustituto de grasa animal. Se optimiz6 la formulacién teniendo en cuenta todas las
variables citadas obteniendo finalmente un gel con 3% de carragenato y 1% de aceite de alga. El
ingrediente resultante se caracterizo por valores del orden de 41,22N de dureza y 1,14% de sinéresis.

Una vez optimizado el gel se estudid su estabilidad, en un periodo de 31 dias, en diferentes condiciones
de almacenamiento: 4V (4°C y vacio), 25V (25°C y vacio), 4NV (4°C y no vacio) y 25NV (25°C y no
vacio), confirmdndose que 4°C y vacio fueron las mejores condiciones para evitar la oxidacion lipidica
(tabla 2). El gel almacenado a 25°C y aire mostrd a partir del séptimo dia de almacenamiento pérdidas
significativas de humedad (7,25% a los 31 dias) y de dureza. También se observaron importantes cambios
en parametros instrumentales de medida de color a partir del dia 7 en esas condiciones. Asi mismo, el
crecimiento de microorganismos mesofilos a 25°C fue mucho méas importante, poniendo en evidencia la
importancia de la temperatura durante el almacenamiento del gel.

Tabla 2: TBARS (mg MDA/100 g gel) de emulsiones gelificadas, en diferentes condiciones (4 V,
4NV, 25V y 25NV) y dias (0, 7, 15 and 31) de almacenamiento.

Conditions Days of storage (Days) SEM  P-value*

Day0  Day7  Dayl5 Day3l Condition  Day ]C)ay X
4V 0.33aA  0.54bC  0.53aC  0.49aB 0.01 0.000 0.000  0.000
ANV 0.33aA  0.57¢cC  0.60bC  0.52abB 0.02
25V 0.33aA  0.52aB  0.58bB  0.54bBC 0.02
25NV 0.33aA  0.53aB  0.70cC  0.81cD 0.03

SEM: standard error of the mean. Small letters within the same time of analysis (same column) indicate
significant differences (P< 0.05) among storage conditions. Capital letters within the same condition
(same row) indicate significant differences (P< 0.05) among days of storage by post hoc Bonferroni test.
V: vacuum; NV: not vacuum

*Results from 2x2 factorial ANOVA.

Por ultimo, se pasoé a utilizar el ingrediente disefiado en la reformulacion de hamburguesas de bajo valor
energético en las que ademas se pretendia que contribuyesen a la ingesta de EPA y DHA en la dieta. El
disefio experimental incluyé hamburguesas control de bajo valor energético (9% de grasa) y
hamburguesas modificadas en las que se sustituyo totalmente la grasa por el ingrediente de bajo valor
energético, proporcionando un producto con una cantidad total de grasa del orden del 2,6% (reduccion del
70% respecto a las hamburguesas control) por lo que podrian calificarse como “bajas en grasa” (menos de
3 g/100g). Los analisis se realizaron tanto en muestras crudas como cocinadas.

15



Red de Excelencia CONSOLIDER PROCARSE

El valor energético total se redujo en un 43% en las hamburguesas crudas y en un 37% en las cocinadas,
por lo que se podrian aplicar declaraciones de “valor energético reducido” (reduccion por encima del 30%
respecto al producto de referencia).

En cuanto al perfil de acidos grasos (tabla 3), se observo una reduccion de AGS del 69%, por lo que se
podria utilizar la declaracion ‘“grasa saturada reducida”. Obviamente, al reducirse de forma tan
significativa el contenido en grasa total, también se redujeron las cantidades absolutas de PUFAs omega-6
y omega-3, estos ultimos por la reduccion de acido alfa-linolénico. Sin embargo, se incrementaron las
cantidades de EPA y DHA, disminuyendo la relacion de omega-6/omega-3. Hay que recordar que una
alta relacion omega-6/omega-3 se correlaciona con la patogénesis de numerosos desordenes como
enfermedades cardiovasculares e incluso cancer.

Tabla 3: Perfil lipidico de las hamburguesas Control (C) y Modificadas (M) (mg / 100 g
producto).

CRaw  CCooked |MRaw M Cooked SEM P-value

EPA 340 4.1b 27a 2.7a 0.17 0.04

DHA 10.5a 11.6a 21.7b 243D 2.55 0.001
EPA+DHA 13.5a 149 a 244b 269D 2.38 0.04

Omega-3 68.9b 72.6b 37.5a  346a 7.74 0.003
Omega-6 1108b  1091b 268 a 264 a 144 0.001
Omega-6/Omega-3 | 16.1b 15.0b 7.1a 7.6 a 1.06 0.001
PUFA 1116b  1239b 357 a 303 a 147 0.001
SFA 3665b  3530b 1146a 1102a 477 0.001

SEM: standard error of the mean. Per each parameter, different letters in the same row indicate
differences (P < 0.05) based on post hoc Bonferroni test.

Por ultimo, sefialar que las hamburguesas modificadas presentaron puntuaciones en los test de
aceptabilidad sensorial muy similar a las hamburguesas control bajas en grasa.

Aplicacion de un extracto natural a un ingrediente bajo en grasa para incrementar la
capacidad antioxidante de hamburguesas (Alejandre et al., enviada)

El ultimo trabajo desarrollado consisti en la adicion de un extracto natural obtenido de ramas de Prunus
spinosa L. al ingrediente de bajo valor energético elaborado con 1% de aceite de alga.

El extracto se obtuvo mediante extraccion hidroalcohdlica de los componentes con capacidad
antioxidante presentes de forma significativa en dicha planta. La capacidad antioxidante del extracto se
midié con técnicas espectrofotométricas (ABTS, DPPH y Compuestos Fenodlicos totales). Ademas se
pudieron identificar por HPLC algunos de los principales compuestos antioxidantes presentes
(especialmente catequinas).

El extracto se incluyé en el gel emulsionado con el fin de aportarle una capacidad antioxidante que
incrementase los potenciales beneficios del mismo. Una vez adicionado a las hamburguesas, se pudo
observar que, ademas de los beneficios relacionados con la grasa, el valor energético y el perfil de acidos
grasos, las nuevas hamburguesas presentaban a su vez un incremento de su actividad antioxidante que se
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pudo traducir en una menor intensidad de oxidacion lipidica. Ademas, aunque no se ha podido probar en
este trabajo, se podria esperar que la ingesta de estas hamburguesas conllevase la consiguiente ingesta de
compuestos antioxidantes con los beneficios saludables subsiguientes.

I1.1.4 Conclusiones

1. Ingredientes funcionales elaborados con 40% de aceite de lino y 1,5% de carragenato pueden
emplearse como sustitutos parciales de tocino en la formulacion de embutidos crudos-curados,
alcanzando un grado de sustitucion méxima del 32,8% del tocino (para controles con 25% en la
formulacién y % de grasa total en torno al 30%).

2. Un gel emulsionado elaborado con 3% carragenato y 1 % de aceite de alga posee unas adecuadas
propiedades tecnologicas para ser empleado como ingrediente funcional de bajo valor energético y
enriquecido en omega-3. Sus condiciones Optimas de almacenamiento son bajas temperaturas (4°C) y
vacio.

3. El ingrediente de bajo valor energético y enriquecido en omega-3 permite elaborar hamburguesas
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“bajas en grasa”, “valor energético reducido”, “grasa saturada reducida” y aceptables sensorialmente.

4. Es posible elaborar hamburguesas bajas en grasa y que aporten de forma simultanea compuestos
bioactivos (4cidos grasos omega-3 y compuestos antioxidantes) que presenten a su vez buenas
propiedades organolépticas.

I1.1.5 Financiacion

La actividad desarrollada ha sido financiada a través de los siguientes proyectos de investigacion:

1. Titulo del proyecto: Matrices alimentarias de origen vegetal con potencial actividad antioxidante
sometidas a diferentes tecnologias: evaluacion quimica y biologica

Entidad financiadora: Ministerio de Economia y Competitividad- AGL2014-52636-P

Entidades participantes: Dpto. Ciencias de la Alimentacion y Fisiologia. Dpto Farmacia y Tecnologia
Farmacéutica. Dpto. Biologia Ambiental (Universidad de Navarra).

Duracién, desde: Enero 2015 Hasta: Diciembre 2017
Cuantia de la subvencion: 145000€ / 3afios

Investigador responsable: M. Paz de Pefia y Diana Ansorena

2. Titulo del proyecto: Desarrollo de un ingrediente funcional de bajo valor energético enriquecido en
acidos grasos omega-3 y antioxidantes naturales: aplicacion a productos carnicos

Entidad financiadora: Dpto. Industria-Gobierno de Navarra (P1032 OMEGA3)

Entidades participantes: Dpto. Ciencias de la Alimentacion y Fisiologia. Dpto Farmacia y Tecnologia
Farmacéutica. Dpto. Biologia Ambiental. (Universidad de Navarra).

Duracién, desde: Enero 2016 Hasta: Diciembre 2016
Cuantia de la subvencion: 41969.63€

Investigador responsable: Diana Ansorena

3. Titulo del proyecto: Nueva gama de embutidos curados saludables con sabor tradicional
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Entidad financiadora: Dpto. Industria-Gobierno de Navarra

Entidades participantes: Dpto. Ciencias de la Alimentacion y Fisiologia. Dpto. Farmacia y Tecnologia
Farmacéutica. Dpto. Biologia Ambiental. (Universidad de Navarra)- Embutidos GOIKOA S.A.

Duracioén, desde: Septiembre 2017 HASTA: Diciembre 2019
Cuantia de la subvencion: 67.898,66 €

Investigador responsable: Diana Ansorena

I1.2 Produccion cientifica mas relevante

I1.2.1 Articulos en revistas cientificas

Barriuso, B., Ansorena, D., Calvo, M.1., Cavero, R.Y., & Astiasaran, 1. 2015. Role of Melissa officinalis
in cholesterol oxidation: antioxidant effect in model systems and application in beef patties. Food
Research International 69, 133-140.

Barriuso, B., Ansorena, D., Poyato, C., Astiasaran, I. 2015. Cholesterol and stigmasterol within a
sunflower oil matrix: Thermal degradation and oxysterols formation. Steroids, 99(B), 155-160.

Poyato, C., Astiasaran, 1., Barriuso, B., &, Ansorena, D. 2015. A new polyunsaturated gelled emulsion as
replacer of pork back-fat in burger patties: Effect on lipid composition, oxidative stability and sensory
acceptability. LWT- Food Science and Technology, 69(2), 1069-1075.

Ansorena, D., Poyato, C., Berasategi, 1. Garcia-Ifiguez de Ciriano, M., &, Astiasaran, . 2015. Desarrollo
tecnologico de carnicos mas saludables. Tecnifood, Abril 2015, 36-39.

Barriuso, B., Mariutti, L.R.B., Ansorena, D., Astiasaran, 1., & Bragagnolo, N. 2016. Solanum
sessiliflorum (mana-cubiu) antioxidant protective effect towards cholesterol oxidation: influence of
docosahexaenoic acid. European Journal of Lipid Science and Technology, 118(8), 1125-1131.

Alejandre, M., Poyato, C., Ansorena, D., & Astiasaran, 1. 2016. Linseed oil gelled emulsion: a successful
fat replacer in dry fermented sausages. Meat Science, 121, 107-113.

Alejandre, M., Passerini, D., Astiasaran, ., & Ansorena, D. 2017. The effect of low-fat beef patties
formulated with a low-energy fat analogue enriched in long-chain polyunsaturated fatty acids on lipid
oxidation and sensory attributes. Meat Science, 134, 7-13.

Alejandre M., Ansorena D., Poyato C., Berasategi 1., Garcia-fﬁiguez de Ciriano M., Valencia I. &
Astiasaran, 1. 2017. Reformulacion de derivados carnicos con emulsiones de aceite de lino. Eurocarne,
256, 97-116.

Barriuso, B., Ansorena, D., & Astiasaran, 1. 2017. Oxysterols formation: a review of a multifactorial
process. Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology 169, 39-45.

Gayoso, L., Poyato, C., Calvo, MI, Cavero, RY, Ansorena, D., & Astiasaran, 1. 2017. Volatiles formation
in gelled emulsions enriched in polyunsaturated fatty acids during storage: type of oil and antioxidant.
Journal of Food Science and Technology, 54(9), 2842-2845.

I1.2.2 Tesis Doctorales dirigidas

Titulo: Emulsions as delivery systems of unsaturated lipids: oxidative stability and applications -
Emulsiones como vehiculo de lipidos insaturados: estabilidad oxidativa y aplicaciones.
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Doctorando: Diia. Candelaria Poyato Aledo

Directores: Iciar Astiasaran y Diana Ansorena

Facultad y Universidad: Facultad de Farmacia (Universidad de Navarra)
Ano: 2015

Calificacion: Sobresaliente cum laude (Doctorado Europeo)
I1.2.3 Libros/capitulos de libros

Libros

Handbook of fermented meat and poultry. Second Edition. Editorial: Ed. Blackwell Publishing. Oxford,
UK. EDS: Fidel Toldra (Editor), Y. H. Hui (Consulting Editor), Iciar Astiasaran (Associate Editor),
Joseph Sebranek (Associate Editor), Regine Talon (Associate Editor). ISBN: 978-1-118-52269-1

Capitulos de libros

Astiasaran, | &. Ansorena, D. 2015. Functional dry fermented sausages. En “Handbook of fermented
meat and poultry”. Second Edition. Chapter 27. Pages: 241-250. Editorial: Ed. Blackwell Publishing.
Oxford, UK. EDS: Fidel Toldra (Editor), Y. H. Hui (Consulting Editor), Iciar Astiasaran (Associate
Editor), Joseph Sebranek (Associate Editor), Regine Talon (Associate Editor). ISBN: 978-1-118-52269-1

Ansorena, D., & Astiasaran, 1. 2016. Fermented Foods: Composition and Health effects. En
“Encyclopedia of Food and Health”. Chapter 285. Pages: 649-655. Editorial: Elsevier, Oxford. EDS:
Caballero, B., Finglas, P., Toldra, F. ISBN: 9780123849472

Astiasaran, 1., Ansorena, D. 2016. Sausages and Comminuted Products: Dry Fermented Products. En
“Encyclopedia of Food and Health”. Chapter 612. Pages: 728-733. Editorial: Elsevier, Oxford. EDS:
Caballero, B., Finglas, P., Toldra, F. ISBN: 9780123849472

I1.3 Congresos, Jornadas y Reuniones

I1.3.1 Ponencias invitadas

Ponente: Diana Ansorena
Ponencia: Is it possible to reformulate meat products to make them healthier?
Congreso / Jornada / Reunién: Jornada sobre investigacion en carnes y productos carnicos

Lugar y fecha: Gante (Bélgica), 27 Septiembre 2017.
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Capitulo III. Estrategias innovadoras en el control de
calidad de productos carnicos: aspectos sensoriales,
nutricionales y de salud

S. Ventanas, L. Lorido, M. Estévez, A. Gonzalez-Mohino, T. Antequera, D. Caballero, T. Pérez-

Palacios, D. Morcuende

Tecnologia y Calidad de Alimentos. Instituto Universitario de Investigacion de Carne y Productos

Carnicos (IProCar). Facultad de Veterinaria. Universidad de Extremadura. 10003-Cdceres.

III.1 Desarrollos en investigacion

II1.1.1 Introduccion

III.1.1.1 Nuevas técnicas de evaluacion sensorial.

Los integrantes de esta linea de investigacion han desarrollado diversas técnicas sensoriales
innovadoras en el campo de la evaluacion de la calidad sensorial de la carne y productos
carnicos. En este sentido, se ha avanzado en estos tres anos en la aplicacion de técnicas
sensoriales dindmicas, como el Tiempo-intensidad (TI) ue permite evaluar la modificacion
temporal de la intensidad de la percepcion de diversos atributos sensoriales. Ademads, se ha
implementado por primera vez la técnica sensorial “Sensacion temporal dominante” (TDS).
Ademas, se han aplicado dos técnicas sensoriales descriptivas rapidas y se han evaluado sus
ventajas e inconvenientes como métodos de caracterizacion sensorial de productos cérnicos, en
concreto el “Flash Profile” y el “Napping”. Finalmente, y de gran interés actual, hay que destacar
la investigacion centrada en la generacion de perfiles emocionales asociados al consumo de
alimentos asi como el desarrollo de la metodologia para la cuantificacion de dichas emociones.
En este sentido, se han generado los perfiles emocionales asociados al consumo de jamon ibérico
y Serrano y actualmente se estd trabajando en los perfiles emocionales generados por
consumidores con necesidades especificas, en concreto con enfermos de céancer tanto en
productos carnicos como en otros alimentos.

III.1.1.2 Caracterizacion de productos carnicos mediante analisis de Imagenes de
Resonancia Magnética (MRI)

El grupo de investigacion TECAL viene estudiando la técnica de imagen de resonancia
magnética (MRI) desde hace unos afios como método no destructivo para el andlisis de
productos carnicos, y mas concretamente para el jamoéon y lomo Ibéricos. El procedimiento
general de estos estudios se basa en tres bloques: adquisicion de imagenes, analisis de imagenes
y andlisis de datos (Pérez-Palacios y cols., 2015). La mayoria de estudios realizados hasta ahora
en productos carnicos se han desarrollado utilizando 1) escaneres de alto campo magnético
(producen imagenes de una calidad muy alta, pero son caros y sus gastos de mantenimiento son

21



Red de Excelencia CONSOLIDER PROCARSE

muy altos) para la adquisicion de las iméagenes, ii) algoritmos clasicos de texturas para analizar y
extraer informacién computacional de las imagenes MRI, y iii) herramientas estadisticas
tradicionales, como el coeficiente de correlacion de Pearson y el andlisis de componentes
principales, para analizar los valores numéricos obtenidos del andlisis de imagenes.

I11.1.1.3 Oxidacion de proteinas en alimentos y su impacto sobre la salud

La influencia de los alimentos sobre la nutricion humana y sobre el estado de salud/enfermedad
es un tema que preocupa enormemente a los consumidores. La carne procesada se ha
identificado por la OMS como carcinogénica (Grupo 1) y su consumo asociado al cancer
colorrectal (CCR) si bien los componentes de la carne potencialmente toxicos, asi como los
mecanismos moleculares implicados se reconocen por la OMS como desconocidos. Se sabe bien,
sin embargo, el papel que el estrés oxidativo in vivo tiene sobre diversos procesos patologicos
como el CCR, enfermedades neurodegenerativas y el envejecimiento celular. Estudios recientes
demuestran que la ingesta de lipidos oxidados promueve el estrés oxidativo in vivo, lo que
provoca a su vez, alteraciones de los procesos fisioldgicos. Las proteinas de los alimentos son
también objetivo de los radicales libres, pero muchas de las reacciones bioquimicas implicadas,
asi como de las consecuencias de las mismas para el alimento y el consumidor se desconocen
actualmente. Los productos procedentes de la oxidacion de lipidos y proteinas se acumulan en el
alimento durante su procesado, el almacenamiento posterior e incluso tras la ingesta del mismo:
durante las tres fases de la digestion. De este modo, el tracto gastrointestinal y los organos
internos estan expuestos al potencial efecto toéxico y mutagénico de estas especies. Actualmente,
se desconoce por completo el desarrollo de reacciones de oxidacion proteica durante las fases de
la digestion y las consecuencias de dichas reacciones sobre procesos patologicos concretos. Sin
embargo, estudios metabolomicos recientes ha identificado a varios productos de la oxidacion
proteica (ditirosinas y kinureninas) como clave en el estrés oxidativo luminal que tiene lugar
durante la digestion de la carne roja, lo que situa a estos compuestos de forma plausible como
potenciales agentes toxicos y mutagénicos. Estos ultimos afios han sido testigos de un creciente
interés en el uso de compuestos fenolicos en la dieta debido a su origen natural y a los diversos
efectos bioldgicos que se les atribuyen. Los procesos bioquimicos que gobiernan los mecanismos
de interaccion entre estos fitoquimicos y las proteinas (de alimentos y de nuestros propios
tejidos) son complejos y requieren un estudio pormenorizado. En este sentido, la flora intestinal
también concentra mucho interés debido a los efectos beneficios que se le atribuye aun cuando se
conoce poco sobre su influencia en el estrés oxidativo luminal y la posible proteccion frente a
enfermedades intestinales. Es necesario dilucidar las interacciones a nivel molecular entre
componentes de la dieta (incluyendo proteinas oxidadas) y la microbiota.

I11.1.1.4 Antioxidantes naturales: caracterizacion y empleo en carne y productos carnicos

Los efectos negativos que tanto la oxidacion lipidica como proteica tienen sobre la calidad y
seguridad de los alimentos, obliga a los cientificos y tecnologos de alimentos a buscar fuentes de
antioxidantes para evitar o minimizar la aparicion de estas reacciones. La oxidacion tiene lugar
tanto en el animal vivo (con consecuencias para la calidad de la carne que se obtiene) como
durante el procesado y almacenamiento de los alimentos. Es por ello que se hace imprescindible
actuar tanto a nivel de la granja (estrategias antioxidantes ante-mortem) como directamente en el
alimento (estrategias antioxidantes tecnoldgicas). Las primeras incluyen la utilizacioén de aditivos
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de caricter antioxidante como tocoferoles, carotenoides, aminodcidos azufrados, selenio...que
una vez asimilados por el animal, actian a nivel celular, inhibiendo las acciones de oxidacion
iniciadas por radicales libres. Las segundas incluyen una enorme variedad de opciones de
envasado y de aplicacion de aditivos alimentarios con efecto antioxidante que buscan reducir el
impacto de las reacciones de oxidacion directamente en el alimento. Tanto en unas estrategias
como en otras, existe un creciente interés en el uso de antioxidantes de origen vegetal
(habitualmente conocidos como antioxidantes naturales). El interés en estos compuestos se debe
a su supuesta seguridad (dada su presencia de forma natural en plantas, frutas etc.), a su
efectividad en sus muy diversas actividades bioldgicas (antioxidantes, antimicrobiana,
antiinflamatoria, antiproliferativa...) y al hecho de que, en funciéon de su origen, se favorece la
economia circular, el uso de subproductos de la industria agricola y por lo tanto, se llevan a cabo
acciones que reduce la formacion de residuos potencialmente toxicos y de su re-utilizacion en el
campo de la agroalimentacion y de la tecnologia alimentaria.

III.1.1.5 Microencapsulacion de aceite de pescado

Uno de los aspectos mds comprometidos en la casi totalidad de los productos carnicos es su
perfil lipidico. Por ello se estd investigando sobre la posibilidad de modificar su composicion
nutricional. Una de las estrategias es la incorporacion de acidos grasos poliinsaturados (AGPI)
omega-3 (0-3), y mas especificamente de los dcidos grasos eicosapentaenoico (C20:5 n-3, EPA)
y docosahexaenoico (C22:6 n-3, DHA), que son compuestos bioactivos con propiedades
beneficiosas para la salud humana. El problema de la incorporacion de estos AGPI -3 es su alta
susceptibilidad a la oxidacion. Asi mismo, la principal fuente de EPA y DHA es el aceite de
pescado, cuya cantidad a afiadir se ve limitada por el rechazo que causa en los consumidores la
deteccion de aromas a pescado o a rancio en los alimentos enriquecidos. Una estrategia que se
puede utilizar para resolver estos inconvenientes es la microencapsulacion. Ante este
planteamiento, hemos desarrollado microcépsulas de aceite de pescado a partir de diferentes
tipos de emulsiones (simples, dobles y multicapa) mediante spray-drying. La caracterizacion y
comparacion de estos tres tipos de emulsiones y sus correspondientes microcapsulas parecen
indicar que las microcapsulas procedentes de emulsiones multicapa son las mas adecuadas para
obtener una fuente estable de EPA y DHA (Jiménez-Martin y cols., 2014, 2015, 2016a). En estos
trabajos no se llevo a cabo la homogeneizacion a alta presion de las emulsiones empleadas para
elaborar las microcapsulas. Sin embargo, la homogeneizacion a alta presion parece ser una buena
estrategia para mejorar la estabilidad de las emulsiones y la eficiencia de la microencapsulacion
(Mc Clements, 2009). Por otro lado, la informacién cientifica disponible sobre la aplicacion de
microcapsulas con fines de enriquecimiento en AGPI ®-3 es escasa, con pocos referentes en la
literatura cientifica de productos carnicos.

I1I.1.2 Metodologia

II1.1.2.1 Nuevas técnicas de evaluacion sensorial

-Evaluar el efecto del contenido en grasa intramuscular, el contenido en sal y la aplicacion de altas
presiones hidrostaticas (APH) en las caracteristicas sensoriales de jamones curados Ibéricos y Serranos
evaluados mediante técnicas descriptivas clasicas AQD® y descriptivas dinamicas, Tiempo-Intensidad
(TD).
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-Evaluar el efecto del sistema de alimentacion y del contenido en sal sobre las caracteristicas sensoriales
de jamones ibéricos evaluados mediantes técnicas descriptivas dinamicas: Tiempo Intensidad y
“Sensacion Temporal Dominante” (TDS).

-Evaluar el efecto de la sustitucion de sal en lomos curados Ibéricos evaluados mediante técnicas
descriptivas dinamicas (TI y TDS) y técnicas descriptivas rapidas (Perfil Flash).

-Emplear técnicas descriptivas rapidas, Napping, para describir diferencias sensoriales entre lomos de
cerdo horneados a diferentes temperaturas y tiempos de cocinado.

-Desarrollo del perfil emocional en jamones curados, Ibéricos y Serranos.

III.1.2.2 Caracterizacion de productos carnicos mediante analisis de Imagenes de
Resonancia Magnética (MRI)

-Evaluar el efecto de diferentes secuencias de adquisicion de imagenes en un escaner MRI de bajo campo

sobre las caracteristicas de las imagenes de lomos ibéricos.

-Desarrollar nuevos algoritmos basados en fractales para analizar imagenes MRI de lomos ibéricos.

-Explorar diferentes técnicas de mineria de datos que permitan estudiar la relacion entre las caracteristicas

computacionales (extraidas de las imagenes MRI mediante los algoritmos) y los parametros de calidad

obtenidos a través de analisis fisico-quimicos y sensoriales.

-Obtener ecuaciones de prediccion que permitan determinar parametros de calidad de lomos de forma no

destructiva, rapida, precisa y fiable.

I11.1.2.3 Oxidacion de proteinas en alimentos y su impacto sobre la salud

-Dilucidar los reacciones y mecanismos bioquimicos implicados en la oxidacion de proteinas humanas y
de los alimentos.

-Conocer la naturaleza de las reacciones que tienen lugar durante el procesado y almacenamiento de los
alimentos y dilucidar en qué medida las condiciones del procesado o los ingredientes/aditivos utilizados
(nitritos, azucares simples, sal...) pueden influir sobre la formacion de compuestos potencialmente
toxicos

-Conocer el impacto de la ingesta de lipidos y proteinas oxidadas sobre la digestibilidad y el valor
nutritivo de los alimentos

-Establecer la conexion entre la ingesta de alimentos oxidados y procesos patologicos concretos y
entender los mecanismos moleculares implicados (con especial interés sobre productos de oxidacion
proteica y su papel sobre procesos inflamatorios y neoplasias intestinales)

-Desarrollar estrategias antioxidantes basadas en el uso en la dieta de fitoquimicos y probioticos con el
objetivo de inhibir los riesgos para la salud asociados al estrés oxidativo.

I11.1.2.4 Antioxidantes naturales: caracterizacion y empleo en carne y productos carnicos
-Buscar y caracterizar antioxidantes de fuentes vegetales diversas; Estudio de técnicas de extraccion
eficientes y seguras

-Aplicabilidad en diversos alimentos y efectividad frente a la oxidacion de lipidos y proteinas. Influencia
sobre parametros sensoriales y aceptabilidad por parte del consumidor.

-Estudio de los mecanismos de interaccion entre los compuestos bioactivos y los componentes de los
alimentos para asegurar el efecto consistente y positivo de los antioxidantes desarrollados en las
condiciones de elaboracion, procesado, almacenamiento y consumo del alimento.

II1.1.2.5 Microencapsulacion de aceite de pescado
- Optimizar el proceso de homogeneizacion de emulsiones de aceite de pescado para elaborar
microcapsulas mediante spray-drying.
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- Evaluar el efecto del enriquecimiento con microcapsulas de aceite pescado sobre las caracteristicas de
calidad de productos carnicos.

I11.1.3 Resultados, Discusion y Conclusiones

III.1.3.1 Nuevas técnicas de evaluacién sensorial

-Una reduccion en el contenido en sal del 5.5 al 3.5% en el producto final no parece modificar la
percepcion dinamica sensorial (TI) del sabor salado en jamones Ibéricos con niveles de grasa
intramuscular (GIM) entre el 8 y el 16%.

-Se ha aplicado por primera vez la técnica dinamica Sensaciones Temporales Dominantes (TDS) en la
evaluacion sensorial de jamon curado Ibérico. Ambas técnicas dinamicas, TI y TDS, aportan informacion
coherente y complementaria, aunque el TDS implica un menor consumo de tiempo y muestra lo que
significa una ventaja importante particularmente para la industria.

-Los atributos sensoriales generados mediante la técnica descriptiva rapida Flash Prolife (FP) ha
permitido discriminar de forma satisfactoria lomos curados con diferentes niveles de sustitucion de NaCl.
FP se ha revelado como una interesante técnica para la obtencion de un mapa sensorial de una forma
rapida y efectiva.

-La técnica descriptiva rapida, Napping, se ha aplicado con éxito en la diferenciacion de lomos de cerdo
horneado en diferentes condiciones de temperatura y tiempo. Los atributos relacionados con la textura del
producto fueron los mas citados para diferenciar entre productos.

-Las emociones evocadas durante el consumo de jamoén curado pueden agruparse en tres dimensiones
asociadas: (1) al contexto habitual de consumo, (2) a las expectativas creadas antes del consumo y (3) a
las percepciones generadas durante y tras el consumo del mismo. La aplicacién por primera vez de la
técnica dinamica TDS asociada a las emociones (TDE) ha permitido diferenciar desde una perspectiva
emocional entre jamoén ibérico vs. serrano/curado.

-Se esta actualmente evaluando el estudio de las emociones asociadas al consumo de alimentos evaluando
condicionantes como el escenario o contexto de consumo y centrandonos en poblaciones diana: pacientes
con cancer.

I1I.1.3.2 Caracterizacion de productos carnicos mediante analisis de Imagenes de
Resonancia Magnética (MRI)

La principal conclusion que se ha obtenido en esta linea de trabajo ha sido la siguiente: La propuesta de

una metodologia basada en el empleo de SE como secuencia de adquisicion de MRI, GLCM o OPFTA

como algoritmos de andlisis de imagenes y MLR como técnica de mineria de datos, para determinar

caracteristicas fisico-quimicas y atributos sensoriales de lomos Ibéricos de forma no destructiva con un

alto grado de fiabilidad.

111.1.3.3 Oxidacion de proteinas en alimentos y su impacto sobre la salud

-El estrés oxidativo tiene lugar a todos los niveles desde la granja hasta la mesa. Las aves de engorde
(broilers) asi como otros animales seleccionados para un crecimiento rapido son particularmente
susceptibles al estrés oxidativo y se requiere la incorporacion de elementos fisico (control T*) o quimicos
(complementos dietéticos) para minimizar el efecto negativo que las reacciones de oxidacion tienen sobre
parametros productivos y de calidad y seguridad de los alimentos que se obtienen.

-Las proteinas tanto humanas (plasma sanguineo) como de alimentos (particularmente origen animal) son
sumamente sensibles a la oxidacion a través de mecanismos mediados por radicales libres como por
azucares simples con capacidad reductora (por ejemplo, glucosa). Los cambios que se inducen son
variados, pero incluyen la formacion de carbonilos, la formacion de enlaces cruzados anomalos, la
pérdida de triptofano y la de aminoacidos azufrados. La funcionalidad de estas proteinas también se ve
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afectadas como consecuencia del dafio oxidativo. Determinados compuestos fendlicos (catequinas del té)
son capaces de inhibir cambios oxidativos en proteinas plasmaticas humanas en condiciones que simulan
una hiperglucemia.

-El procesado de los alimentos (particularmente la congelacion, el secado/deshidratacion y salazonado)
aumenta considerablemente los niveles de oxidacion lipidica y proteica en el alimento. En algunos de los
estudios llevados a cabo, se explica con precision los mecanismos a través de los cuales determinados
procesos tecnolédgicos y determinados aditivos alimentarios afectan a estas reacciones de oxidacion.

-Los estudios llevados a cabo recientemente ponen de manifiesto que la ingesta de especies procedentes
de la oxidacién proteica (acido aminoadipico, kinureninas y ditirosinas) y que se han demostrado presente
en diversos alimentos, tienen influencia sobre la degeneracion de tejidos internos en ratas de
experimentacion. En parte, los mecanismos fisiopatologicos implicados se han podido dilucidar.

111.1.3.4 Antioxidantes naturales: caracterizacion y empleo en carne y productos
carnicos

-La dehesa extremefia es una fuente enorme de antioxidantes naturales que pueden ser utilizados tanto en

la alimentacion animal como en la elaboracion de productos carnicos de diversas especies como el cerdo,

la ternera o el cordero.

-Concretamente frutas como Crataegus spp, Rosa spp. y diferentes variedades de bellota, poseen una gran

variedad de compuestos bioactivos que tienen efectos antioxidantes y antimicrobianos claros sobre la

carne. Esto permite mejorar la calidad de la misma y ampliar su vida util durante un tiempo mas

prolongado. Esto es particularmente interesante en productos carnicos listos para el consumo donde la

acumulacion de productos de oxidacion es muy marcada debida al largo e intenso procesado.

-La alimentacion de cerdos con subproductos del aguacate, mejora la calidad y estabilidad de los lipidos

de la carne de cerdo y también protege a las proteinas y los pigmentos de la carne frente al estrés

oxidativo. Estos efectos se han observado tanto en carne fresca como en carne sometida a procesos de

cocinado.

-Otros elementos testados como las catequinas del té, los extractos fendlicos de la manzana o la salvia o el

laurel, han tenido resultados prometedores.

11.1.3.5 Microencapsulacion de aceite de pescado

- Las emulsiones homogeneizadas a una presiéon de 1500Ba son mas estables que las emulsiones sin
homogeneizar u homogeneizadas a una presion de 700 Ba.

- La aplicacion de altas presiones de homogeneizacion a emulsiones multicapa de aceite de pescado
permite obtener microcapsulas con mejores caracteristicas que cuando las emulsiones no fueron
homogeneizadas.

- La microencapsulacion de emulsiones multicapa-homogeneizadas de aceite de pescado es una estrategia
util y viable para enriquecer productos carnicos en acidos grasos ®-3.

- La adicion de microcapsulas de aceite de pescado, como fuente de EPA y DHA, permite la produccion
de nuggets de pollo y hamburguesas de cerdo con mayor proteccion de los AGPI o-3 y menor oxidacion
lipidica que cuando se adiciona directamente aceite de pescado a estos productos.

- Las caracteristicas sensoriales y la aceptabilidad de los nuggets de pollo y hamburguesas de cerdo
enriquecidos con AGPI ®-3 no se modifican mediante la adicion de microcapsulas de aceite de pescado.
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II1.1.4 Financiacion
- PROYECTOS:

Avance en el estudio de la microencapsulacion de acidos grasos omega-3 para enriquecer productos
carnicos.

IP: M? Trinidad Pérez Palacios. Duracién: enero 2017-diciembre2019

PROYECTOS I+D+I PARA JOVENES INVESTIGADORES SIN VINCULACION O CON
VINCULACION TEMPORAL PROGRAMA ESTATAL DE INVESTIGACION, DESARROLLO E
INNOVACION ORIENTADA A LOS RETOS DE LA SOCIEDAD

LA DEHESA EXTREMENA COMO FUENTE DE ANTIOXIDANTES NATURALES: NUEVAS
ESTRATEGIAS PARA LA MEJORA DE LA VIDA COMERCIAL DE LA CARNE Y PREPARADOS
CARNICOS (IB13132)

Investigador principal: David Morcuende Sanchez

Entidad financiadora: Gobierno de Extremadura (Decreto 121/2013 de ayudas destinadas a la realizacion
de proyectos de investigacion en los Centros Publicos de [+D+i de la Comunidad Auténoma de
Extremadura). Duracion: 31/07/2014 — 30/07/2016. Financiacion recibida (en euros): 44110

“RESEARCH JOINT COLLABORATION ON LIPID AND PROTEIN OXIDATION IN MEAT AND
MEAT PRODUCTS” Special Visiting Researcher - PVE (acronym of -Pesquisador Visitante Especial in
portuguese)

Entidad financiadora: National Council for Scientific and Technological; Development of the Ministry of
Science, Technology and Innovation (CNPg/MCTI; Brazil), n° 314656/2014-6

Duracion: 01/01/2015 — 31/12/2017. Financiacion recibida (en euros): 125255 euros

Investigador principal: Marta Suely Madruga (Paraiba University, Brazil) & Mario Estévez (Unex)

Optimizacion y control de la calidad tecnologica, nutricional y organoléptica del jamon serrano e ibérico”
(CLASHAM-RTA-2010- 00029-C04-03) financiado por INIA (Instituto de Investigaciones Agrarias y
Alimentarias).

“Programa FEDER-Innterconecta: Proyecto Innterbiocured (referenciasl16/13, 117/13 y 118/13)”
finaciado por “Centro para el Desarrollo Tecnoldgico Industrial (CDTI)”. Labpole (Large Animal
Biopole). Financiado por FEDER, colabora MINECO.

Estudio de las emociones asociadas al consumo de alimentos en pacientes con necesidades especificas:
bajo tratamiento de quimioterapia (IB16043) financiado por “Consejeria de Economia e Infraestructuras”
(Ayudas destinadas a la realizacion de proyectos de investigacion en los Centros Publicos de [+D+i de la
Comunidad Autéonoma de Extremadura), Junta de Extremadura. Fondo Europeo de Desarrollo Regional,
“Una manera de hacer Europa”.

- CONTRATOS CON EMPRESAS:

Optimizacién de las condiciones de cocinado de alimentos confitados mediante el control de tiempo-
temperatura a través de un sistema de induccién de temperatura controlada

IP: M?® Teresa Antequera Rojas. Duracion: 1 enero 2015 - 31diciembre 2015

EMPRESA: BSH Electrodomésticos Espafia

Desarrollo de modelos para monitorizar mediante nirs las condiciones de cocinado de carnes, pescados y
vegetales.

IP: M? Teresa Antequera Rojas. Duracion: 1 enero 2016 — 31 diciembre 2016

EMPRESA: BSH Electrodomésticos Espafia
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Viabilidad del uso de un prototipo de espectroscopia infraroja para determinar el punto Optimo de
cocinado sous vide en carne y pescado

IP: M*? Trinidad Pérez Palacios. Duracion: 24 abril 2017- 23 abril 2018

EMPRESA: BSH Electrodomésticos Espaa

Enriquecimiento en acidos grasos w-3 y licopeno de patés y cremas
IP: M?® Teresa Antequera Rojas. Duracion: 1 junio 2016 - 31 mayo 2018
EMPRESA: IBERITOS

Supplementation with Mg as an innovative dietary means for increasing the oxidative stability of broiler
tissues (UEx 096/16)

IP: Mario Estévez Garcia

Entidad financiadora: TIMAB industries (France)

Duracion: 10/2016-01/2017

Financiacion recibida (en euros): 41.768

Estado del proyecto o contrato: concedido y ejecutado

- SUBVENCIONES:

“Instalacion Piloto para desarrollar la certificacion de jamo curado y otros productos carnicos destinados
a la exportacion” IP: Jestis Ventanas Barroso
Entidad financiadora: FEDER-MICINN (ref: UNEX10-1E-402)

Cuantia de la subvencion: 670.568,94€

II1.2 Produccion cientifica mas relevante

II1.2.1 Articulos revistas cientificas

Non-destructive analysis of sensory traits of dry-cured loins by MRI-computer vision techniques and data
mining. Daniel Caballero; Teresa Antequera; Andres Caro; Mar Avila; Pablo G Rodriguez; Trinidad
Pérez-Palacios. Journal of the Science of Food and Agricultural. 10.1002/jsfa.8132 ANO: 2017

Optimization of MRI Acquisition and Texture Analysis to Predict Physico-chemical Parameters of Loins
by Data Mining. Trinidad Pérez-Palacios; Daniel Caballero; Teresa Antequera; Maria Luisa Duran; Mar
Avila; Andres Caro. Food and Bioprocess Technology. 10.1007/s11947-016-1 ANO: 2017

New Fractal Features and Data Mining to Determine Food Quality Based on MRI. D. Caballero, A. Caro,
M. M. Avila, P. G. Rodriguez, T. Antequera and T. Pérez IEEE LATIN AMERICA TRANSACTIONS.
15, 1777-1784 ANO: 2017

Effect of Cooking Conditions on Quality Characteristics of Confit Cod: Prediction by MRI. Trinidad
Pérez Palacios, Daniel Caballero,Sara Bravo, Jorge Mir Bel, Teresa Antequera International Journal of
Food Engineering. DOI: 20160311 ANO: 2017

Taste compounds and consumer acceptance of chicken soups as affected by cooking conditions. Trinidad
Pérez-Palacios, Joana Eusebio, Silvina Ferro Palma, Maria Jodo Carvalho, Jorge Mir-Bel, Teresa
Antequera. International Journal of Food Properties. DOI: 10.1080/10942912.2017.1291678 ANO: 2017

Data Mining on MRI Computational Texture Features to Predict Sensory Characteristics in Ham. Daniel
Caballero; Teresa Antequera; Andres Caro; MLuisa Duran; Trinidad Pérez-Palacios. Food Bioprocess
Technol. 9, 699 — 708 ANO: 2016
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Enrichment of chicken nuggets with microencapsulated omega-3 fish oil: Effect of frozen storage on
oxidative stability and sensory quality. Esterfania Jiménez-Martin; Trinidad Pérez-Palacios; Jorge Ruiz;
Teresa Antequera. Food Bioprocess Technol. 9, 285 - 297. ANO: 2016

Modeling salt diffusion in Iberian ham by applying MRI and data mining. Daniel Caballero; Andres Caro;
Pablo G Rodriguez; MLuisa Duran; Mar Avila; Ramén Palacios; Teresa Antequera; Trinidad Pérez-
Palacios Journal of Food Engineering. 189, 115 - 122. ANO: 2016

Fatty acid composition in double and multilayered microcapsules of Omega-3 as affected by storage
conditions and type of emulsions. Estefania Jiménez-Martin; Teresa Antequera; Adem Gharsallaoui;
Jorge Ruiz; Trinidad Pérez-Palacios. Food Chem. 194, 476-486. ANO: 2016

Volatile compound profile of sous-vide cooked lamb loins at different temperature-time combinations.
Mar Roldan; Teresa Antequera; José Sanchez del Pulgar; Trinidad Pérez-Palacios; Jorge Ruiz. Meat
Science. 100, 52 — 57 ANO: 2015

A Rapid and Accurate Extraction Procedure for Analysing Free Amino Acids in Meat Samples by GC-
MS. Trinidad Pérez-Palacios; Miguel Angel Barroso; Jorge Ruiz; Teresa Antequera. International Journal
of Analytical Chemistry. Article ID 209214, 1-8. ANO: 2015

Including 3D-textures in a Computer Vision System to Analyze Quality Traits of Loin. Mar Avila; Daniel
Caballero; Maria Luisa Duran; Andrés Caro; Trinidad Perez-Palacios; Teresa Antequera. LNCS. 9163,
pp. 456 — 465 ANO: 2015

Suitability of Using Monolayered and Multilayered Emulsions for Microencapsulation of -3 Fatty Acids
by Spray Drying: Effect of Storage at Different Temperatures. Esterfania Jiménez-Martin; Adam
Gharsallaoui; Trinidad Pérez-Palacios; Jorge Ruiz; Teresa Antequera. Food Bioprocess Technol. 8, pp.
100 - 111 ANO: 2015

Volatile compounds and physicochemical characteristics during storage of microcapsules from different
fish oil emulsions. Esterfania Jiménez-Martin; Adam Gharsallaoui; Trinidad Pérez-Palacios; Jorge Ruiz;
Teresa Antequera. Food Bioproducts Processing. 96, 52 - 64. ANO: 2015

Salt and intramuscular fat modulate dynamic perception of flavour and texture in dry-cured hams. L.
Lorido, Estévez M., Ventanas, J., Ventanas, S. Meat Science Volumen: 107, Primera pagina: 39-48 Afo:
2015

Protein oxidation in processed meat: Mechanisms and potential implications on human health. Soladoye,
O.P., Juarez, M.L., Aalhus, J.L., Shand, P., Estévez, M. Comprehensive Reviews in Food Science and
Food Safety Volumen: 14, Primera pagina: 106-122 Afio: 2015

Oxidative damage to poultry: From farm to fork. Estévez, M. Poultry Science Volumen: 94, Primera
pagina: 1368-1378 Afo: 2015

Influence of the oxidation states of 4-methylcatechol and catechin on the oxidative stability of B-
lactoglobulin. Jongberg, S., Utrera, M., Morcuende, D., Lund, M., Skibsted, L.H., Estévez, M. Journal of
Agricultural and Food Chemistry Volumen: 63, Primera pagina: 8501-8509 Afio: 2015

Role of phenolics extracting from Rosa canina l. on meat protein oxidation during frozen storage and beef
patties processing. Utrera, M., Morcuende, D., Ganhio, R., Estévez, M. Food and Bioprocess Technology
Volumen: 8, Primera pagina: 854-864 Afio: 2015

Comparative study between Serrano and Iberian dry-cured hams in relation to the application of high
hydrostatic pressure and temporal sensory perceptions. Lorido, L., Estévez, M., Ventanas, J., Ventanas, S.
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LWT-Food Science & Technology Volumen: 64, Primera pagina: 1234-1242 Afo: 2015

Effect of protein oxidation on the impaired quality of dry-cured loins produced from frozen pork meat.
Lorido, L., Ventanas, S., Akcan, T., Estévez, M. Food Chemistry Volumen: 196, Primera pagina: 1310-
1314 Aio: 2016

Underlying chemical mechanisms of the contradictory effects of NaCl reduction on the redox-state of
meat proteins in fermented sausages. Lobo, F., Ventanas, S., Morcuende, D., Estévez, M. LWT-Food
Science & Technology Volumen: 69, Primera pagina: 110-116 Afio: 2016
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Capitulo IV. Reduccion de sal en jamon curado:
estrategias basadas en un mejor control de la
absorcion de sal e identificacion de defectos
texturales para la aplicacion de tratamientos
paliativos.

P. Gou, E. Fulladosa, J. Arnau
IRTA-Programa de Tecnologia Alimentaria. 17121 Monells (Girona)

IV.1 Desarrollos en investigacion

IV.1.1 Introduccion

En los ultimos afos ha habido un esfuerzo importante para reducir la cantidad de sal en alimentos debido
a los efectos adversos de un excesivo consumo de sodio sobre la hipertension arterial (Kaplan, 2000; Am.
J. Clin. Nutr. 71, 1020-1026). El contenido medio de sal en jamones curados actualmente estd alrededor
del 5%. La reduccion del contenido de NaCl estaria en concordancia con la recomendacion de la
Organizacion Mundial de la Salud de reducir gradualmente la ingesta diaria de sal.

La reduccion de sal en jamon curado plantea dos problemas principales: uno de seguridad, por el efecto
reductor de la a, que tiene la sal, y otro de aparicion de defectos de textura, debido a un incremento
excesivo de la protedlisis (Parolari et al., 1994; Meat Science 38, 117-122).

El contenido de sal no es homogéneo en los jamones elaborados por una misma empresa. Hay una
distribucién, con mayor o menor desviacion, de los jamones con respecto a su contenido de sal. En
muchos casos, la experiencia de muchos lotes de fabricacion ha llevado a fijar los contenidos de sal en un
valor medio tal que el riesgo microbiologico, ocasionado por un contenido excesivamente reducido de sal,
sea bajo. Por tanto, cualquier reduccion del contenido de sal hara aumentar este riesgo.

Una de las estrategias planteadas ha sido disminuir la desviacion de contenidos de sal entre jamones antes
de realizar la reduccion del valor medio. Para ello, se ha planteado una clasificacion de la materia prima
acorde a su capacidad para absorber sal durante el salado (basada principalmente en el peso y el nivel de
engrasamiento), para ajustar el tiempo de salado en cada clase. Sin embargo, esta clasificacion no
resuelve la variacion de sal dentro de cada clase debida al propio proceso de salado. Hay factores dificiles
de controlar (como la temperatura y humedad de la sal, tipo de corte, nivel de pulido y distribucion de la
grasa subcutanea de los jamones, la posicion en el contenedor durante el salado, etc) que generan una
variabilidad importante (Garcia-Gil et al., 2011; Meat Science 90, 386-392). Por este motivo, durante los
ultimos afios se ha planteado modificar el proceso de salado en funcion de la estimacion on-line de la sal
absorbida.

Sin embargo, con esta estrategia, a pesar de poder reducir el contenido de sal sin aumentar el riesgo
microbiologico, no se ha resuelto totalmente el problema del incremento de la incidencia de jamones con
textura defectuosa. La disponibilidad de métodos paliativos para aplicarlos a jamones defectuosos, como
por ejemplo el tratamiento por alta presion (Garcia-Gil et al., 2014; Innovative Food Science Emerging
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Technologies 22, 63-69), facilita la reduccion del contenido de sal en jamones, pero ello conlleva la
necesidad de disponer métodos on-line y no destructivos para detectar los jamones con defectos de
textura.

En este marco se han llevado a cabo estudios con el objetivo de:

(1) Evaluar la capacidad de un inspector de Rayos X para el seguimiento no destructivo de la absorcion
de sal en jamones curados durante el salado.

(2) Evaluar la capacidad de la metodologia Laser backscattering imaging (LBI) para detectar de forma no
destructiva el defecto de textura pastosa.

IV.1.2 Metodologia

Evaluacion de la capacidad de un inspector de Rayos X para el seguimiento de la absorcion de sal
durante el salado

Se utilizé un inspector de rayos X comercial (Multiscan Technologies, S.L. Cocentaina, Espafia). En cada
jamon se determind la atenuacion de rayos X en tres condiciones (combinaciones de voltaje e intensidad
eléctrica): 90 kV y 4 mA, 70 kV y 8 mA, 50 kv y 15 mA. Para cada jamon y condiciéon de escaneo se
obtuvo una imagen en dos dimensiones con los valores de atenuacion (Figura 1).
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Figura 1. Inspector de RX (A) e imagen de un jamén obtenida utilizando un inspector de RX
(B). Tonos de gris mas oscuros representan atenuaciones mayores.

Se utilizaron 54 jamones de cruces de las razas Duroc, Large White y Landrace (Jamones Blancos). Los
jamones fueron pesados y salados en pila durante 2, 4, 7, 11 o0 16 dias a 3 °C y 85% HR para obtener un
amplio rango de valores de contenido de sal. Después del salado, los jamones fueron lavados con agua a
15 °C, pesados, escaneados con el Inspector de Rayos X y envasados al vacio. Después de 40 dias, se
deshuesaron, descortezaron y se picaron y homogenizaron conjuntamente los tejidos magro y graso. Esta
pasta carnica se utilizé para el analisis de sal por triplicado, siguiendo la metodologia ISO 1841-2 (Meat
and meat products. Determination of chloride content-part 2: Potentiometric method, Reference method,
Geneva, International Organization for Standarization, 1996) y utilizando un valorador potenciométrico
785 DMP Titrino (Metrohm AG, Herisau, Suiza).

Para la construccion y validacion del modelo predictivo para el contenido de sal, los jamones se
dividieron en un grupo de calibracion (2/3 de los jamones) y otro de validacion (1/3 de los jamones),
asegurando que cubran el mismo rango de valores de contenido de sal. Se ajustaron modelos de
prediccion utilizando el procedimiento REG de XLSTAT (Addinsoft, Paris, Francia). Como variables
predictivas se utilizo el valor global de atenuacion para cada jamoén en cada una de las condiciones de
adquisicion utilizadas (90, 70 y 50 kV) dividido por el peso del jamon.
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Evaluacion de la metodologia LBI para detectar textura pastosa en jamon

Se utilizé un sistema LBI desarrollado en el IRTA (Figura 2), que incluye dos fuentes laser de luz
coherente monocromatica con longitudes de onda de 532 nm (verde) y 635 nm (rojo) respectivamente,
ambas con una potencia de 5 mW (Global Laser Tech, Gwent, UK). Las dos fuentes de laser se aplicaron
por separado sobre la superficie de la muestra. Se adquirieron imagenes de 1280x960 pixeles con una
camara digital CCD (XCD-SX90CR, Sony, Japon), sensible a longitudes de onda entre 400 y 750 nm, de
las areas de luz retrodispersada formadas debido a la incidencia del haz (verde o rojo) sobre la muestra.
En las imagenes se calcula el area de la superficie de la muestra donde se observa luz retrodispersada y la
intensidad media de la luz retrodispersada en esta area.

A

Figura 2. Diagrama esquematico del sistema optico utilizado en este estudio (A) y tipica
imagen obtenida donde se muestra el area de retrodispersion.

Se utilizaron muestras de 4x4x3 cm’ del musculo Biceps femoris procedentes de 10 jamones. Cada
muestra se partio en dos secciones de 1,5 cm de espesor y se inocularon 0,5 mL de un enzima proteolitico
(Delvolase®, DSM Food Specialties, France) distribuidos sobre las superficies de corte. A continuacion
se volvieron a unir las dos secciones, para reconstituir la muestra inicial (de 3 cm de espesor. Las
muestras se envasaron al vacio y se guardaron a 20 °C durante 2, 4, 6, 8, 24 y 48 horas, antes de ser
analizadas. Se tomaron 4 imagenes de cada muestra con la fuente de luz situada a 20 cm de la superficie,
siendo el haz perpendicular a la misma.

IV.1.3 Resultados y Discusion

Evaluacion de un inspector de Rayos X para el seguimiento de la absorcion de sal

El modelo que mejor explica la absorcion de sal durante el proceso de salado se obtuvo utilizando como
variable predictora tan solo la atenuacion a 50 kV. El hecho de que con una sola energia pueda estimarse
de forma satisfactoria la absorcion de sal puede facilitar enormemente la implementacion de esta
tecnologia en la industria, ya que la utilizacion de energias adicionales implica una inspeccion mas lenta y
encarece el equipo.

El ajuste obtenido para estimar el contenido de sal con este modelo con los 36 jamones del grupo de
calibracion fue muy bueno: R* = 0,94 y error de ajuste (RMSEC) = 0,19%). La capacidad de prediccion
de este modelo también se mostré muy alta cuando se aplicé al grupo de jamones de validacion: R* = 0,93
y error de prediccion (RMSEV) = 0,21%). Estos errores son claramente superiores a los errores analiticos
obtenidos con métodos de referencia en el laboratorio (inferiores a 0,1%). Sin embargo, los analisis de
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laboratorio son destructivos, no permiten analizar toda la produccion y tienen el inconveniente de que a
pesar de su gran precision pueden no ser exactos, en el sentido que el muestreo puede causar un sesgo
muy importante, a menos que se homogenice muy bien todo el jamon antes de ser muestreado. Teniendo
en cuenta que la variacion de los contenidos de sal en jamones después del proceso de salado puede ser
importante (desviaciones superiores a 1 %), esta metodologia con un error de prediccion del orden de
0,2% puede ser util en la industria para evaluar las modificaciones tecnoldgicas dirigidas a aumentar la
homogeneidad de los jamones en cuanto a contenido de sal. También se ha evaluado esta tecnologia para
ajustar el proceso de salado (Fulladosa et al., 2015; Food Control 47, 37-42), utilizando la prediccion de
sal absorbida a los 4 dias de salado y las ecuaciones de absorciéon de sal en funciéon del tiempo
desarrolladas previamente (Serra et al., 2010; Proceedings 6th ICoMST, 13-16). En este ensayo se
consiguiod reducir la desviacion de los contenidos de sal del lote aproximadamente a la mitad respecto al
salado estandar, asi como reducir el contenido de sal medio en un 25%.

Evaluacion de la metodologia LBI para detectar textura pastosa en jamén

Los resultados indican que el laser rojo es mas adecuado que el laser verde para el analisis de muestras de
jamoén curado ya que éstas produjeron una menor absorcion de la luz. No se observo ningun efecto claro
de la accion enzimatica sobre el area de dispersion de la luz. Sin embargo, si se redujo la intensidad de la
luz dispersada a medida que actuaba el enzima (Tabla 1). Esta reduccién no siguid una relacion lineal con
el tiempo de induccién, sino que hubo una reduccion mas importante durante las primeras horas. En
concreto, se observd una relacion lineal entre la intensidad media de la luz dispersada y el tiempo de
induccion proteolitica durante las primeras 8 horas (R* = 0,94).

Tabla 1. Efecto del tiempo de accion de la enzima proteolitica en el drea y la intensidad de luz
retrodispersada (promedio + desviacion estandar) utilizando el laser rojo (635 nm).

Tiempo accion del enzima Oh 2h 4h 6h 8h 24 h 48h

Area de dispersion (mm®) 2962° 2873 2909 2677° 2762° 2838™ 2728¢
4335 4363  +396  +395  £391  +420  +364

Intensidad media de luz 40,1° 393" 392°  38.6™ 384° 383°  38,0°

+1,8 +1,8 +1,8 +1,8 +1,6 +1,7 +1,5

¢ yalores dentro de una misma fila sin letras comunes son significativamente diferentes (p<0,05).

Durante la protedlisis ocurren modificaciones estructurales que producen la rotura y debilitamiento de la
matriz carnica, causando mas espacios intramusculares y membranas celulares menos robustas (Larrea et
al., 2007; Meat Science 76, 574-582). La Figura 3 ilustra las diferencias que se observan entre tejidos con
un indice de protedlisis estandar (A) y elevado (B). Estos cambios estructurales podrian explicar la
reduccion de la intensidad de luz retrodispersada observada en las muestras con mas protedlisis (Tabla 1).

A B

Figura 3. Imagenes de microscopia Optica de muestras de jamoéon curado con un
indice de protedlisis estandar (31%) (A) y elevado (47%). F; fibras musculares, n:
nucleos, i: espacios intercelulares, g: agujeros.
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Sin embargo, otros factores como el contenido de agua también influyen en estos parametros (Fulladosa
et al., 2017; Food Control 77, 235-242), dificultando la caracterizacion de las muestras comerciales (que
tienen variaciones de composicion).

IV.1.4 Conclusiones

El modelo de prediccion de la cantidad de sal absorbida por los jamones durante el salado con un
inspector de rayos X tiene un error de prediccion suficientemente bajo para poder ser utilizado en la
industria para evaluar las modificaciones tecnoldgicas dirigidas a aumentar la homogeneidad de los
jamones en cuanto a contenido de sal, o incluso, por su facil incorporacion a la linea de procesado, para
ser utilizado para ajustar el proceso de salado.

La tecnologia LBI podria tener potencial para detectar de manera no destructiva el defecto de textura
pastosa en jamon curado, siempre y cuando se combine con otras tecnologias que ayuden a solucionar las
interferencias que producen otros parametros como el contenido de agua en la sefial.

IV.1.5 Financiacion

INIA (Proyecto SOLTEXJAM, RTA2013-00030-C03-01)
Ministerio de Economia y Competitividad (PEJ-2014-A34573)
CDTI (Proyecto SMARTHAM, IDI- IDI-20150895)

COST Action FA1102

INTERRREG SUDOE (SOE2/P1/E299)

Programa CERCA de la Generalitat de Catalunya
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IV.2.2 Tesis Doctorales dirigidas

Titulo: Technologies to determine quality parameters and the effect of high pressure processing on dry-
cured ham.

Doctorando: Marc Rubio Celorrio

Directores: Elena Fulladosa

Facultad y Universidad: Universitat de Girona
Ano: 2015

Calificacion: Cum laude / Mencion Internacional

Titulo: Analytical and sensory evaluation of pork cooked ham volatiles: Variations related to meat lipid
profiles.

Doctorando: Iu Benet

Directores: Maria Dolors Guardia

Facultad y Universidad: The University of Queensland (Australia)
Afio: 2015

Calificacion: Cum laude
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Afo: 2015
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IV.2.3 Libros/capitulos de libros

Guardia, M.D., Guerrero, L., Claret, A., & Arnau, J. 2017. Andlisis sensorial en jamoén curado. En
Analisis Sensorial de los Alimentos. Paginas: 394-426. Ed: AMV Ediciones.
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IV.3 Congresos, Jornadas y Reuniones

IV.3.1 Ponencias invitadas en Congresos, Jornadas y Reuniones

Ponente: Luis Guerrero

Ponencia: Salud y comportamiento del consumidor: una nueva paradoja.
Congreso / Jornada / Reunion: Congreso CYTA/CESIA

Lugar y fecha: Badajoz, 7-10/04/2015

Ponente: Maria Dolors Guardia

Ponencia: ;Qué es la calidad sensorial del jamoén curado para el consumidor?
Congreso / Jornada / Reunién: VIII Congreso Mundial del Jamon

Lugar y fecha: Toulouse (Francia), 25-26/06/2015

Ponente: Luis Guerrero

Ponencia: Do we all perceive food-related wellbeing in the same way? Results from a cross-cultural study
using a new wellbeing scale.

Congreso / Jornada / Reunién: 11th Pangborn Sensory Science Symposium
Lugar y fecha: Gothenburg (Suecia), 7-10/04/2015

Ponente: Elena Fulladosa

Ponencia: Laser backscattering imaging to determine proteolysis index and texture defects in dry-cured
ham.

Congreso / Jornada / Reunion: FAIM IV: Fourth Annual Conference on Body and Carcass Evaluation,
Meat Quality, Software and Traceability.

Lugar y fecha: Edinburg (UK), 22-23/09/2015

Ponente: Luis Guerrero

Ponencia: Generacion de descriptores sensoriales con catadores entrenados mediante métodos no
consensuales.

Congreso / Jornada / Reunion: Food Safety and Traditional Foods
Lugar y fecha: Muscat (Oman), Abril 2016

IV.3.2 Actividades de organizacion de Congresos, Jornadas y Reuniones

Congreso / Jornada / Reunion: VIII Congreso Mundial del Jamén Curado
Lugar y fecha: Toulouse, 25 al 26 de junio de 2015
Actividad: Miembro del Comité Cientifico (Jacint Arnau)

Congreso / Jornada / Reunion: I Jornada Interactiva de la Industria de la Carne en Cataluiia
Lugar y fecha: Caldes de Montbui, 9 de febrero de 2016
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Actividad: Miembro del Comité Organizador (Jacint Arnau, Pere Gou)

Congreso / Jornada / Reunién: IX Congreso Mundial del Jamén Curado
Lugar y fecha: Toledo, 7 al 9 de junio de 2017

Actividad: Miembro del Comité Cientifico (Jacint Arnau)
Congreso / Jornada / Reunion: 11 Jornada Interactiva de la Industria de la Carne en Catalufia

Lugar y fecha: Vic, 30 de mayo de 2017

Actividad: Miembro del Comité Organizador (Jacint Arnau, Pere Gou)
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Seccion B

SEGURIDAD MICROBIOLOGICA EN PRODUCTOS
CARNICOS
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Capitulo V. Tipos patogenos de Escherichia coli en
pequeios rumiantes y su influencia en la seguridad
alimentaria de los productos alimenticios derivados

A. Otero, J. Santos, T.M. Lopez-Diaz, J.M. Rodriguez-Calleja

Microbiologia de los alimentos y seguridad alimentaria. Departamento de Higiene y Tecnologia de los

Alimentos. Facultad de Veterinaria. Universidad de Leon. 24071-Leon.

V.1 Desarrollos en investigacion

V.1.1 Introduccion

Determinadas cepas de Escherichia coli, en particular las adscritas al grupo de las productoras de toxina
Shiga (STEC) o al enteropatogeno (EPEC) son causa de diversas enfermedades humanas que, en buena
parte de las ocasiones, se transmiten por los alimentos o por el agua. El reservorio de las primeras (STEC)
esta constituido principalmente por el ganado vacuno y por otros rumiantes. El reservorio principal de las
cepas enteropatogenas (EPEC) esta constituido por las personas portadoras. Sin embargo, cepas “atipicas”
de EPEC (aEPEC), por su potencialidad patogénica, son consideradas patdégenas emergentes y su
reservorio principal esta constituido por los animales cuyos productos se emplean en la alimentacion
humana.

Los objetivos de esta actividad investigadora han sido evaluar la importancia de determinados habitats de
la produccion primaria de pequefios rumiantes (ovino, caprino) como fuente de cepas patdgenas de
Escherichia coli (tipos STEC, EPEC) y valorar la posible peligrosidad de dichas cepas mediante su
serotipado, caracterizacion genética y mediante el establecimiento de sus relaciones filogenéticas.

V.1.2 Metodologia

V.1.2.1 Toma de muestras
Produccion ovina.

A lo largo de dos afios se tomaron muestras de 388 granjas de ovejas productoras de leche ubicadas en
Castilla y Leon localizadas en diez rutas de recogida de leche. En cada granja, se tomaron asépticamente
muestras de 100 mililitros del correspondiente tanque de recogida de la leche de la explotacion.
Adicionalmente, en 10 de las granjas en las que previamente se habia detectado la presencia de cepas
STEC se tomaron, en dos periodos de tiempo (primavera y verano) muestras del aire (filtracion de diez
litros), del agua de los bebederos (250 mL), del pienso que se suministraba a los animales (25 g) y de las
heces (mediante calzas estériles humedecidas con las que realizaba un recorrido por la granja). Detalles
adicionales en Otero ef al. (2017).

Produccion caprina.

Durante dos afios se tomaron muestras de 68 explotaciones de cabras (50-300 animales/explotacion; razas
Alpina y Murciana-Granadina; de caracter semi-intensivo) cuya leche se destinaba a la produccion de
queso. En cada granja, se tomaron asépticamente 100 ml del correspondiente tanque de almacenamiento
de la leche. La toma se realizé en periodos distintos para cubrir las cuatro estaciones del afio.
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Adicionalmente, en cada una de dichas explotaciones se tomaron muestras del aire (filtracion de 20 litros
de aire), del agua de bebida (250 mL) y del pienso que se suministraba a los animales (25g).

V.1.2.2 Determinaciones realizadas
Muestras de las explotaciones de ovino.

Deteccion de toxina Shiga en leche. Empleando la prueba en microplaca ProSpecT Shiga Toxin (Remel,
Lenexa, KS, USA). Datos adicionales en Otero ef al. (2017).

Deteccion de genes stxI y stx2 en muestras enriquecidas. Mediante cultivo en TSB con 0,6% de
extracto de levadura (TSB-YE) con incubacion a 42°C durante 18h. Posterior extraccion del ADN,
realizacion de amplificacion mediante PCR y posterior electroforesis en gel de agarosa al 1,5% con
lectura bajo la luz ultravioleta tras tincion con bromuro de etidio (datos adicionales en Otero et al., 2017).
Deteccion y aislamiento de Escherichia coli. Mediante enriquecimiento en TSB-YE, aislamiento en agar
MacConckey con Sorbitol, Cefixima y Telurito (CT-SMAC) y en agar Enterohemolisina. Datos
adicionales en Otero ef al. (2017)

Caracterizacion de las cepas de Escherichia coli.

Genética. Presencia de genes stx/, stx2, eae (intimina), eaer! (variante ¥1 de la intimina) y hlyA
(enterohemolisina). En las cepas aisladas. Mediante amplificacion por PCR y lectura adicional como se
ha sefialado previamente para los genes stx/ y stx2 en muestras enriquecidas. Datos adicionales en Otero
etal. (2017).

Serologica. Aglutinacion con particulas de latex (Dryspot) para identificar los serogrupos 0157, 026,
091, 0103, O111, O128 y O145. Técnicas de amplificacion por PCR para la deteccion de los genes
correspondientes a los antigenos 026, 045, 091, 0103, 0104, O111, 0121, 0128, 0145, O146 y H7.
Amplificacion de un fragmento del gen f7iC, purificacion del DNA, secuenciacion y comparacion con las
secuencias registradas en GenBank. Detalles adicionales en Otero et al. (2017).

Muestras de las explotaciones de caprino.

Deteccion de genes stx1, stx2 y eae en muestras enriquecidas. Como se sefiald previamente para las de
ovino (stx/ y stx2) y por un procedimiento similar para el gen eae. Detalles adicionales en Alvarez-Suarez
et al. (2015).

Deteccion y aislamiento de Escherichia coli. Como se sefiald previamente para las de ovino pero
realizando el aislamiento inicamente en CT-SMAC.

Caracterizacion de las cepas de Escherichia coli.

Serologica. Aglutinacion con particulas de latex (Dryspot) para identificar el serogrupo O157.
Serotipificacion por el Laboratorio Nacional de Referencia para E. coli. Detalles adicionales en Alvarez-
Suarez et al. (2016).

Genética. Presencia de genes stx/, stx2, eae (intimina), plasmido pEAF, en las cepas aisladas. Mediante
amplificacion por PCR y lectura adicional como se ha sefialado previamente para los genes stx/ y stx2 en
muestras enriquecidas. Datos adicionales en Alvarez-Suarez et al. (2016).

Tipificacién. Mediante MLST y PFGE. Datos adicionales en Alvarez-Suérez et al. (2016).

V.1.3 Resultados y Discusion

Explotaciones de ovino

Prevalencia de toxina Shiga en leche de oveja. No se detectd en ninguna de las muestras analizadas.
Prevalencia de genes stx en leche de oveja y en las explotaciones de ovino. Un total de 176 de las 388
muestras presentaban uno o ambos genes (45,4%). Dicha prevalencia es alta en el contexto europeo. No

se detectd ninguno de los genes en las muestras de aire y pienso, lo que refuerza la tesis de que ni el
pienso ni el aire son vehiculos de importancia significativa en la distribucion de estas cepas. El 45% de
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las muestras del agua de bebida presentaban alguno de los genes y en el 25% de las muestras de heces se
detecto el gen stx2. La presencia en las heces se corresponde con hallazgos previos y el agua de bebida se
ha sefialado no sélo como un vehiculo apropiado para la difusion de cepas de STEC en las explotaciones,
sino también como un reservorio de las mismas, tesis a la que contribuyen también estos hallazgos.

Cepas de STEC. Se obtuvieron un total de 36 cepas a partir de la leche procedente de 24 granjas

(prevalencia: 8,8%), dos de 20 muestras de agua (prevalencia: 10%) y nueve de 20 muestras de heces
(prevalencia: 45%). La mayoria (72,3%) presentaban el gen stx/, y de ellas la mayoria (32 cepas)
presentaban el subtipo stx/c y las otras dos el subtipo stx/a (y el gen eae). Todas salvo una presentaban
el gen hlyA.

Cuatro cepas presentaron el gen stx2 y mostraron el mismo perfil de genes (stx2¢, fliCh7, eae, eaerl,
hlyA) y fueron adscritas al serotipo O157:H7.

Nueve cepas presentaron los genes stx/ y stx2 y dos de ellas fueron serotipadas como O146:H21.

Salvo las seis cepas sefialadas (cuatro como O157:H7, dos como O146:H21), el resto no fueron asignadas
a serotipo.

La importante prevalencia de STEC hallada en la leche de oveja (superior a la sefialada en otros estudios)
puede atribuirse en parte al empleo de procedimientos de aislamiento sin empleo de antiboticos.

El aislamiento de E. coli O157:H7 en muestras de leche y de agua de bebida (con perfiles genéticos
similares a los hallados en casos humanos) causa especial preocupacion sanitaria. El serotipo O146:H21
también se ha relacionado con casos humanos.

Explotaciones de caprino.

Prevalencia de genes asociados a Escherichia coli. En un 17,6% de las muestras de leche se amplifico
alguno de los genes stx/ y stx2, en un 5,9% se amplificaron los genes s&x y eae y un 29.,4% de las
muestras amplificaron el gen eae pero no los stx

Prevalencia de STEC y EPEC en leche de cabra. Se aislaron 7 cepas de aEPEC y 9 de STEC de 13
muestras. De estas ultimas, una pertenecia al serotipo O157, una cepa albergaba el gen stx/, cinco el gen

stx2 y tres ambos genes; cuatro de ellas, incluyendo la del serotipo O157 amplificaban el gen eae. La
presencia de cepas STEC en leche de cabra es habitual. Sin embargo, las cepas aEPEC, aunque frecuentes
en las heces del ganado caprino, no habian sido aisladas previamente con esta importante prevalencia en
leche de cabra.

Caracterizacion de cepas de E. coli aisladas de explotaciones de caprino. De la caracterizacion de 25

cepas aEPEC (7 aisladas de leche de cabra, 15 de heces de las explotaciones, 3 del pienso) y de 19 cepas
STEC (6 procedentes de leche de cabra, 8 de las heces, 3 del pienso y 2 del agua), los resultados mas
significativos fueron: (1) la mayoria de las cepas STEC albergan el gen stx2 y seis poseian el gen eae,
sugiriendo una potencial alta virulencia, (2) cuatro de las cepas STEC pertenecian al serotipo O157:H7 y
dos de ellas se aislaron de la misma granja tanto de la leche como de las heces, lo que resalta la
importancia de los pequefios rumiantes como reservorio de este tipo patdogeno; todas las cepas del serotipo
O157:H7 se agrupaban en el mismo completo clonal MLST y en el mismo grupo PFGE y poseian la
variante ¥1 de la intimina, que se asocia con los serotipos de mayor virulencia, (3) dos de las cepas STEC
se adscribieron al serotipo O5:HMN, siete al serotipo O146:H21 y tres al serotipo O166:H28, todos ellos
habitualmente implicados en casos de enfermedades humanas; (4) una cepa de aEPEC se adscribié al
serotipo 026:H11 y otra al serotipo O180:H2, ambas con otras caracteristicas genéticas Yy
epidemiologicas que sugieren que tienen un papel importante en los casos humanos; (5) el andlisis
filogenético separaba las cepas aEPEC de las STEC, pero la tipificacion de los genes que se albergan en
el locus del barrido de enterocitos (LEE) mostraba una importante similitud entre dichas cepas, lo que
sugiere una proximidad en su caracter virulento.
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V.1.4 Conclusiones

La leche de oveja puede constituir una fuente de STEC, pero la prevalencia media de los serotipos
implicados en enfermedades humanas es baja. El ambiente de las explotaciones ovinas puede representar
un reservorio importante de STEC.

Cepas de STEC y de EPEC pertenecientes a serotipos relacionados con graves enfermedades humanas
(incluidos E. coli O157:H7, O5:HNM y 026:H11) se detectan con relativa frecuencia en leche de cabra y
en las explotaciones caprinas.

Todo ello pone de manifiesto la importancia de las explotaciones de pequefios rumiantes como
reservorios de cepas patogenas de Escherichia coli y la necesidad de incidir en las medidas higiénicas en
la produccion primaria para limitar su extension

Nota.- Para bibliografia e informacion mas detallada, véase apartado V.2.1.
V.1.5 Financiacion

Ministerio de Economia y Competitividad, dentro del Plan Nacional de Investigacion Cientifica,
Desarrollo e Innovacién Tecnologica (2008-2011), Programa Nacional de Recursos y Tecnologias
Agroalimentarias. Proyecto AGL2011-26118.

Consejeria de Educacion de la Junta de Castilla y Leon. Proyecto LE331A12-2.

Universidad de Leon. Plan propio de investigacion.

V.2 Produccion cientifica

V.2.1 Articulos en revistas cientificas

Alvarez-Suarez, M.-E., Otero, A., Garcia-Lopez, M.L., & Santos, J. 2015. Microbiological examination
of bulk tank goat’s milk in the Castilla y Leén Region in Northern Spain. Journal of Food Protection. 78,
2227-2232.

Alvarez-Suérez, M.-E., Otero, A., Garcia-Lopez, M.L., Dahbi, G., Blanco, J., Mora, A., Blanco, J. &
Santos, J. 2016. Genetic characterization of Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) and atypical
enteropathogenic Escherichia coli (EPEC) isolates from goat’s milk and goat farm environment.
International Journal of Food Microbiology, 236, 148-154.

Otero, V., Sanchez, S., Herrera-Leon, S., Rodriguez-Calleja, J.M., Otero, A., Garcia-Lopez, M.L. &

Santos, J. 2017. Detection and characterization of Shiga toxin-producing Escherichia coli (STEC) in bulk
tank ewes’ milk and sheep farm environment. Small Ruminant Research, 154, 110-114.
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Capitulo VI. Listeria monocytogenes en jamon curado:
evaluacion cuantitativa del riesgo y estrategias de
eliminacion basadas en el envasado activo
antimicrobiano

S. Bover, T. Aymerich, A. Jofré, B. Martin, M. Garriga
IRTA-Programa de Seguridad Alimentaria. 17121 Monells (Girona)

VI.1 Desarrollos en investigacion

VI.1.1 Introduccion

Los explotadores de las empresas alimentarias son los responsables de garantizar la seguridad de los
alimentos que producen y comercializan, i.e. a través de un enfoque preventivo de autocontrol basado en
la aplicacion de medidas preventivas y estrategias de mitigacion en el marco del APPCC. También son
responsables de investigar y justificar cientificamente el cumplimiento de las exigencias legales (i.e.
criterios microbioldgicos) y/o especificaciones exigidas por sus clientes, por ejemplo a través de una
determinacion formal (evaluacion) del riesgo.

Listeria monocytogenes es el patdogeno mas relevante de los alimentos listos para el consumo (entre los
que se incluye el jamoén curado), frente al que se aplican diferentes politicas. En las directrices
internacionales del Codex Alimentarius y en linea con la politica a nivel europeo, i.e. Reglamento (CE)
2073/2005 y modificaciones, se establecen diferentes criterios microbioldgicos en funcion de dos factores
de riesgo, estableciendo un maximo de 100 ufc/g durante la vida 1til de los productos no destinados a la
poblacion de riesgo (lactantes y usos médicos especiales), siempre que el explotador de la empresa
alimentaria pueda demostrar su cumplimiento hasta el final de la vida util del alimento frente a la
autoridad competente. En cambio, en paises como Estados Unidos prima la tolerancia cero, por lo que
exigen ausencia de L. monocytogenes (en 25g). Esta politica supone una barrera comercial (i.e. trabas a la
exportacion) de productos carnicos curados tipicos espaifioles, como asi lo han manifestado las
asociaciones empresariales del sector carnico espafiol.

En este marco, dentro de la iniciativa de investigacion del proyecto Listeria cero del INIA y las
interprofesionales INTERPORC y ASICI, se han llevado a cabo estudios con el objetivo de:

(1) Evaluar cuantitativamente del riesgo asociado a la presencia de Listeria monocytogenes en jamon
curado, desde la produccion hasta el consumo

(2) Evaluar el impacto de procedimientos bioldgicos basados en la aplicacion de envasado activo
antimicrobiano como sistemas de eliminacion de Listeria monocytogenes en jamén curado.

VI.1.2 Metodologia

Evaluacion cuantitativa del riesgo microbiologico

Se desarrolld un estudio de evaluacion del riesgo asociado a la presencia de L. monocytogenes en jamon
curado, desde la produccion hasta el consumo, teniendo en cuenta las caracteristicas representativas de
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productos curados, concretamente jamon curado, y condiciones de elaboracion y conservacion
representativas del mercado espaiiol.

La caracterizacion de factores extrinsecos, principalmente tiempo y temperatura, asi como tipo de envase,
asociados a los sistemas de produccion (maduracion, secado, loncheado, envasado,...), almacenamiento,
distribucidon y venta del jamoén curado se dilucidaron a partir de la informacion disponible proporcionada
por parte de empresas, opinion de expertos, asi como la complementacion bibliografica. El tratamiento y
analisis estadistico de los datos se realizd con el paquete informatico de libre acceso R (www.R-
project.org). Se estim6 la probabilidad de ocurrencia asociada a una determinada concentracion de
L. monocytogenes en jamén curado, a partir de datos procedentes de la verificacion de lotes y se aplico un
enfoque probabilistico mediante el uso de la funcion ALEATORIO de MS-Excel y la aplicacion de la
distribucion binomial BINOMDIST.

La caracterizacion cuantitativa del comportamiento del patdogeno durante la vida util del jamén curado se
llevd a cabo mediante ensayos de inoculacion (challenge test), utilizando un coctel de 4 cepas de L.
monocytogenes proporcionadas por el INIA (EF 051005/37, EF 151105/2/A, EF 010207/24/A, EF
270406/1/A) pertenecientes a diferentes serotipos (1/2a, 1/2b,1/2¢ y 4 B, respectivamente), y la posterior
modelizacion de los resultados obtenidos. Los ensayos se realizaron en dos tipos de jamon curado,
Serrano e Ibérico de forma independiente, incluyendo 3 lotes independientes de merma alta, media y baja,
respectivamente. El nivel de inéculo inicial considerado fue elevado (ca. 10° — 107 ufc/g) con el fin de
monitorizar la supervivencia del patogeno a lo largo del tiempo y, en caso oportuno, poder cuantificar la
inactivacion en términos de reducciones logaritmicas, durante la conservacion del producto. A partir de la
informacion obtenida en las tareas anteriores, se construy6 el modelo de evaluacion de la exposicion de L.
monocytogenes por el consumo de jamoén curado, siguiendo los principios y directrices reconocidos a
nivel internacional (CAC, 1999; USDA, FSIS y EPA, 2012).

El modelo desarrollado parte de la asuncion de que el proceso productivo del producto es eficaz para
eliminar el riesgo asociado a la presencia de L. monocytogenes en el producto curado final (Medina, 2017.
Reunién de Colaboracion Publico-Privada “Transferencia de resultados de proyectos INIA sobre Listeria
monocytogenes en productos carnicos” Madrid, 4 Julio 2017). Sin embargo, los procedimientos de
manipulacion post-procesado, destinadas a la preparacion de los formatos comerciales (e.g. deshuesado,
loncheado, envasado, etc.) suponen un riesgo de recontaminacion/contaminacion cruzada (Giovannini et
al. 2007. Food Control 18:789-799). El modelo pretende representar el comportamiento de L.
monocytogenes en jamon curado a partir de la expedicion del producto, teniendo en cuenta las
caracteristicas del producto (tipo Serrano e Ibérico, a,) y las condiciones de conservacion razonablemente
previsibles en cuanto a tiempo y temperatura durante toda la cadena de suministro. El comportamiento del
patégeno en jamoén curado (tipo Serrano e Ibérico) se estimd mediante la aplicacion los modelos
predictivos desarrollados a partir de los ensayos challenge. Para la caracterizacion del peligro, se utilizo el
modelo de dosis-respuesta tipo exponencial y mediante procedimientos estocasticos basados en la
simulacion de Monte Carlo, del paquete informatico @Risk, se estim6 cuantitativamente la probabilidad
de contraer listeriosis por el consumo de jamon curado por parte de la poblacion sana adulta, asi como por
parte de poblacion vulnerable (i.e. grupos de riesgo mas susceptibles).

Estudio del impacto del envasado activo antimicrobiano

La actividad antilisteria de diferentes films antimicrobianos elaborados con diferentes antimicrobianos a
nivel de laboratorio e industrial se llevd a cabo mediante ensayos in vitro y de inoculacion (challenge
test), utilizando un coéctel con las 4 cepas de L. monocytogenes proporcionadas por el INIA. Para los
ensayos en jamon curado loncheado, los cultivos se adaptaron al frio 4 dias a 8°C hasta alcanzar la fase
estacionaria y se mezclaron para conseguir una concentraciéon de 10° ufc/g.
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Los films a escala de laboratorio se elaboraron en base a una matriz plastica biodegradable de
polivinilalcohol (PVOH) al 13% p/v, a la cual se adicionaron por separado los antimicrobianos,
enterocina A (extracto purificado por intercambio i6nico CM Sephadex™ C-25, dializado y liofilizado) a
razon de 9 pg/g (13.000 UA/g) y el LAE ( etil-n,-lauroil-L-arginato) a partir de una preparacion
comercial Mirenat® (Vedegsa, Grupo Lamirsa) a razéon de 160-200 mg/kg en jamon curado. Los films
industriales fueron preparados por una empresa del sector sobre plastico PRT (tereftalato de polietileno),
al cual se adicionaron mediante la técnica del coating con un barniz en base a agua, los antimicrobianos
nisina (Nisaplin, Larbus, 2,5%) (250 mg/kg), LAE (200 mg/Kg) y FARGO37 (un extracto crudo de un
cultivo productor de pediocina de Activa Food Tech SA, Cornella del Terri, Girona) (8 y 13%). Los films
se mantuvieron envasados a temperatura ambiente hasta su uso.

La actividad antimicrobiana in vitro se realizd6 mediante el test de la gota en agar (Tagg et al, 1976.
Bacteriological Reviews 40, 722-756) y segun la Norma [SO22196 (2011).

Para estudiar el potencial antilisteria de los films activos en jamén curado se realizaron estudios de
challenge test. Se utilizaron jamones curados comerciales con distinta actividad de agua 0,92; 0,89 y 0,92
que se lonchearon a 2 mm de grosor. El inoculo de L.monocytogenes se extendid sobre la loncha con un
asa de Digralski hasta su adsorcion, se coloco posterioremente el film antimicrobiano y se envasoé al vacio
en bolsas de PET/PE (estudios Graf) para el estudio de vida util segura a 8°C y 12°C. Las muestras fueron
analizadas en 10 puntos a lo larga de la vida 1til considerada 6 meses. Cada uno de los puntos se muestreo
por duplicado.

La a,, se midi6 mediante el equipo Aqualab™ (serie 3, Decagon Devices Inc., Pullman, WA, USA). El
pH se midi6 directamente con una sonda de penetracion (52-32, Crison Instruments SA, Alella, Spain)
conectada a un pH portatil (pH25, CRISON Instruments). Los recuentos de L.monocytogenes se
realizaron en CLA (Oxoid Ltd, Basingstoke, Hampshire, England). La presencia/ausencia se realizo
mediante enriquecimiento de la muestra en TSBYE a 37°C 48h y confirmacion de la presencia del
patogeno.

VI.1.3 Resultados y Discusion

Evaluacién cuantitativa del riesgo microbioldgico

Es destacable la relativa escasez de datos en relacion a la prevalencia y niveles de L. monocytogenes en
jamon curado, especialmente en comparacion con la disponibilidad de informacion de otros tipos de
productos carnicos (e.g. fermentados, cocidos). Los datos disponibles en la literatura cientifica y los
resultados de otros grupos de investigacion involucrados en el proyecto Listeria cero, indican que los
niveles de L. monocytogenes en jamon curado pueden considerarse relativamente bajos, tanto en términos
de prevalencia como de concentracion. Ademas, por sus caracteristicas fisico-quimicas, el jamon curado
no favorece el crecimiento de L. monocytogenes; al contrario, compromete la viabilidad del patogeno con
efectos bactericidas dependientes de la a,, y la temperatura de conservacion. Cuanto menor es la a,, del
producto y mas elevada es la temperatura de conservacion (hasta temperatura ambiente), mas intensa es la
inactivacion de L. monocytogenes durante la conservacion del jamon curado loncheado envasado al vacio.
Los resultados obtenidos indican que las diferentes tipologias de jamoén curado y las condiciones de
conservacion ensayadas fueron listericidas ademas de listeriostaticas. Este efecto sugiere el potencial
interés de disefiar y evaluar estrategias de minimizacion del riesgo orientadas a establecer unas
condiciones favorables para la inactivacion del patdgeno en el producto acabado.

Segun el modelo de evaluacion cuantitativa de riesgo desarrollado, la probabilidad de contraer listeriosis
por el consumo de jamoén curado se estima muy bajo. Cuantitativamente se situaria en la categoria de
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menor riesgo establecida en el estudio de la FDA/USDA (2003), ca. 1 caso por 10" raciones consumidas
por la poblacion sana.

La situacion es notablemente diferente desde el punto de vista de cumplimiento de normativa,
especialmente en mercados y sectores de requerimientos exigentes derivados de las politicas de tolerancia
cero frente a la presencia de L. monocytogenes. En este caso el riesgo o probabilidad de que L.
monocytogenes esté presente en jamon curado a niveles detectables no es despreciable. Para minimizar
este riesgo los productores pueden valorar la aplicacion de una variedad de estrategias centradas en la
minimizacién de la contaminacion (evitar y eliminar focos de contaminacion) asi como en la aplicacion
de tratamientos de letalidad.

Impacto del envasado activo antimicrobiano

Los films antimicrobianos elaborados mediante la inclusion de la bacteriocina enterocina A o el
surfactante LAE en base a PVOH licuado y fabricados a escala de laboratorio, mostraron actividad
antimicrobiana in vitro frente a L.monocytogenes. En films industriales con base de PET, so6lo el que
contenia LAE como recubrimiento (coating) presento actividad antilisteria in vitro.

En jamoén curado en lonchas, el envasado activo antimicrobiano con enterocina A fue el Ginico que ejercid
un efecto bactericida inmediato en jamoén curado loncheado y envasado al vacio, reduciendo de forma
inmediata los recuentos de L.monocytogenes en 1,5 logs. A los 17 dias de conservacion la reduccion fue
de 2 logs. Ademas el envasado antimicrobiano contribuy6 a reducir la viabilidad de L.monocytogenes
durante la vida util del producto, aumentando en 2,4 veces la tasa de reduccion de los recuentos del
patdégeno con respecto al producto jamon serrano control con una actividad de agua de 0,89. La
enterocina A perteneciente al grupo de bacteriocinas Ila de las BAL estd descrita como una de las mas
potentes del grupo de bacteriocinas anti-Listeria, definida por su menor concentraciéon minima inhibitoria
(Eijsink et al., 1998. Applied and Environmental Microbiology 64, 3275-3281. Por el momento la
enterocina A no estd legislada como aditivo autorizado. Este tipo de envasado, por tanto, limitaria el
riesgo asociado a la presencia de L. monocytogenes en jamén curado y podria ser considerado como
tratamiento post-letalidad valido segin los requerimientos de la Alternativa 1 para el control de L.
monocytogenes seguin las directrices de la administracion norteamericana (Listeria rule, 9 CFR 430.4).
Ello permitiria al productor etiquetar su producto como “enhanced protection against L.monocytogenes”.

El envasado activo en base a PVOH que contenia LAE al maximo legal permitido (160 mg/kg de jamoén
curado) no registrd una reduccion inmediata de los recuentos de L. monocytogenes (<1 log) y por tanto no
podria considerarse como tratamiento post-letalidad.

En estudios previos realizados por nuestro grupo investigador (Hereu et al., 2012, International Journal of
Food Microbiology 154, 107-112), el comportamiento del patégeno en jamén curado fue similar al
observado en este estudio y dependiendo de la actividad de agua (0,92 y 0,88). En estos productos, Hereu
et al. (2012) observaron que la nisina directamente aplicada sobre el jamoén curado loncheado ejercid una
accion bactericida frente a L. monocytogenes de forma inmediata (-0,8 log reduccion del patogeno en
jamon curado de 0,92 a,, y -1,24 log en el producto de 0,88) y sigui6 reduciendo los recuentos durante la
vida util, con una reduccion total de -3 log al final del periodo de conservacion. No obstante, los films de
PVOH (13%) que contenian nisina a 200 AU/cm’® no ejercieron un efecto significativo de reduccion
inmediata o a lo largo de la vida util. Solo el producto con una mayor a,, 0,92 consiguié a los 30 dias de
conservacion una mayor reduccion con respecto al control (Hereu et al., 2012). En este sentido, los films
activos desarrollados en este proyecto con la enterocina A han sido mucho mas eficaces para reducir los
niveles de L. monocytogenes. La accion de los films con nisina realizados por Hereu et al (2012) a 60 dias
de conservacion, serian comparables con los efectos observados en este estudio para los films activos con
LAE-PVOH.
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VI1.1.4 Conclusiones

La evaluacion cuantitativa de riesgos desarrollada aporta evidencias cientificas que avalan la seguridad
del jamoén curado en términos de salud publica, pudiéndose considerar un producto de muy bajo riesgo.

Sin embargo, en relacion al cumplimiento normativo derivado de las politicas de tolerancia cero frente a
la presencia de L. monocytogenes, la probabilidad de que el patdogeno esté presente a niveles detectables
no es despreciable. Por ello se deberian disefiar estrategias de minimizacion del riesgo centradas en evitar
y eliminar los focos de contaminacion, asi como en la aplicacion de tratamientos de letalidad.

El envasado activo elaborado a escala de laboratorio, se mostré muy prometedor como estrategia para la
minimizaciéon del riesgo con respecto a L.monocytogenes en jamon curado, en especial con el
antimicrobiano enterocina A. Aunque la enterocina A no estd aprobada como aditivo alimentario, se
presenta como una potencial alternativa per permitiria a los operadores economicos adoptar la Alternativa
1 de control de L. monocytogenes en jamoén curado loncheado.

En los films a nivel industrial seria necesario mejorar la capacidad de interaccion entre el antimicrobiano
contenido en el envase activo y el producto para ejercer su actividad antimicrobiana.

VI1.1.5 Financiacion

INIA-Servicio de asistencia técnica para estudios cientificos sobre la L.monocytogenes del jamén curado.
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Capitulo VII. Inactivacion de Listeria monocytogenes en
jamon curado mediante tratamientos de
bioconservacion y altas presiones

R. Montiel, A. Pérez-Baltar, A. Serrano, D. Bravo, M. Medina
Departamento de Tecnologia de Alimentos, INIA, Carretera de la Coruiia km 7, 28040 Madrid.

VII.1 Desarrollos en investigacion

VII.1.1 Introduccion

Listeria monocytogenes es posiblemente el patdogeno que mas preocupa tanto a la industria como a los
consumidores. Es una bacteria ubicua comiin en el ambiente de las industrias agroalimentarias y en
maquinaria y utensilios insuficientemente higienizados. Puede multiplicarse en distintos tipos de
alimentos incluso cuando se almacenan a temperaturas de refrigeracion (<5 °‘C) y es tolerante a
condiciones de estrés que dificultan o impiden el crecimiento de otras bacterias. Puede persistir en el
ambiente e instalaciones durante largos periodos debido a su capacidad de formar biofilms y resistir a la
limpieza y desinfeccion.

L. monocytogenes causa listeriosis, una enfermedad de relativamente baja morbilidad pero con una
elevada tasa de mortalidad. EI 99% de los casos de listeriosis se asocian al consumo de alimentos
contaminados, fundamentalmente alimentos listos para el consumo (RTE, del inglés ready-to-eat). Los
ultimos datos de la UE (EFSA 2016; EFSA Journal 14, 4634) indican 2206 casos de listeriosis en la UE
durante el ano 2015 y 270 muertes, con una tasa de 0.46 casos por cada 100000 habitantes, y una
tendencia al aumento en el periodo 2008-2015.

La contaminacion de los productos carnicos en las plantas de procesado se atribuye principalmente a
cepas de L. monocytogenes presentes en el ambiente que pueden llegar al producto durante el deshuesado,
loncheado, envasado, etc. El Reglamento (CE) 1441/2007 establece un maximo de 100 ufc/g durante la
vida util de los productos no destinados a la poblacion de riesgo. En otros paises, como EEUU, el criterio
de seguridad alimentaria para L. monocytogenes en alimentos RTE es de tolerancia cero (ausencia en 25
g). Esta politica dificulta la exportacioén de productos carnicos curados.

El jamén curado es considerado un alimento seguro gracias a las distintas barreras del proceso de
elaboracion que, en combinacion, no permiten el crecimiento de patdgenos como L. monocytogenes. Las
mas importantes son las sales afiadidas durante el procesado que, entre otros efectos, disminuyen la
actividad de agua (ay). Sin embargo, estos parametros no son suficientes para la completa eliminacion del
patégeno cuando existe riesgo de contaminacion por una manipulacion incorrecta. Las altas presiones
hidrostaticas (APH) y los tratamientos de bioconservacién se emplean en el control post-proceso de
patogenos en alimentos RTE. Las bacteriocinas producidas por bacterias lacticas y los aceites esenciales
son bioconservantes considerados seguros. Con la combinacion de APH y bioconservantes puede lograrse
un efecto antimicrobiano superior que permitiria reducir la intensidad de los tratamientos.
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Nuestro objetivo ha sido evaluar la actividad combinada de la APH con un extracto de enterocinas A y B
o con timol en jamén curado loncheado contaminado con L. monocytogenes y conservado a 4 °C
(temperatura de refrigeracion) y a 12 °C (condiciones de abuso de temperatura) durante 30 d.

VIIL.1.2 Metodologia

Inoculacion de L. monocytogenes: Las muestras de jamon curado loncheado se inocularon con una mezcla
de 4 cepas de L. monocytogenes procedentes de una industria carnica (Ortiz et al.,, 2010; Foodborne
Pathog. Dis. 7, 1177-1184) antes de aplicar los tratamientos. Se prepararon muestras control sin
inocular. Las muestras se dividieron en 6 grupos: control (no tratado), ENT (con enterocinas A y B), TIM
(con timol), APH (con altas presiones), ENT+APH (con enterocinas A y B y altas presiones) y TIM+APH
(con timol y altas presiones).

Tratamientos de bioconservacion: Como productor de enterocinas A y B se utilizé la cepa Enterococcus
faecium INIA TAB7 (Rodriguez et al., 2000; Int. Dairy J. 10, 7-15). Se preparo6 un extracto de enterocinas
Ay B que se afiadi6 a la superficie del jamoén a una concentracion de 1054 UA/g. El timol se prepar6 en
forma de extracto acuoso (125 mg/ml) y se afiadié a una concentracion de 1.25 mg/g.

Tratamientos de APH: Las muestras de jamon curado se presurizaron a 450 MPa durante 10 min en las
instalaciones de Hiperbaric (Burgos).

Analisis: Se efectuaron las siguientes determinaciones: L. monocytogenes en CHROMagar Listeria (37
°C/48 h); microorganismos totales (TVC) en Plate Count Agar (30 °C/72 h); pH con un pH-metro Crison
GLP22; la actividad de agua con un Aqualab Series 3 (Decagon); el color con un Chromometer CM-700
d (Konica Minolta) y la textura con un Instron 4301 (Instron) con una cuchilla Warner-Bratzler.

Los analisis microbiolégicos se realizaron los dias 1, 7, 15 y 30 después de la aplicacion de los
tratamientos. El resto de analisis, los dias 1, 15 y 30.

Se realizaron dos ensayos independientes con muestras duplicadas y los resultados se analizaron mediante
ANOVA y el test de Tuckey con el software SPSS Statistics 22.0.

VIIL.1.3 Resultados y Discusion

Los niveles iniciales de L. monocytogenes en jamon control fueron de 6.60 y 6.67 log ufc/g a4y 12 °C,
respectivamente. Un dia después de la aplicacion de los tratamientos, se registr6 con ENT una reduccion
de 2.54 y 2.95 unidades logaritmicas a 4 y 12 °C, respectivamente, mientras que el efecto antimicrobiano
del TIM o las APH fue menor. La actividad de las APH se increment6 significativamente en combinacion
con ENT, con valores de L. monocytogenes 4.38 y 5.25 unidades logaritmicas inferiores al control, a 4 y
12 °C. Durante la refrigeracion se comprobo un ligero descenso de los niveles del patégeno en jamon
control y en el tratado con TIM o APH, y un incremento con ENT. El efecto antimicrobiano de la
combinacion ENT+APH fue sinérgico, consiguiendo reducciones de aproximadamente 3 unidades
logaritmicas con respecto al control sin inocular al final del almacenamiento a las dos temperaturas.
(Tabla 1).

Las enterocinas A y B del cultivo de E. faecium redujeron los niveles de L. monocytogenes en jamon
curado mas de 2 unidades logaritmicas, incluso en condiciones de abuso de temperatura de refrigeracion.
La actividad sinérgica de distintas bacteriocinas en combinacion con APH ha sido demostrada con nisina
en jamon cocido (Hereu et al.,, 2012; Innov. Food Sci. Emerg. Technol. 16, 305-315) y con otras
bacteriocinas en productos lacteos (Arqués et al., 2005; Int. Dairy J. 15, 893-900) y salmén ahumado
(Montiel et al., 2013; J. Food Prot. 76, 1465-1465).
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Tabla 1. L. monocytogenes (log ufc/g) en jamon curado loncheado tratado con enterocinas A y B
(ENT), timol (TIM), altas presiones (APH) y sus combinaciones

1d 7d 15d 30d

4°C Control 6.60+0.11%  6.61£0.05®  635+0.03%* 6.29+0.03%
ENT 4.06+023"*  3.67+£0.07* 4.88+042°® 421+0.38"
TIM 5.94+0.05¢  5.92+0.11°¥C 568+0.03" 5.77+0.11°48
APH 6.15+0.06  6.12+0.12®  581+0.09  6.01 £0.05
ENT+APH 2.22+0.38" 1.89+0.16" 291+0.39** 2.80+1.44*
TIM+APH 5.96+0.01C 568+021® 566+0.05%  4.99+0.11°

12°C  Control 6.67+0.16®  6.53+0.18*8  6.57+£0.04  6.33 +0.02¢
ENT 3.72 4024 3.69+0.064  4.27+027®  4.38+0.33%
TIM 6.09 +0.07° 598 +0.03%¢  5.79+0.14°"8 557+0.16%
APH 6.06 +0.05°"  5.85+0.22%  596+0.08" 5.90+0.12¢¢
ENT+APH 1.42+0.60* 1.75+0.64* 213+£1.17** 3.25+0.02**
TIM+APH 548+ 0.48%% 520+021%F 553+0.158  4.88+027"

Valores en la misma columna con diferente minuscula difieren significativamente (P<0.05) para una
temperatura dada. Valores en la misma fila con diferente mayuscula difieren significativamente (P<0.05).

Los microorganismos totales experimentaron un ligero crecimiento en el jamon control almacenado a 4
°C, mientras que a 12 °C aumentaron mas de 2 unidades logaritmicas. En el jamoén tratado con ENT y
TIM no se registraron diferencias con respecto al control durante el periodo de almacenamiento
estudiado. Las APH, individualmente o en combinacion con timol, mantuvieron los TVC por debajo de 3
unidades logaritmicas durante 30 y 15 d a 4 y 12 °C, respectivamente. El tratamiento combinado de
ENT+APH redujo significativamente (P<0.01) los TVC y mantuvo sus niveles por debajo de 2 unidades
logaritmicas durante todo el periodo estudiado a ambas temperaturas. Esta combinacidon podria aplicarse
para extender la vida util del jamén curado loncheado incluso en condiciones de abuso de temperatura
(Tabla 2).

El pH del jamoén control a las 24 horas del tratamiento fue de 5.74 y 5.54 a 4 y 12 °C, respectivamente, y
se situd entre 5.55 y 5.76 en las muestras tratadas con ENT, TIM, APH y sus combinaciones. Durante el
almacenamiento, el pH se mantuvo bastante estable en jamon control y aument6 ligeramente, con valores
entre 5.71 y 5.93, en las muestras tratadas. Este incremento de pH en jamén curado presurizado se ha
atribuido a desnaturalizacion de proteinas o a pérdida de protones por el tratamiento (Marcos et al., 2008;
Food Control 19, 76-81). La a, en jamon control a las 24 h fue de 0.873 y 0.868 a 4 y 12 °C,
respectivamente, y Unicamente las muestras tratadas con TIM+APH presentaron valores mas altos
(P<0.05) respecto al control sin tratar. Los valores de este parametro se mantuvieron durante el periodo de
almacenamiento a 4 y 12 °C, siendo mas altos en las muestras tratadas a los 30 d (0.871-0.882). Sin
embargo, las diferencias respecto al control no superaron cifras de 0.012 y 0.008 a 4 y 12 °C (valores no
mostrados).
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Tabla 2. Microorganismos totales (log ufc/g) en jamon curado loncheado tratado con enterocinas A

y B (ENT), timol (TIM), altas presiones (APH) y sus combinaciones

1d 7d 15d 30d
4°C Control ~ 2.70+031°*  349+0.07%  3.15+0.30°*  3.42+0.68"
ENT 3.08+0.10  359+0.13®  335+025"8  3.63+0.12"8
TIM 3.47+0.08%  332+0.07"  3.52+049"  3.79+0.36
APH 223+1.06"  2.08+0.15"*  2.49+0.58 236+057"
ENT+AP
HN < 1.00* < 1.00* 1.85+£0.00"®  2.03+0.05%
_|_
EIIM AP 220+0.17%*  254+062°  1.76 040  2.00 +0.00™
12°C  Control  3.48+0.42  3.19+048  502+0.17%  5.46+0.08F
ENT 3.26+0.07°  3.96+0.28®  4.99+0.09€C  5.04+0.05%
TIM 2.96+0.25°"  4.08+0.02  4.65+0.18C  5.34+0.09°
APH 1.59 +0.83% 1.59+£0.83  2.04+0.06"  3.84+0.00*
ENT+AP
HN 242 +051®8 <1.00™ < 1.00* 1.77 £0.10*8
_|_
EIIM AP 3.00 £ 0.34°A8 245+ 0.17°*  234+0.54"  3.58+0.07°®

TVC (0 h) 3.10 log ufc/g. Valores en la misma columna con diferente minuscula difieren
significativamente (P<0.05) para una temperatura dada. Valores en la misma fila con diferente mayuscula
difieren significativamente (P<0.05).

Los tratamientos de inactivacion ensayados afectaron ligeramente al color del jamén curado. El valor de
L* no sufrid6 modificaciones en el producto a 4 °C, mientras que en las muestras presurizadas y
conservadas a 12 °C se registrdé un aumento significativo (P<0.05) a los 30 d. El valor de a* fue inferior
(P<0.05) tnicamente en el jamon tratado a los 30 d a 12 °C. El valor de »* fue superior (P<0.05) en las
muestras de 30 d y 4 °C cuando se afadio timol, y disminuy6 (P<0.05) en las muestras presurizadas y
mantenidas a 12 °C. El efecto de las APH en el color se relaciona con la intensidad del tratamiento, el
valor de a* desciende con el aumento de la presion, especialmente por encima de los 400 MPa (De Alba
et al., 2013; Food Control 31, 508-513; Fuentes et al., 2010; Meat Sci. 85, 506-514), aunque el curado
confiere una mayor estabilidad del color (Serra et al., 2007; Meat Sci. 75, 21-28) por el efecto protector
del 6xido nitrico que previene la oxidacion de la mioglobina. De acuerdo con los resultados obtenidos en
el presente trabajo, los cambios en el color del jamon curado tratado apenas afectaron al aspecto visual
del producto.

La textura del jamon resultd ligeramente modificada por los tratamientos. A 4 °C no se detectaron
diferencias significativas en la fuerza al corte entre las muestras tras aplicar los tratamientos ni durante el
periodo de conservacion. A 12 °C, la fuerza al corte fue superior (P<0.05) en el jamon presurizado tras la
aplicacion del tratamiento, pero el valor fue disminuyendo durante la conservacion de forma que no se
observaron diferencias significativas entre las muestras a los 30 d. De acuerdo con nuestros resultados, la
fuerza al corte aument6 con la APH a 450 MPa durante 10 min descendiendo durante la refrigeracion, y
el resto de los tratamientos apenas modifico la textura del jamén curado. En la Tabla 3 se recogen los
datos de color (valor L*) y textura durante la conservacion del producto.
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Tabla 3. Color (L*) y textura (fuerza al corte, N) en jamén curado loncheado tratado con

enterocinas A y B (ENT), timol (TIM), altas presiones (APH) y sus combinaciones

1d 15d 30d
L* 4°C  Control 34.18 + 6.84** 36.47 £ 538" 35.01 + 4.86**
ENT 39.36 +5.16™ 35.43 + 4,98 38.57 + 6.80™*
TIM 36.85 + 4.95™ 34.67 +5.79** 36.93 + 4.53*
APH 37.12+£5.32% 36.52 +5.39* 37.78 £ 5.71%
ENT+APH 38.04 +5.87* 38.03 £ 5.60** 39.45 + 6.33*
TIM+APH 38.76 + 6.34** 36.93 + 6.95 38.93 + 6.52%
12°C  Control 37.72 £ 5.80* 36.53 £ 6.65** 36.69 £ 6.77*4
ENT 35.69 + 5.79*A 32.82 +7.30 37.20 £ 4.17*
TIM 34.79 + 4.97* 3431 +5.684 39.54 + 3.80%F
APH 38.23 £ 6.09*®  36.86 £ 7.54* 42.19 + 4,93
ENT+APH 38.69 +5.70°* 36.10 + 6.44* 39.53 + 4.25%4
TIM+APH 38.87 + 6.09** 36.40 + 7.80** 39.51 + 5.95%4
Fuerza al corte 4°C  Control 47.07 £8.17° 47.94 £ 15.10° 46.49 £ 7.56°
ENT 42.81 + 8.59° 47.11+10.79° 4298 +10.27°
TIM 41.77+9.57° 39.27+10.00° 4517 +4.37°
APH 51.53 + 12.54° 5292+ 1595  44.03 +10.65°
ENT+APH 39.97 +14.49°  40.38+11.57* 43.33 + 14.52°
TIM+APH 42.65+10.89°  43.63+ 12.77* 43.86 + 12.92°
12°C Control  40.64+11.65®  41.76 + 10.06° 40.21 + 11.80°
ENT 39.70 £ 13.83*  40.82 + 12.45° 4551 +14.45°
TIM 35.19 + 8.65° 39.73 + 6.68° 38.73 + 11.05°
APH 53.89 + 12.40° 51.14 + 8.15° 47.12 + 8.48°
ENT+APH 40.06+15.90°  42.80+11.77°  43.06+ 12.77°
TIM+APH 37.70 + 7.04* 42.11 +9.58° 38.86 + 12.86"

Valores en la misma columna con diferente minuscula difieren significativamente (P<0.05) para una
temperatura dada. Valores en la misma fila con diferente mayuscula difieren significativamente (P<0.05).

VII.1.4 Conclusiones

Se comprobo el potente efecto anti-Listeria de las enterocinas A y B en jamoén curado almacenado en
condiciones de refrigeracion correcta (4 °C) y con abuso de temperatura (12 °C). El timol y los
tratamientos con altas presiones hidrostaticas aplicados individualmente fueron menos eficaces.

La actividad antimicrobiana de los tratamientos combinados de enterocinas A y B y altas presiones
hidrostaticas fue sinérgica, por lo que se considera su potencial interés en caso de contaminacion durante
el procesado del jamdn curado. Las caracteristicas fisico-quimicas, el color y la textura del producto
apenas resultaron afectadas por el tratamiento.
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VII.1.5 Financiacion

RTA2013-00070-C03-01 y CON13-079

VIIL.1.6 Otras actividades de investigacion

Dentro del proyecto Listeria 0 “Listeria monocytogenes en las industrias carnicas: caracterizacion de la

contaminacion y medidas de control” se abordaron las siguientes actividades:

Caracterizacion de la contaminacidn por L. monocytogenes en la industria carnica

Inactivacion de L. monocytogenes en el proceso de elaboracion del jamon curado

Inactivacion de L. monocytogenes por altas presiones en jamén curado deshuesado entero
Evaluacion del efecto baroprotector de la baja actividad de agua del jamon sobre L. monocytogenes
Evaluacion de la respuesta al estrés de L. monocytogenes tras los tratamientos. Efecto en los
factores de virulencia

Dentro del proyecto RTA2010-00029 “Optimizacion y control de la calidad tecnoldgica, nutricional y

organoléptica de jamones serranos ¢ ibéricos” se llevaron a cabo las siguientes actividades

Se determino la influencia de la composicion quimica sobre la fraccion volatil del jamén Serrano,
comprobandose que el contenido en grasa intramuscular afectaba a 37 de los 100 compuestos
volatiles detectados frente a 28 compuestos afectados por la concentracion de sal, 27 por la relacion
sal en magro y 19 por la actividad de agua.

Se determind la influencia de tratamiento de altas presiones hidrostaticas sobre la fraccion volatil
del jamon Serrano con 21 compuestos volatiles afectados después de 5 meses en refrigeracion, de
los cuales 9 disminuyeron y 12 aumentaron con el tratamiento.

Se determind la influencia de la composicién quimica sobre la fraccion volatil del jamoén Ibérico,
comprobandose que el contenido en grasa intramuscular afectaba a 14 de los 122 compuestos
volatiles detectados frente a solamente 2 compuestos afectados por la concentracion de sal, 0 por la
relacion sal en magro y 2 por la actividad de agua.

Se determino la influencia de tratamiento de altas presiones hidrostaticas sobre la fraccion volatil
del jamoén Ibérico con 34 compuestos volatiles afectados después de 5 meses en refrigeracion, de
los cuales 23 disminuyeron y 11 aumentaron con el tratamiento.

Las actividades arriba indicadas fueron realizadas por los siguientes miembros del grupo de investigacion:
R. Montiel, A. Pérez-Baltar, A. Serrano, D. Bravo, M. Medina, P. Gaya, S. Ortiz, J.V. Martinez, A.
Peirotén, M. Nuiiez, A. Picon, N. Martinez-Onandi, A. del Olmo, J. Calzada, J.L. Arqués, E. Rodriguez,
1. Martin-Cabrejas.

VII.2 Produccion cientifica mas relevante

VII.2.1 Articulos en revistas cientificas

Montiel, R., Martin-Cabrejas, 1., Medina, M. 2015. Reuterin, lactoperoxidase, lactoferrin and high
hydrostatic pressure on the inactivation of food-borne pathogens in cooked ham. Food Control, 51, 122-

128.
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De Alba, M., Bravo, D., Medina, M. 2015. Inactivation of Listeria monocytogenes and Salmonella
Enteritidis in dry-cured ham by combined treatments of high pressure and the lactoperoxidase system or
lactoferrin. Innovative Food Science and Emerging Technologies, 31, 54-59.

Lopez-Alonso, V., Ortiz, S., Martinez-Suarez, J.V. 2015. Genome sequences of five disinfectant-resistant
Listeria monocytogenes strains from two Iberian pork-processing plants. Genome Announcements 5, 3 pii:
e00077-15. doi:10.1128/genomeA.00077-15.

Arqués, J.L., Rodriguez, E., Langa, S., Landete, J.M., Medina, M. 2015. Antimicrobial activity of lactic
acid bacteria in dairy products and gut: effect on pathogens. BioMed Research International, Article 1D
584183, 9 pages http://dx.doi.org/10.1155/2015/584183

Del Olmo, A., Calzada, J., Gaya, P., Nufiez M. 2015. Proteolysis and flavor characteristics of Serrano
ham processed under different ripening temperature conditions. Journal of Food Science, 80, C2404-
C2412.

Ortiz, S., Lopez-Alonso, V., Rodriguez, P., Martinez-Suarez, J.V. 2016. The connection between
persistent, disinfectant-resistant Listeria monocytogenes strains from two geographically separate Iberian

pork-processing plants: evidence from comparative genome analysis. Applied Environmental
Microbiology, 82,308-317.

Martinez-Suarez, J.V., Ortiz, S., Lopez-Alonso, V. 2016. Potential impact of the resistance to quaternary
ammonium disinfectants on the persistence of Listeria monocytogenes in food processing environments.
Frontiers in Microbiology, 7, UNSP 638

Montiel, R., Martin-Cabrejas, 1., Peirotén, A., Medina, M. 2016. Reuterin, lactoperoxidase, lactoferrin
and high hydrostatic pressure treatments on the characteristics of cooked ham. Innovative Food Science &
Emerging Technologies, 35, 111-118.

Fernandez-Cruz, M.L., Martin-Cabrejas, 1., Pérez Del Palacio, J., Gaya, P., Diaz-Navarro, C., Navas,
J.M., Medina, M., Arqués, J.L. 2016. In vitro toxicity of reuterin, a potential food biopreservative. Food
and Chemical Toxicology, 96, 155-159.

Martinez-Onandi, N., Rivas-Cafiedo, A., Nuiiez, M., Picon, A. 2016. Effect of chemical composition and
high pressure processing on the volatile fraction of Serrano dry-cured ham. Meat Science, 111, 130-138.

Del Olmo, A., Calzada, J., Nufiez, M. 2016. Lipolysis, lipid peroxidation and texture of Serrano ham
processed under different ripening temperature conditions. International Journal of Food Science and
Technology, 51, 1793-1800.

Martinez-Onandi, N., Rivas-Cafiedo, A., Nufiez, M., Picon, A. 2016. Influence of physicochemical
parameters and high pressure processing on the volatile compounds of Serrano dry-cured ham after
prolonged refrigerated storage. Meat Science, 122, 101-108.

Landete, J.M., Peirotén, A., Medina, M., Arqués, J.L. 2017. Labeling Listeria with anaerobic fluorescent
protein for food safety studies. Journal of Dairy Science, 100, 1-5.

Langa, S., Arqués, J.L., Medina, M., Landete, J.M. 2017. Coproduction of colicin V and lactic acid
bacteria bacteriocins in lactococci and enterococci strains of biotechnological interest. Journal of Applied
Microbiology, 122, 1159-1167.

Martinez-Onandi, N., Castioni, A., San Martin, E., Rivas-Cafiedo, A., Nufiez, M., Torriani, S., Picon, A.
2017. Microbiota of high-pressure-processed Serrano ham investigated by culture-dependent and culture-
independent methods. International Journal of Food Microbiology, 241, 298-307.

Del Olmo, A., Calzada, J., Nufiez, M. 2017. Benzoic acid and its derivatives as naturally occurring

compounds in foods and as additives: Uses, exposure and controversy. Critical Reviews in Food Science
and Nutrition, 57, 3084-3103.
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Martinez-Onandi, N., Rivas-Cafiedo, A., Avila, M., Garde, S., Nufiez, M., Picon, A. 2017. Effect of
physicochemical characteristics and high pressure processing on the volatile compounds of Iberian dry-
cured ham. Meat Science, 131, 40-47.

Martinez-Onandi, N., Rivas-Cafiedo, A., Picon, A., Nufiez, M. 2017. Influence of compositional
characteristics, high pressure processing and prolonged refrigerated storage on the volatile compounds of
Iberian dry-cured ham. Meat Science 2017 _468.

VIL.2.2 Tesis Doctorales dirigidas

Titulo: Diversidad genética y persistencia ambiental de Listeria monocytogenes en dos plantas de
procesado de carne de cerdo ibérico: influencia de la resistencia a desinfectantes de amonio cuaternario

Doctorando: Sagrario Ortiz Jarefo

Directores: Joaquin V. Martinez-Suarez y Victoria Lopez -Alonso

Facultad y Universidad: Facultad de Veterinaria. Universidad Complutense de Madrid
Ano: 2015

Calificacion: Sobresaliente cum laude

Titulo: Potencial probidtico de Lactobacillus reuteri y aplicacion de la reuterina como bioconservante
alimentario

Doctorando: Izaskun Martin Cabrejas

Directores: Margarita Medina y Juan L. Arqués

Facultad y Universidad: Facultad de Veterinaria. Universidad Complutense de Madrid
Afo: 2016

Calificacion: Sobresaliente cum laude (mencidn Doctor Internacional)

Titulo: Efecto de la composicion y el tratamiento por altas presiones sobre el perfil de compuestos
volatiles y la microbiota del jamén Serrano e Ibérico

Doctorando: Nerea Martinez Onandi

Directores: Antonia M* Picon y Manuel Nufiez

Facultad y Universidad: Facultad de Veterinaria. Universidad Complutense de Madrid
Afio: 2017

Calificacion: depositada, pendiente de lectura
VIL.2.3 Libros/capitulos de libros

Medina M. 2015. Listeria monocytogenes en alimentos listos para el consumo: incidencia y estrategias de
eliminacion. En Iniciacion a la Investigacion en Microbiologia. Pags. 51-60. Elena Gonzalez-Fandos
(Ed.) Logrofio: Universidad de la Rioja. ISBN 978-84-606-8182-3SEM. Logrofio.
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VIL.3 Congresos, Jornadas y Reuniones

VII1.3.1 Ponencias invitadas

Ponente: M. Medina

Ponencia: Caracterizacion de la contaminacion por Listeria monocytogenes en la industria alimentaria
Congreso/Jornada/Reunion: VIII Congreso CYTA/CESIA

Lugar y fecha: Badajoz, 2015

Ponente: M. Medina

Ponencia: Listeria monocytogenes en alimentos listos para el consumo: incidencia y estrategias de
eliminacion

Congreso/Jornada/Reunion: Curso de Iniciacion a la Investigacion en Microbiologia

Lugar y fecha: Logroiio, 2015

Ponente: M. Medina

Ponencia: Contaminacion por Listeria monocytogenes en la industria alimentaria.
Congreso/Jornada/Reunion: Jornada HYPRED 3M

Lugar y fecha: Madrid, 2015

Ponente: M. Medina
Ponencia: Inactivacion de L. monocytogenes en el proceso de elaboracion del jamén curado.

Congreso/Jornada/Reunién: Jornada Proyecto Listeria Cero
Lugar y fecha: Madrid, 2015

Ponente: M. Medina

Ponencia: Evaluacion de sistemas de eliminacion de L. monocytogenes en instalaciones y productos
mediante agua electrolizada y distintas estrategias de bioconservacion. Otros bioconservantes.

Congreso/Jornada/Reunion: Jornada Proyecto Listeria Cero
Lugar y fecha: Madrid, 2015

Ponente: M. Medina

Ponencia: Presentacion del Proyecto Listeria O
Congreso/Jornada/Reunién: Jornada INTERPORC
Lugar y fecha: Madrid, 2016

Ponente: M. Medina
Ponencia: Altas presiones en seguridad microbioldgica de alimentos

Congreso/Jornada/Reunion: I Jornadas sobre tendencias en tecnologia de alimentos de origen animal.
Universidad Complutense de Madrid
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Lugar y fecha: Madrid, 2017

Ponente: M. Medina

Ponencia: Inactivacion de Listeria monocytogenes en jamén de cerdo blanco e ibérico
Congreso/Jornada/Reunién: IX Congreso Mundial del Jamoén Curado

Lugar y fecha: Toledo, 2017

Ponente: M. Medina
Ponencia: Inactivacion de Listeria monocytogenes en jamon de cerdo blanco e ibérico

Congreso/Jornada/Reunion: Reunion de colaboracion publico-privada sobre “Transferencia de resultados
de proyectos INIA sobre Listeria monocytogenes en productos carnicos”

Lugar y fecha: Madrid, 2017

Ponente: R. Montiel

Ponencia: Eliminacion de Listeria monocytogenes en jamon curado deshuesado mediante tecnologias no
térmicas. Efecto en la respuesta al estrés y la virulencia

Congreso/Jornada/Reunion: Reunion de colaboracion publico-privada sobre “Transferencia de resultados
de proyectos INIA sobre Listeria monocytogenes en productos carnicos”

Lugar y fecha: Madrid, 2017

Ponente: M. Medina

Ponencia: Inactivacion de L. monocytogenes en jamon mediante procedimientos biologicos
(bacteriocinas, acidos organicos, aceites esenciales).

Congreso/Jornada/Reunion: Reunion de colaboracion publico-privada sobre “Transferencia de resultados
de proyectos INIA sobre Listeria monocytogenes en productos carnicos”

Lugar y fecha: Madrid, 2017

Ponente: M. Medina

Ponencia: Caracterizacion de la contaminacion por L. monocytogenes a lo largo de la cadena de
produccion en la industria carnica.

Congreso/Jornada/Reunion: Reunion de colaboracion publico-privada sobre “Transferencia de resultados
de proyectos INIA sobre Listeria monocytogenes en productos carnicos”

Lugar y fecha: Madrid, 2017
VIL.3.2 Actividades de organizacion de Congresos, Jornadas y Reuniones

Congreso / Jornada / Reunion: IX Congreso Mundial del Jamoén Curado
Lugar y fecha: Toledo, 7 al 9 de junio de 2017
Actividad: Miembro del Comité Cientifico (Margarita Medina)

Congreso / Jornada / Reunién: Jornada proyecto Listeria Cero
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Lugar y fecha: Madrid, 19 de noviembre de 2015
Actividad: Organizador (Margarita Medina)

Congreso / Jornada / Reunion: Reunion de colaboracion publico-privada sobre “Transferencia de
resultados de proyectos INIA sobre Listeria monocytogenes en productos carnicos”

Lugar y fecha: Madrid, 4 de julio de 2017
Actividad: Organizador (Margarita Medina).
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Capitulo VIII. Estrategias para mejorar la seguridad de
los productos carnicos: reduccion del contenido de
nitrificantes y aplicacion de pulsos de luz

M. Fernandez, G. Garcia de Fernando, E. Hierro, X.F. Hospital

Grupo de Tecnologia de los Alimentos de Origen Animal (TECNOLALIMA). Departamento de
Nutricion, Bromatologia y Tecnologia de los Alimentos. Facultad de Veterinaria. Universidad
Complutense de Madrid. 28040 Madrid.

VIII.1 Desarrollos en investigacion

Linea A: Efecto de la reduccion de 1a concentracion de
nitrificantes en la seguridad y el aroma de los productos
carnicos crudos curados

VIII.A.1.1 Introduccion

Pese a la larga tradicion que tiene el uso de nitratos y nitritos en las carnes curadas, las relaciones entre
dieta y salud -y en particular el papel de los nitritos en la formacion de N-nitrosaminas- han motivado que
las autoridades alimentarias hayan limitado las cantidades permitidas para el empleo de estos aditivos en
la industria carnica. Teniendo en cuenta, ademas, las recomendaciones de la OMS (IARC, 2015), y
aunque existen otras fuentes mas importantes de nitratos en la dieta, es posible que la Unién Europea
plantee en un futuro una nueva reduccion de las cantidades de nitrificantes que se pueden afadir a los
productos carnicos.

Ante esta situacion, y dada la funcion que desempefian los nitritos como antimicrobianos y antioxidantes,
asi como su papel en el desarrollo del color y el sabor y aroma, se hace necesario evaluar hasta qué
niveles se podria reducir su uso sin que ello afecte a la seguridad microbiologica y a la calidad sensorial
de los productos carnicos.

VIII.A.1.2 Metodologia

En este periodo se continuaron los estudios que se iniciaron en el ambito del proyecto Consolider
CARNISENUSA, en relacion con el efecto de la disminucion de la cantidad afiadida de nitrificantes en la
calidad y seguridad microbiologica y en el aroma de los productos crudos curados. Asi, se ha valorado la
evolucion de la microbiota tipica y la produccion de toxina botulinica en embutidos reducidos en
nitrificantes, asi como su perfil de compuestos volatiles. También se ha estudiado el efecto de la
reduccion del contenido de nitratos y nitritos en la evolucion de distintos microorganismos patogenos y
de la microbiota causante de putrefaccion en jamones curados.
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Las cantidades de nitratos y nitritos utilizadas en estos estudios fueron las maximas permitidas por la
legislacion europea (Reglamento UE 1129/2011), y distintas reducciones comprendidas entre el 25 y el
75%., dependiendo del producto (Tabla 1).

Ademas del estudio de la evolucion de la microbiota tipica de los embutidos, se realizaron challenge tests
en embutidos y jamones. En los estudios con C. botulinum en embutidos, se inocularon en la masa
esporas de cepas de los Grupos I (proteoliticas) y II (no proteoliticas), a una concentracion de 4 log/g, y se
determinoé la produccion de toxina mediante un ensayo ELISA. En los jamones se inocularon, entre otros
microorganismos, Listeria innocua (como subrogado de Listeria monocytogenes), Proteus vulgaris y
Serratia liquefaciens. Estos microorganismos se inyectaron en distintos puntos del pernil (mtsculos
semimembranosus y biceps femoris, y codillo) antes del salado.

El perfil de compuestos volatiles de los embutidos se estudié mediante cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas.

Tabla 1. Concentracién de nitratos y nitritos (mg/kg) en los jamones y embutidos experimentales

Jamon curado Embutidos crudos curados
Nitrato Nitrito Ascorbato  Nitrato Nitrito
(KNOs) (NaNO,)  sodico (NaNO;) (NaNO,)
600 -- -- 150* 150%

150 -- -- 112,5 112,5
600 600 -- 75 75

150 150 -- 0 0

600 600 500

* CMP: Cantidad maxima permitida segun la legislacion europea
VIII.A.1.3 Resultados y Discusion

Estudios en embutidos crudos curados

No se detectd la produccion de toxina en salchichdn inoculado con C. botulinum, con ninguna de las
concentraciones de nitrificantes estudiadas. La a,, inhibio desde el inicio del proceso a las cepas
pertenecientes al Grupo 11, a lo que tras la fermentacion también contribuy6 el descenso del pH a valores
inferiores a 5,0. Por otra parte, aunque las condiciones iniciales de pH (5,6) y ay (0,96) permitirian el
crecimiento del Grupo I hasta los primeros 10-12 dias de maduracion, la combinacion de estos parametros
con la temperatura y la microbiota competitiva impidieron o retrasaron la germinacion de las esporas
hasta que se alcanzaron los valores limite de pH y a.

Por lo que se refiere a la microbiota tipica de los embutidos, la reduccion de la concentracion de
nitrificantes no afecté a la evolucion de las bacterias lacticas. Si se observaron diferencias en los
recuentos de cocos Gram-positivos catalasa-positivos (CGC+) (Fig. 1). Los lotes con menores
concentraciones de nitrato/nitrito presentaron recuentos 1-2 log ufc/g mayores que los embutidos
elaborados con el mdximo permitido actualmente y con una reduccion del 25%. Este comportamiento
podria repercutir en el correcto desarrollo del color y del aroma de los productos curados, en el que los
CGCH participan de forma relevante.

Por otra parte, al final de la maduracion se observé una mayor concentracion de enterobacterias en todos
los lotes reducidos en comparacion con el lote elaborado con el maximo permitido (Fig. 1).
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Finalmente, y en cuanto al perfil de compuestos volatiles (Fig. 2), en los lotes con menor concentracion
de nitrato/nitrito se observé un mayor contenido de sustancias derivadas de la fermentacion de los
carbohidratos y de la degradacion de los aminodcidos, entre ellos ciertos aldehidos, alcoholes y acidos
ramificados a los que se ha atribuido el aroma a “maduro” de los productos carnicos curados. Por otra
parte, en relacion con la funcion antioxidante del nitrito, inicamente se observo un incremento de los
compuestos derivados de la oxidacion lipidica en los embutidos elaborados sin nitrificantes, mientras que
todas las concentraciones de estos aditivos utilizadas para preparar el resto de los lotes modularon en la
misma medida la oxidacion de la fraccion lipidica.
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Fig. 1. Evolucion de la microbiota tipica durante la maduracion de chorizo elaborado con distintas
concentraciones de nitrato/nitrito. Bacterias lacticas ( ); Cocos Gram-positivos catalasa-positivos (
- - -); Enterobacterias (----- ). Lotes: ® CMP; ¢ 75% CMP; ¢ 50% CMP; ® control.
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Figura 2. Concentracion de compuestos volatiles en salchichones elaborados con distintas
concentraciones de nitrato/nitrito. a,b,c: barras con distinta letra para el mismo grupo de compuestos son
significativamente diferentes (p<0,05)
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Estudios en jamén curado

La temperatura y la a,, fueron suficientes para controlar el crecimiento de P. vulgaris y S. liquefaciens,
respectivamente, por lo que no se evidencid un efecto de la reduccion de la cantidad afiadida de
nitrificantes.

La total ausencia de nitrito en la sal de curado hizo que al finalizar el post-salado se observaran recuentos
de Listeria 1,5 log ufc/g mayores en el musculo semimembranosus. Este efecto se mantuvo al final del
proceso, detectandose Listeria en un mayor numero de jamones que se curaron sin nitrito o con una
reduccién del 75% de este aditivo. En biceps femoris no se observaron diferencias debidas a la
composicion de la sal de curado, ni en la fase de post-salado ni al final del proceso.

VIII.A.1.4 Conclusiones

Un control estricto del pH, la a,, y la temperatura podria ser suficiente para inhibir el crecimiento de
enterobacterias en los productos carnicos crudos curados, asi como para evitar la formacioén de toxina
botulinica. En cambio, dichos factores no permitirian controlar el crecimiento de Listeria en los misculos
superficiales del jamon. Asi pues, no se deberia descartar el papel del nitrito en caso de que falle alguna
de estas barreras, se utilicen otras condiciones de maduracion o se incluya alguna modificacion en la
composicion de los productos, como por ejemplo una disminucion del contenido de sal.

En definitiva, la utilizacion de nitratos y nitritos en la industria carnica ofrece ventajas desde el punto de
vista higiénico que deben analizarse en el contexto del balance riesgo-beneficio en contraposicion con sus
posibles efectos toxicoldgicos.

VIII.A.1.5 Financiacion

Estas investigaciones se iniciaron con el proyecto Consolider-Ingenio 2010 CARNISENUSA (CSD
2007-00016) y se han continuado con financiacion procedente de las ayudas a grupos de investigacion
UCM (Grupo 920276, GR35/10A). Xavier Fernandez Hospital ha sido beneficiario de una beca del
Programa Predoctoral de la Universidad Complutense de Madrid.

Linea B: Aplicacion de la tecnologia de pulsos de luz para la
higienizacion de productos carnicos loncheados

VIIIL.B.1.1 Introduccion

El consumidor actual demanda cada vez mas productos minimamente procesados, muchos de ellos “listos
para el consumo” (ready to eat, RTE). Estos alimentos se procesan con técnicas que conservan sus
propiedades sensoriales y nutritivas y se presentan en distintos formatos de corte y envasado que facilitan
su empleo. Las operaciones de troceado, loncheado, dosificacion, envasado, o cualquier otra conducente a
facilitar la utilizacion del producto, incrementan el riesgo de contaminacion por microorganismos, tanto
alterantes como patogenos, lo que puede afectar de forma relevante a su vida util y a su seguridad
microbiologica (AESAN, 2011).

La utilizacion de tecnologias no térmicas para la inactivacion microbiana ofrece interesantes posibilidades
para asegurar el cumplimiento de los criterios establecidos por la legislacion. Entre estas tecnologias se
encuentran los pulsos de luz (PL). Se trata de destellos de luz blanca de amplio espectro (200-1.000 nm) y
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corta duracion (107°-10? ms) que se generan mediante la acumulacion de energia en un condensador y su
liberacion rapida a una lampara de xendn que al ionizarse sibitamente produce un destello. La luz emitida
abarca desde la region UV hasta el infrarrojo cercano, correspondiendo aproximadamente el 40% de la
radiacion emitida a la fraccion UV, que es la principal responsable de la inactivacion microbiana, debida
a la formacion de dimeros en la cadena de ADN (Giese y Darby, 2000; Wat Res. 34, 4007-4013).

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en relacion con la inactivacion de Listeria sp. en
jamon curado loncheado.

VIII.B.1.2 Metodologia

Se inocularon lonchas de jamoén Serrano e Ibérico con L. innocua a una concentraciéon de 4-5 log ufc/cm’.
Tras un periodo de reposo de 15 minutos, las lonchas se envasaron a vacio de manera individual en bolsas
de pléstico de poliamida/polietileno de 60 um de espesor y se trataron en un equipo PL estatico Claranor
IP20 con 0 (muestras control), 2,1, 4,2 y 8,4 J/cm”. Tras el tratamiento, parte de las muestras se analizaron
inmediatamente, mientras que el resto se almacenaron en ausencia de luz en dos condiciones de
temperatura, 4 y 20 °C.

Ademas de los recuentos de Listeria, se realizd un estudio de oxidacion (indice de perdxidos) y un
analisis sensorial de las lonchas de jamon, tanto inmediatamente tras el tratamiento como durante el
almacenamiento (dias 15y 30).

VIII.B.1.3 Resultados y Discusion

La inactivacion de Listeria fue mayor en las lonchas de jamon Ibérico que en las de Serrano. La reduccion
maxima obtenida inmediatamente tras el tratamiento en jamon Serrano fue de 1 log ufc/cm®, mientras que
en Ibérico fue de 1,8 log ufc/cm® aplicando una fluencia menor (Tabla 2). Este grado de inactivacion se
puede considerar razonable, teniendo en cuenta el nivel de contaminacion superficial de los alimentos
RTE, que habitualmente es inferior a 10 células/g (Angelidis y Koutsoumanis, 2006; J. Food Prot. 69,
938-942).

Tabla 2. Inactivacion (log ufc/cm?) de Listeria innocua en lonchas de jamén envasadas a vacio tras
el tratamiento con pulsos de luz.

Jamoén Serrano* Jamon Ibérico™**

Fluencia (J/em®) Inactivacion Fluencia (J/cm®) Inactivacion
2,1 0,21+0,08¢ 2,1 1,00+0,10b
4,2 0,68+0,05b 4,2 1,84+0,09a
8,4 0,95+0,11a 8,4 1,69+0,07a

*Recuento inicial 3,80+0,08 log ufc/cm?
**Recuento inicial 4,13+0,10 log ufc/cm?

a,b,c valores en la misma columna con distinta letra son diferentes significativamente (p<0,05)

La mayor inactivacion observada en el jamon Ibérico en comparacion con el Serrano, y a menor fluencia,
se podria explicar por su estructura. Asi, el jamon Ibérico presenta una mayor infiltracion grasa en el
musculo que el Serrano, lo que podria haber causado una mayor exposicion del indculo a la luz. La grasa
infiltrada podria haber dificultado la penetracion del inoculo (en fase acuosa) en la estructura muscular vy,

77



Red de Excelencia CONSOLIDER PROCARSE

por lo tanto, las bacterias habrian quedado menos protegidas de la luz que en el jamén Serrano, en el que
la grasa presenta otra distribucion, acumulandose fundamentalmente en la zona subcutanea.

El incremento del indice de peroxidos (desde valores iniciales en torno a 10-12 mEq/kg de grasa) durante
el almacenamiento de las muestras de jamoén Serrano fue mayor en las lonchas tratadas con PL,
duplicandose en el lote tratado con 8,4 J/cm® y almacenado a 20 °C. Por su parte, en el jamén Ibérico,
aunque también se observdé un mayor indice de perdxidos en las muestras tratadas, los valores se
mantuvieron mas estables durante el almacenamiento, y las cifras finales fueron inferiores a las del jamon
Serrano.

Por lo que se refiere a las propiedades sensoriales del jamodn, en la cata de ambos productos se detectaron
matices azufrados inmediatamente después del tratamiento con 8,4 J/em®. Estos matices desaparecieron
durante el almacenamiento.

VIII.B.1.4 Conclusiones

La aplicacion de PL podria suponer una estrategia interesante para la higienizacion superficial del jamon
curado loncheado, especialmente el de tipo Ibérico, ofreciendo una alternativa rapida, sencilla y
econémica. Aunque en el jamoén Serrano el tratamiento no resultaria tan eficaz, el nivel de
descontaminacion no seria descartable en caso de recuentos no muy elevados, debiendo ajustarse la dosis
para minimizar los cambios sensoriales.

VIII.B.1.5. Financiacion

Estas investigaciones se iniciaron con el proyecto Consolider-Ingenio 2010 CARNISENUSA (CSD
2007-00016) y se han continuado con financiacién procedente del proyecto AGL2011-29325. (Ministerio
de Economia y Competitividad). Xavier Fernandez Hospital ha sido beneficiario de una beca del
Programa Predoctoral de la Universidad Complutense de Madrid.
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Capitulo IX. Aplicacion de electrones acelerados a
jamon curado deshuesado y piezas carnicas
reestructuradas: eliminacion de Listeria
monocytogenes. Deteccion de marcadores del
tratamiento.

M.C. Cabeza® J.R. Lucas®, R. Velasco®, J.A. Ordéiiez*’, M.I. Cambero*, P. Valle ¢, M.D. Selgas*,
M.L. Garcia®

“ Dpto. de Nutricion, Bromatologia y Tecnologia de los Alimentos. Facultad de Veterinaria.
Universidad Complutense de Madrid. ® Real Academia de Ciencias Veterinarias de Espaiia. ¢ CAI de

Resonancia Magnética Nuclear. UCM.

IX.1 Desarrollos en investigacion

IX.1.1 Introduccion

La contaminacion de productos carnicos en las distintas plantas de procesado se debe, en la mayoria de
los casos, a Listeria monocytogenes, un microorganismo psicrotrofo que se encuentra en el ambiente de
las salas de procesado, resistente a los desinfectantes y capaz de formar biofilms en diferentes materiales.
La persistencia de este microorganismo hace necesario su control en instalaciones, equipamiento y, por
supuesto, en los alimentos. El Reglamento CE1441/2007 establece un nivel maximo de L. monocytogenes
de 100 ufc/g durante la vida 1til de los productos RTE no destinados a poblacion de riesgo y que no
permiten el crecimiento de este microorganismo, como el jamén curado (ay < 0,92). En otros paises, el
criterio de seguridad alimentaria es de tolerancia cero (ausencia en 25 g), lo que supone una barrera a la
exportacion de este tipo de productos.

La distribucion tradicional del jamén curado, en piezas enteras, se ha modificado hacia el producto
deshuesado, entero, troceado o loncheado para el mercado nacional y, sobre todo, para la exportacion a la
UE vy terceros paises. Todas estas operaciones incrementan el riesgo de contaminacion por la microbiota
del entorno industrial, equipos, manipuladores, etc., donde potencialmente pueden existir
microorganismos patégenos. Debido a que uno de los puntos mas susceptibles de contaminacion del
producto con L. monocytogenes es el lugar ocupado por el hueso, se hace necesario higienizar este
producto hasta alcanzar niveles de L. monocytogenes estadisticamente despreciables, utilizando para ello,
tecnologias no térmicas que aseguren su destruccion tras el procesado. En nuestro caso, la aplicacion de
un tratamiento ionizante mediante la aplicacion de electrones acelerados (EA).

Con el fin de establecer la dosis necesaria para conseguir el Objetivo de Seguridad Alimentaria (FSO),
resulta necesario conocer la cinética de destruccion de las cepas de Listeria mas habituales en la industria
carnica. Para ello se han realizado estudios de penetracion de los EA en jamén curado deshuesado y en
piezas carnicas reestructuradas para establecer si se absorbe la dosis suficiente para eliminar dicho
microorganismo, o si, por el contrario, es necesario aplicar el tratamiento de forma bilateral (con volteo).
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Por otro lado, en la actualidad se hace necesario desarrollar métodos adecuados que permitan no solo
detectar alimentos irradiados sino conocer los cambios que este tratamiento puede provocar en su
estructura y composicion. Para ello, tras la aplicacion de EA, se ha realizado un analisis metabolomico en
las diferentes muestras de jamoén curado con el fin de obtener el perfil metabolico de cada una de ellas con
distintos dosis y poder establecer biomarcadores del tratamiento. El objetivo final es validar los modelos
predictivos que se obtengan lo que permitird detectar y cuantificar dicho tratamiento y establecer los
posibles cambios estructurales que provoque en los jamones curados.

Linea A: Efecto del tratamiento con electrones acelerados en
jamon curado deshuesado

IX.A.1.2 Material y métodos

Estudio de la penetracion de electrones acelerados

Como materia prima se utilizaron jamones enteros deshuesados procedentes de una industria
colaboradora. Cada pieza se perfor6 en varias zonas extrayendo tacos de forma rectangular de 4-5 cm de
lado y cuya altura se correspondia con la del jamoén. Con el fin de conocer la dosis absorbida en cada
punto, cada uno de los tacos se cortd en lonchas de 3-4 cm de espesor. Se volvid a recomponer el taco
superponiendo de nuevo las lonchas y colocando entre cada dos de ellas un dosimetro de acetato de
celulosa, midiendo la altura a la que quedaba cada uno de ellos. La superficie del producto se considero
como la altura = 0 cm. Posteriormente, los tacos de jamon con los dosimetros, se insertaron de nuevo en
el jamon del que se habian obtenido.
Asi mismo, y con el fin de conocer las posibles diferencias en la penetracion de los EA en la parte magra
. N ' : e L W (tocino) de jamones curados, se
‘ ¥ cortd una parte magra del jamon en 12
= ~  lonchas de 5,7 + 0,49 mm de grosor, entre
r - las que se colocaron, como se ha

1 explicado  anteriormente,  dosimetros
previamente identificados y se apilaron
—’_:“" formando tacos (Imagen A). De la misma
B —mmmm— forma se procedié con el tocino. En este
caso, las lonchas presentaron un grosor de
6,64 £ 0,45 mm (Imagen B).

Los tacos asi reconstruidos se envasaron a vacio para facilitar su manejo, manteniéndolos en refrigeracion
hasta su posterior uso. El tratamiento con EA se realiz6 en la planta de irradiacion IONISOS Ibérica
(Tarancon, Cuenca) que dispone de un acelerador de electrones que opera a una potencia de 10 MeV. Las
dosis aplicadas fueron de 2, 4 y 6 kGy. El tratamiento se aplicé de forma unilateral y bilateral (con

volteo). Al terminar, se extrajeron los dosimetros y se procedio a la lectura de la dosis absorbida.

Cinética de destruccién de Listeria monocytogenes

Para este estudio se utilizaron cepas de L. monocytogenes de los serotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b,
procedentes de la industria carnica y previamente caracterizadas como persistentes o aisladas
esporadicamente (Ortiz et al., 2010; Foodborne Pathog Dis.,7, 1177-1184). Se utiliz6 igualmente una cepa
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de L. innocua NCTC 11288 por presentar una radiorresistencia similar a la de L. monocytogenes, y evitar
el riesgo derivado de su manejo.

Para determinar los parametros de destruccion de las diferentes cepas de Listeria frente al tratamiento con
electrones acelerados, se contaminaron muestras (lonchas) de jamoén por inmersion en una suspension de
cada cepa, que contenia 8,5-9 unidades logaritmicas/ml, de forma que la carga microbiana en la loncha
fuera de aproximadamente 8 ufc Log/gramo. Las muestras envasadas a vacio se trasladaron en recipientes
isotermos a la planta de irradiacion IONISOS Ibérica y se trataron con dosis de 0,5, 1, 2 y 3 kGy.
Posteriormente, se trasladaron en las mismas condiciones al laboratorio y se realizaron recuentos de los
supervivientes en agar Palcam, medio selectivo para Listeria spp, adicionado de suplemento antibidtico
(polimixina B, clorhidrato de acriflavina y ceptacidina) y emulsiéon yema de huevo. Para las cepas de L
monocytogenes se utilizéo ademas el medio ChromAgar Listeria, selectivo inicamente para esta especie.

Efecto listericida del tratamiento con electrones acelerados

Se utilizaron jamones curados deshuesados comerciales cortados, siguiendo el sentido de la linea que
corresponderia a la posicion del hueso, en dos partes de alturas similares (P1 y P2) midiéndose el grosor.
Se colocaron una sobre otra y, entre ellas, 2 dosimetros (D1 y D2) para

/ P \ conocer la dosis real absorbida durante el tratamiento (ver imagen).
@[ 1@ Por otra parte, se prepararon lonchas de las mismas piezas de jamén
P2 curado (5 mm de grosor, 15 cm de longitud) y se inocularon con una

suspension de L. innocua que contenia aproximadamente 10° ufc/ml. Cada
loncha se plego6 sobre si misma quedando el in6culo en su interior. Entre las partes P1 y P2 de cada pieza
se colocaron seis lonchas asi preparadas (rectangulo blanco). Cada pieza se envaso al vacio de forma
individual y se someti6 a un tratamiento bilateral con EA a dosis de 2 kGy. Posteriormente, se
almacenaron en refrigeracion y se procedio al recuento de supervivientes en agar Palcam, adicionado de
antibidtico y emulsion yema de huevo, a diferentes tiempos (dias 1, 3, 8 y 22).

Analisis sensorial

Las muestras tratadas se sometieron a una Prueba de Ordenacién con el fin de valorar el efecto de los
tratamientos con electrones acelerados en los siguientes parametros sensoriales: apariencia, sensacion en
boca y olor del jamon curado. Igualmente, se hizo un estudio de la evolucion de estos parametros durante
un almacenamiento de hasta 30 dias en refrigeracion (4°C).

IX.A.1.3 Resultados y Discusion

Penetracion de electrones acelerados en jamones curados deshuesados

Las Figuras 1 y 2 representan el porcentaje de dosis absorbida en un tratamiento con dosis de 2, 4y 6 kGy
aplicado unilateral y bilateralmente (con volteo), respectivamente, en funcién de la altura.
En el tratamiento unilateral (Figura 1), se obtuvo una grafica que se ajusto a la siguiente ecuacion:

327,433

%Dosis absorbida = —38,7252 + ——
altura (cm)

(R? = 0,89)

83



Red de Excelencia CONSOLIDER PROCARSE

Figura 2
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Se observa que el porcentaje de dosis absorbida a cada altura del jamén es la misma, independientemente
de la dosis aplicada, lo cual indica que es posible conocer la dosis que se absorbe en cada punto de la
pieza cualquiera que sea el tratamiento. Asi, por ejemplo, en la mitad de la pieza (aproximadamente 4 cm)
se absorberia un 43% de la dosis aplicada mientras que a una profundidad de unos 5-6 cm la dosis
absorbida seria practicamente nula. Teniendo en cuenta que la zona de mayor riesgo de riesgo sera
aquella que ocupe el hueso (aprox. centro de la pieza), debido a las posibles contaminaciones que
pudieran ocurrir en la etapa de su extraccion, se hace necesario asegurar que en ese punto del producto se
absorbe la dosis suficiente para conseguir el FSO respecto a L. monocytogenes. Por todo ello, se planted
un segundo tratamiento volteando la pieza tras el primer pase, aplicando la misma dosis de irradiacion por
las dos caras del jamon. Este tratamiento se definié como bilateral o con volteo.

. . La Figura 2 muestra el porcentaje de dosis adsorbida en los jamones
‘ Figura 3 tratados bilateralmente. Puede observarse que al recibir el tratamiento por
las dos caras, independientemente de la altura del producto, se absorbe
como minimo la totalidad de la dosis aplicada y, en algunos casos,
ligeramente superior. Este fenomeno se debe al efecto de retrodispersion
s ocasionado por la excitacion de los electrones al penetrar en el producto,
descrito en la literatura cientifica (Jaczynski y Park, 2003; J. Food Sci.,
68, 1788-1792). En el experimento realizado con magro y tocino (Figura
3), se observo que la dosis de irradiacion absorbida es diferente
o w e @ w dependiendo de la matriz, es decir, la densidad del alimento procesado
pistancia nm) con irradiacion es critica en términos de penetracion de electrones.

Dosis (kGy)

Cinética de destruccion de Listeria monocytogenes

Para conocer la cinética de destruccion de cada una de las cepas estudiadas, se represent6 el nimero de
supervivientes (Log ufc/g) frente a la dosis absorbida, obteniéndose las correspondientes graficas de
destruccion que se ajustaron a las ecuaciones de primer orden recogidas en la tabla 1.

Si bien, para la mayor parte de las cepas utilizadas no se encontraron diferencias significativas en los
valores D en funcion del medio de cultivo utilizado en los recuentos, en el caso de Listeria
monocytogenes ST7-2 (serotipo 4b), la radiorresistencia resultoé superior cuando los recuentos se llevaron a
cabo en ChromAgar Listeria. Resultados similares obtuvieron Jamali et al., 2013; (Food Control, 32, 19-
24) quienes observaron que la sensibilidad del ChromAgar Listeria era superior a la del Agar Palcam. as
cepas que presentaron mayor radiorresistencia fueron L. innocua y L. monocytogenes S4-2, por lo que sus
valores D son los que se consideraran para calcular la dosis necesaria para conseguir el FSO.
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Tabla 1
Microorganismo Medio de cultivo Ecuacién de supenivencia R? Valor D (kGy)
L. innocua NCTC 11288 Agar Palcam Log UFC/g = -1,7621-Dosis + 8,67 0,991 0,55
L. monocytogenes S2 Agar Palcam Log UFC/g = -2,2494-Dosis + 8,85 0,987 0,44
ChromAgar Listeria Log UFC/g = -2,3272-Dosis + 9,06 0,986 0,45
L. monocytogenes S4-2 Agar Palcam Log UFC/g = -1,788Dosis + 9,03 0,979 0,56
ChromAgar Listeria Log UFC/g = -1,8538:Dosis + 9,13 0,986 0,54
L. monocytogenes S7-2 Agar Palcam Log UFC/g = -2,1385-Dosis + 9,25 0,998 047 b
ChromAgar Listeria Log UFC/g = -1,8621-Dosis + 8,76 0,970 054 a
L. monocytogenes S12-1 Agar Palcam Log UFC/g = -1,9387-Dosis + 9,12 0,9703 0,52
ChromAgar Listeria Log UFC/g = -1,897-Dosis + 9,18 0,975 0,52

a,b: Letras distintas indican diferencias significativas (p<0,05)

Efecto listericida del tratamiento con electrones acelerados

Como era de esperar, la dosis absorbida y, por tanto, el efecto listericida del tratamiento, fue superior en
aquellos jamones que presentaban el menor espesor. En cualquier caso, con este tratamiento se consiguio
una disminucién del namero de listerias siempre superior a 2,39 unidades logaritmicas, que es lo que
nuestro grupo ha establecido previamente (datos no publicados) como necesario para conseguir el FSO en
este producto respecto a L. monocytogenes en los paises en los que rige el criterio de tolerancia cero. Sin
embargo, para que el tratamiento sea efectivo, es muy importante tener en cuenta la altura de la pieza, ya
que por encima de 10 cm se puede ver comprometido el efecto listericida.

Durante el almacenamiento en refrigeracion no hubo crecimiento de los microorganismos supervivientes,
lo que era de esperar debido a las caracteristicas que presenta el producto.

Analisis sensorial

En lo que se refiere al analisis sensorial (Tabla 2), la apariencia de

Tabla 2 las muestras fue similar a las distintas dosis ensayadas (1, 2 y 3 kGy),
Dosis | o 1 2 3 no observandose diferencias significativas en relacion a la muestra
(kGy)

control (0 kGy) ni entre ellas a lo largo del almacenamiento (30
0 So1s dias). Sin embargo, la sensacion en boca (S) del jamoén tratado con 3
kGy resulto significativamente diferente de la muestra control (dias 0

1 O15; S
e y 15) y de la muestra tratada con 1 kGy en el dia 15, aunque estas
2 diferencias  desaparecieron transcurridos los 30 dias de
almacenamiento en refrigeracion. Al analizar el olor (O), se
3

observaron diferencias significativas (p < 0,05) solamente entre las
muestras tratadas con 1 y 3 kGy a los 15 dias de almacenamiento.
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Linea B: Efecto del tratamiento con electrones acelerados en
piezas carnicas reestructuradas con agentes de ligazdn en frio

IX.B.1.2 Material y Métodos

Efecto listericida del tratamiento en piezas carnicas reestructuradas

Para la elaboracion de las piezas reestructuradas, se tomaron dos bloques de magro de unos 500 g y se
pegaron con Plasma Porcino en polvo con fibrinégeno (PP) (Herrero et al., 2009; Food Res. Int., 42,
1362-1372). Para favorecer el pegado, las piezas se envasaron a vacio y se mantuvieron a 5°C durante 24
h. Posteriormente, se salaron con una mezcla de sal gruesa y fina (1:1) (18 h/kg); se retir6 la sal y se
almacenaron en refrigeracion durante 3 dias. La mitad de las muestras se sometieron a un tratamiento con
EA (2 kGy) y la otra mitad se utilizo como Control. Posteriormente, las piezas se mantuvieron en una
camara de maduracion en condiciones de temperatura y humedad relativa de 15°C y 85-90%, hasta el
momento de su analisis.

A continuacion, se prepararon filetes de carne (4 mm de espesor x 10 cm de longitud) que se inocularon
con L. innocua NCTC 11288 (1,5 x 10’ ufc/ml aprox.). Cada filete
se plegd sobre si mismo, quedando el indculo en su interior y se ato
con un hilo de bramante. Inmediatamente después de aplicar el PP,
se coloco el filete en medio de la superficie de pegado dejando los
extremos del hilo por fuera de la pieza para poder localizarlo
facilmente (Figura 4) y continué su procesado y posterior
tratamiento con EA como se ha descrito anteriormente. Los filetes
contaminados se recuperaron junto con 5 mm adicionales de carne

adyacente. La evolucion de L. innocua, se estudio mediante
recuentos como se ha descrito en el apartado 2.1.2.

Determinacion de la fuerza de ligazdn en las piezas carnicas reestructuradas irradiadas

Para estudiar el efecto de la irradiacion sobre la eficacia del agente de ligazon utilizado, se realizé un
ensayo de traccion uniaxial (ensayo destructivo) (Romero de Avila et al., 2014; Meat Sci., 709-717)
utilizando para ello un texturometro TA.XT2i (Stable Micro Systems) dotado de unas pinzas de aluminio
que permitian fijar los extremos opuestos de las muestras normalizadas y con la linea de pegado en la
parte central. Para el ensayo, las muestras se sometieron a una traccidon creciente y progresiva hasta

conseguir la rotura. Se determind la fuerza de rotura de acuerdo con la siguiente expresion:
Fuerza maxima (N)

Fuerza de rotura (N x cm?) =
espesor (cm)x anchura de la muestra (cm)

Microestructura de la linea de pegado de las piezas carnicas reestructuradas

El estudio se realiz6 mediante microscopia electronica de barrido en el Centro de Citometria y
Microscopia de Fluorescencia de la Universidad Complutense de Madrid con muestras tomadas a los 1, 2,
5, 19 y 30 dias del procesado. Para ello se prepararon cubos de 0,5 cm de lado intentando mantener la
linea de pegado en el centro. Se fijaron durante 5 horas con glutaraldehido al 2,5% y paraformaldehido al
4% en suero fisiologico. Posteriormente, se deshidrataron con soluciones crecientes de acetona (30, 50,
60, 70, 80, 90 y 100%) y finalmente, se deshidrataron (punto critico en CO,) y se metalizaron con grafito
y oro. Se visualizaron en un microscopio electronico de barrido (JEOL JSM 6400) a diferentes aumentos
(x100, x1000 y x5000).
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IX.B.1.3 Resultados y Discusion

Efecto listericida del tratamiento en piezas carnicas reestructuradas

La presencia de PP en los perniles frescos no influyd en el crecimiento de Listeria. El nimero de listerias
disminuy6 alrededor de medio ciclo logaritmico durante los dos primeros dias (final de la fase de salado),
aumentando, posteriormente, hasta alcanzar los niveles iniciales en torno al cuarto dia. Superada esta
primera etapa de adaptacion al medio, el recuento se mantuvo constante durante toda la fase de
maduracion. Por tanto, se pueden hacer las mismas consideraciones que en el caso del jamon curado, es
decir, suponiendo que se produzca una contaminacion durante el deshuesado del pernil, se requeriran 2,39
reducciones decimales para garantizar el cumplimiento de la norma microbioldgica de ausencia en 25 g.
En las muestras tratadas con 2 kGy, en ningin momento se observo crecimiento de Listeria.

Fuerza de ligazon en las piezas carnicas reestructuradas

25 : La fuerza de ligazéon aumenta con el tiempo de procesado. No se
TFlggraS encontraron diferencias significativas (p > 0,05) entre las muestras
tratadas y no tratadas En la figura adjunta se muestran los datos
] 1 + obtenidos en las dos ltimas muestras, tomadas a los 19 y 30 dias del
s J procesado. En este sentido se ha descrito que el PP (Herrero et al.,

Fuerza de rotura (N x cm2)

2009; Food Chem., 113, 493-499) establece uniones o interacciones
19 30 estables entre superficies carnicas que perduran durante procesos tales
Tiempo de procesado (dias) como el salado y el secado.

Microestructura de la linea de pegado de las piezas carnicas reestructuradas

La microestructura de las zonas de union en las piezas carnicas reestructuradas cambio6 con el tiempo de
maduracion y el tratamiento de irradiacion. Asi, a los 5 dias (Imagen A) se observo una red formada por
el entrecruzamiento de estructuras fibrosas que interacciona con la superficie carnica mucho mas
organizada y densa a los 30 dias de procesado (Imagen B), lo que explicaria la mayor fuerza de ligazoén
observada previamente. En la imagen correspondiente a la muestra del dia 30 tratada con 2 kGy (Imagen
C) se puede observar la pérdida de las estructuras fibrosas, probablemente debido a la pérdida de
estructura terciaria de las proteinas como consecuencia del tratamiento, lo que puede ser responsable de la
menor fuerza de rotura observada en el ensayo de traccion, aunque las diferencias no fueron
significativas. Las imagenes tienen una ampliacion x5000.
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Linea C: Estudio del efecto del tratamiento con electrones
acelerados de jamones curados por resonancia magnética
nuclear (RMN)

IX.C.1.2 Metodologia

Las muestras obtenidas a partir del musculo Biceps femoris (BF) de diferentes jamones curados, se
envasaron a vacio y se sometieron a un tratamiento de irradiacion (4 y 10 kGy). Tras el tratamiento, se
mantuvieron en refrigeracion (4 °C) y se analizaron a diferentes tiempos de almacenamiento. El analisis
se hizo mediante espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de alta resolucion de rotacion en
angulo magico utilizando un espectrometro Bruker AVIIISOOHD (frecuencia de resonancia 500,13 MHz)
equipado con una sonda de HRMAS. Estos experimentos se realizaron a 4 °C para evitar la afectacion de
las muestras. Se obtuvieron espectros mono y bidimensionales.

Para evaluar las diferencias asociadas a la dosis aplicada se realizd6 un Analisis de Componentes
Principales (PCA) como un método no supervisado de clasificacion de los datos de RMN. La distribucion
en los PCA se utilizo para la identificacion de las sefiales principalmente responsables de las diferencias
significativas entre las muestras.

IX.C.1.3 Resultados y discusion

Los espectros de las muestras de BF permitieron identificar gran nimero de los metabolitos presentes
(aminoéacidos, acidos grasos, nucleodtidos y acidos organicos) tanto en aquéllas procedentes de jamones no
tratados (0 kGy) como en los irradiados (4 y 10 kGy).

Al comparar todos los datos espectrales correspondientes a los jamones control e irradiados a distintas
dosis, el mayor poder discriminante se hallo en bandas (buckets) correspondientes a la zona de los
aminoacidos y en la zona aromatica, con variaciones de los metabolitos tipo inosina, hipoxantina,
fenilalanina, tirosina y metionina, y glutamato. No obstante, los resultados que se recogen en este estudio
son las primeras experiencias realizadas por lo que es necesario hacer mas estudios aumentando el
numero de muestras para disponer de un amplio niimero de datos que permita abarcar la variabilidad
cuantitativa de los metabolitos detectados. Solo asi se podra avanzar en el estudio de los cambios
asociados con la aplicacion de EA a dosis iguales o inferiores a 10 kGy.

IX.C.1.4 Conclusiones

El tratamiento de irradiacion (2 kGy) es util para conseguir el FSO, con respecto a Listeria
monocytogenes en jamon curado deshuesado y en piezas carnicas reestructuradas, en aquellos paises en
los que rige el criterio de tolerancia cero. Sin embargo, la altura del jamoén es un factor limitante ya que la
dosis absorbida disminuye a medida que aumenta el grosor de la pieza. Se puede compensar realizando un
tratamiento bilateral (con volteo).

La irradiacion no afecta a la fuerza de pegado de piezas carnicas reestructuradas con plasma porcino en
polvo como agente de ligazon.

La RMN podria ser una herramienta util para detectar marcadores del tratamiento con radiaciones
ionizantes, pero son necesarios mas estudios.

Agradecimientos: Gracias a las Prof. Romero de Avila y Cambero por su ayuda en los estudios con las
piezas carnicas reestructuradas.
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Linea D: Penetracion de electrones acelerados en un
alimento formulado con diversos ingredientes

M. C. Cabeza®, J. A. Ordéiiez*, M. I. Cambero®

“Dpto de Nutricion, Bromatologia y Tecnologia de los Alimentos. Facultad de Veterinaria. Universidad

Complutense (UCM). 29040 Madrid. "Real Academia de Ciencias Veterinarias de Espaiia (RACVE)

IX.D.1.1 Introduccion

Uno de los objetivos del subproyecto “Uso de tecnologias emergentes para garantizar la seguridad
alimentaria de productos carnicos listos para su consumo (PROCARTE)” integrado en el proyecto
CONSOLIDER titulado “Productos carnicos para el siglo XXI: seguros, nutritivos y saludables
(CARNISENUSA)” era el estudio de la aplicacion de electrones acelerados (EA) para conseguir la
higienizacion de alimentos listos para el consumo (RTE). Los resultados que se obtuvieron permitieron
concluir que, efectivamente, el tratamiento con electrones acelerados era una tecnologia muy adecuada
para la higienizacion de estos alimentos, equivalente a una pasteurizacion térmica. Dosis inferiores a 2 - 3
kGy son suficientes para conseguir los objetivos de seguridad alimentaria (FSO) en productos RTE como,
entre otros, jamoén cocido (Cabeza y col., 2007; Innov. Food Sci. Em. Technol., 8, 299 - 305), jamo6n
curado (Hoz y col., 2008; J.Food Protec., 71, 2001 - 2006), embutidos curados (Cabeza y col., 2009; Meat
Sci., 83, 320 - 327), ensaladilla (Cambero y col., 2011; Foodb. Path. Dis. 8, 221 - 229.), respecto a
microorganismos patdégenos no esporulados, incluso los que pueden multiplicarse bajo refrigeracion,
como Listeria monocytogenes (Cabeza y col.,, 2007; Hoz y col., 2008). Sin embargo, uno de los
principales factores a tener en cuenta a la hora de ajustar un tratamiento con electrones acelerados es su
limitado poder de penetracion, que depende, en gran medida, de su energia cinética. En el uso alimentario
esta energia se limita reglamentariamente a 10 MeV (R.D. 348/2001). Cuando la energia cinética de los
electrones es constante, la penetracion y, por tanto, la dosis absorbida en un punto determinado esta en
relacion con la masa y densidad de la muestra tratada (Miller, 2005; Food Engineering series. Springer-
Verlag. New York). Por ello, la optimizacion de un tratamiento con electrones acelerados para que toda la
masa de producto absorba la dosis requerida y asegurar asi el FSO, es necesario considerar, entre otras
variables, la composicion del alimento y el disefio y caracteristicas del envase.

La dosis total media absorbida [1/2 (Dmax + Dmin)] por un alimento envasado (con una densidad de
llenado aparente homogénea) puede determinarse directamente distribuyendo en la masa de producto
dosimetros interpuestos en la trayectoria del haz de electrones. Los datos aportados por los dosimetros
permiten obtener la curva de distribucion de la dosis absorbida por el producto a distintos niveles de
llenado del envase y considerar los puntos de maxima (Dmax) y minima (Dmin) absorcién de energia.
Esta informacion es imprescindible en la optimizacion del tratamiento para alcanzar el FSO en un
determinado alimento envasado y para ajustarse a la legislacion vigente (RD 348/2001) que determina
que la proporcién Dmax/Dmin no debera rebasar el valor de 3.

En el mercado actual, los productos RTE se presentan en envases de distinta capacidad y dimensiones
para adaptarse a las exigencias y deseos de los consumidores. Asi se comercializan raciones individuales
o familiares de un escaso espesor (p. €j., en productos loncheados cuyo espesor es, en general, inferior a
3-4 cm) hasta contenedores (con dimensiones que pueden superar los 12 ¢m) destinados, éstos Gltimos,
sobre todo a la restauracion colectiva y obradores. Los alimentos en estos ultimos envases alcanzan
espesores que pueden superar el poder de penetracion de los electrones acelerados. Por tanto, es necesario
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tener en cuenta las caracteristicas y las dimensiones de los envases destinados a contener los alimentos
que se someten a un proceso de radiacion con electrones acelerados para evitar que el tratamiento no sea
homogéneo y, por tanto, ineficaz.

En el presente trabajo se ha determinado la energia absorbida en diferentes zonas de un envase lleno de
un alimento preparado con ingredientes diversos cuando es irradiado con electrones acelerados. La
informacion obtenida ha permitido obtener ecuaciones para calcular la dosis absorbida por el alimento en
un determinado lugar del envase.

IX.D.1.2 Metodologia

Para la realizacion de este trabajo se utilizo ensaladilla rusa con la siguiente composicion (%): mezcla
precocida de patatas, zanahorias y guisantes (56), mayonesa (25), atin en aceite (6,5), aceitunas en
rodajas (6,25) y huevo cocido picado (6,25), con un pH final de 4,93 y una actividad de agua (a,,) de
0,99. La ensaladilla se envasé asépticamente en recipientes de plastico (polipropileno) tipo troncoconico
de las siguientes dimensiones: diametro de la base 13,5 cm, didametro superior 14,5 cm y altura 15,0 cm.
El espacio de cabeza fue de alrededor de 1 cm. Los envases se cerraron por termosellado de una lamina
de polietileno y una tapa colocada a presion del mismo material que el cuerpo del envase.

El tratamiento de irradiacion se realizdé en una planta de funcionamiento continuo (IONISOS-Iberica,
Tarancon, Cuenca) con electrones generados por un acelerador con una energia nominal (energia cuantica
maxima) de funcionamiento igual o inferior a 10 MeV. Para determinar la radiaciéon absorbida, se
colocaron dosimetros de triacetato de celulosa (ASTM, 2000; E1650-97¢1 Standard practice for use of
cellulose acetate dosimetry systems. Vol. 12.02) que se anclaron (dos en cada lugar elegido) en la
superficie 'y a diferentes profundidades de 1la masa de ensaladilla (figura 1).

Considerando el envase en disposicion vertical, Bapesr de producte
del envase (cm)

14,5 cm

los dosimetros se colocaron a 0 cm (superficie),

3,75 ecm, 7,5 cm y 13,5 cm de profundidad, 3‘;;5 ‘ ?7*' ‘
segiin se muestra en la figura 1. El tratamiento T 1
de los envases se realizd siguiendo cuatro * =

pautas: a) envase en disposicion vertical en la

£
S
<
n
11,0 \Z 1

14,0 S S [N ——

cinta transportadora y aplicando el haz de

135em —

ntal

electrones de arriba abajo; b) Igual colocacion
pero dando dos pases por el generador de
electrones, volteando el envase tras el primero;

w
= s =

Espesor de producto
del envase (cm)
0
35

en Ia disposicién horizos

¢) envase en disposicion horizontal y tratamiento
igual que en a) y d) igual colocacidon que en c)

pero con dos pases por el generador de Figura 1. Dimensiones de los envases y
electrones y volteo tras el primero. Cada distribucion de los dosimetros de triacetato de
modalidad se realizo al menos cinco veces para celulosa (disposicion vertical [ y horizontal
obtener los valores medios de la dosis B) en la masa de ensaladilla rusa para
absorbidas en los distintos puntos elegidos en el determinar la dosis absorbida, a distintas
envase. En todos los casos, las condiciones de profundidades, en los tratamientos con
funcionamiento de las instalaciones se electrones acelerados.

programaron para aplicar 3 kGy.

El analisis estadistico de los datos se realizd con un programa Statgraphics Plus version 5.0.

90



Productos Carnicos Seguros, Nutritivos y Saludables

IX.D.1.3 Resultados y Discusion

Las figura 2 muestra las dosis absorbidas por el alimento en distintos puntos del envase (en posicion
horizontal o vertical) con tratamiento unilateral. Independientemente de la posicion, los resultados fueron
practicamente iguales. La figura 3 muestra los resultados cuando el tratamiento se aplico bilateralmente
(vertical u horizontalmente) con volteo. Al igual que en el tratamiento unilateral, los resultados fueron
similares independientemente de la posicion. En los tratamientos unilaterales (envase en posicion
horizontal y wvertical), la dosis absorbida (kGy) en distintas zonas del envase fue inversamente
proporcional al espesor (cm) del producto expuesto al haz de electrones. Los datos obtenidos han
permitido establecer una ecuacion de prediccion de la dosis absorbida (expresada como porcentaje de la
dosis programada en el acelerador) en distintos niveles del envase (y) en funcién del espesor de producto
(x). La ecuacion derivada de la figura 2, obtenida combinando los resultados de ambas posiciones, fue:

y=-6,0728x + 100,4 (R* = 0,95) (1)

Al combinar los datos procedentes de los tratamientos bilaterales con volteo (en posicion horizontal y
vertical), se obtuvieron igualmente coeficientes de correlacion significativos (p<<0.005) entre las mismas
variables y su relacion se ajustd a la siguiente ecuacion, cuya representacion grafica se muestra en la
figura 3.

y=0,8301 x’— 11,883 x + 116,46 (R* = 0,983) ()

y = -6,07284x + 100,4

p y = 0,8301x2 - 11,883x + 116,46
=095

1 R =0,9833
100 -
80 4

Dosis absorbida
(% de la dosis de ajuste del tratamiento)
3

Dosis absorbida
(% de la dosis de ajuste del tratamiento)

60
20 40
0 . 20 4
0 2 4 6 8 10 12 14 16 0
0 2 4 6 8 10 12 14 16
Espesor de producto envasado (cm)
Espesor de producto envasado (cm)
Figura 2. Dosis absorbida en un tratamiento Figura 3. Dosis absorbida en un tratamiento
unilateral (sin volteo) con electrones bilateral (con volteo) con electrones
acelerados a distintas profundidades en acelerados a distintas profundidades en
envases de ensaladilla rusa dispuestos vertical envases de ensaladilla rusa dispuestos vertical
u horizontalmente u horizontalmente

La figura 4 muestra la dosis absorbida previsible en distintos niveles del envase tratado uni- y
bilateralmente con electrones acelerados. Los dosimetros revelaron que los envases irradiados
bilateralmente (con volteo) absorbieron en su superficie dosis superiores (alrededor del 116 %) a las que
inicialmente se programo el acelerador (p. €j., en este caso, en el que el tratamiento se ajusto a 3 kGy, en
la superficie se absorbieron 3,5 kGy). Logicamente ese exceso de radiacion absorbida procede de la
aplicacion de electrones acelerados en el primer paso del volteo en la primera superficie y del segundo
pase en la superficie opuesta.
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Figura 4. Dosis absorbida (porcentaje de la dosis ajustada) después de un tratamiento unilateral y
bilateral (con volteo) con radiacion beta a distintas profundidades en envases de ensaladilla rusa

Los productos carnicos RTE (y otros alimentos similares) que se han mencionado anteriormente no
presentan problemas de ajuste de la dosis de radiacion para su higienizacion mediante la aplicacion de
electrones acelerados porque, una vez loncheados, se envasan en bolsas cuyo espesor final es inferior a 2-
3 cm y, por tanto, la dosis absorbida en la superficie opuesta a la de incidencia del haz de electrones es,
como han demostrado los dosimetros de control, solo ligeramente inferior (del orden del 95%) a la
programada. El problema se presenta cuando el alimento se comercializa en envases mayores con alturas
superiores a los 5-8 ¢cm en los que, como se ha mostrado en el presente articulo, la dosis absorbida va
disminuyendo progresivamente de forma lineal (figura 2) si el tratamiento se aplica una soéla vez. El
volteo de los envases mejora la eficacia de la radiaciéon pero aun asi la dosis absorbida en el centro
geométrico es inferior a la que incide en la superficie (figura 3). Es necesario, pues, tener en cuenta este
descenso para ajustar las condiciones del tratamiento.

Muchos productos RTE formulados/preparados que contienen trozos/particulas de varios alimentos
(guisos tipicos/tradicionales, arroces, ensaladas, virutas/trocitos de productos curados, etc.) o salsas/purés
(guacamole, tomate, humus, etc.) se comercializan en envases de geometrias diversas (prismatica,
trocopiramidal, troncoconica, cilindrica, etc.) y diferentes capacidades (p. e¢j., entre 0,4 y 1,5 dm’).
Normalmente, la altura de los envase supera los 7-10 cm (tdmese como referencia, por ejemplo, el envase
de yogur que tiene unos 6 cm de altura con una capacidad de unos 0,12 dm®) pudiendo alcanzar hasta mas
de 15 cm. El envase utilizado en este estudio era un tronco de cono de 15 cm y la radiacion del acelerador
se ajusto a 3 kGy. Si se aplica un s6lo pase por el acelerador de electrones la dosis absorbida en el centro
geométrico (7 cm restando 1 cm de espacio de cabeza) sera de acuerdo con la ecuacion (1) de un 57,9%
(es decir, 1,74 kGy) de la absorbida en la superficie (3 kGy) y a 2/3 de distancia desde la superficie de
incidencia del haz de electrones (unos 9 cm) se habra reducido a un 44% (o sea, 1.32 kGy). En cambio, el
volteo permitiria llegar, de acuerdo con la ecuacion (2), hasta una dosis absorbida de un 74% (o sea, 2,22
kGy) en el punto mas distante de ambas superficies, o sea, en el centro geométrico.

De entre las bacteria patogenas vehiculadas por los alimentos, las mas radiorresistentes son Salmonella
Typhimurium, Salmonella Enteritidis y Listeria monocytogenes, a las que, segun diversas fuentes, se les
puede asignar valores tipicos de reduccion decimal (D) de 0,45-0,58 kGy; 0,32-0,50 kGy y 0,38-0,55
kGy, respectivamente. Asumiendo que se necesitan reducciones de 4D para asegurar que se logre el FSO,
se tendria que solo para aquellas cepas que presentaran valores D de 0,44 kGy o inferiores se conseguiria
higienizar el producto hasta el centro geométrico (se requiere 1,74 kGy de energia absorbida) si la
aplicacion se realiza en un unico pase por el acelerador pero, logicamente, el tratamiento seria insuficiente
mas alla de dicho centro para cualquier cepa (incluida la mas radiolabil de S. Enteritidis con un valor de
0,32 kGy) a partir de unos 9 cm de distancia a la superficie. Sin embargo, el volteo (dos pases) mejora la
eficacia considerablemente, porque como el centro geométrico es el punto en el que se absorbe menos
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energia, practicamente se conseguiria el FSO en todo el producto, excepto para las cepas de S.
Typhimurium que presentaran valores D de entre 0,55 y 0,58 kGy, ya que se requieren 2,32 kGy para
reducir la tasa de estas cepas hasta niveles seguros. En productos envasados en recipientes con una altura
de 12 cm o inferior se conseguiria ya el FSO segun predice la ecuacion (2). En cualquier caso, siempre se
podria aumentar la energia del haz de electrones para asegurar que el producto es inocuo porque con 3
kGy se esta irradiando a un 70% por debajo de lo que autorizan (10 kGy) los organismos nacionales e
internacionales competentes, incluido el RD 348/2001.

Con este ejemplo se pretende unicamente mostrar la limitada penetracion de la radiacion de los electrones
acelerados. La optimizacion del proceso completo requiere, ademas, contemplar otras variables, como la
composicion del producto, textura, viscosidad, etc. pero, sin lugar a dudas, una de las mas destacadas es
definir cual es el microorganismo diana que en los alimentos RTE de a,, superior a 0,92 suele ser L.
monocytogenes porque estos alimentos se almacenan bajo refrigeracion y esta bacteria es psicrotrofa y,
por tanto, ademas de reducir su nivel hasta niveles definidos, es necesario tener en cuenta que se
multiplicara durante el almacenamiento con el fin de optimizar al maximo el tratamiento.

IX.D.1.4 Conclusiones.

e La dosis absorbida (kGy) a distinta profundidad por alimentos de elevada humedad (alta a)
preparados con ingredientes diversos tratados unilateralmente con electrones acelerados es
inversamente proporcional al espesor de producto.

e En alimentos de esta naturaleza (heterogéneos) envasados en recipientes de plastico, de longitud
minima superior a unos 4 cm, es necesario realizar un tratamiento bilateral sucesivo, para
conseguir que la dosis absorbida a partir de ese punto supere el 75% de la radiacion aplicada.

e En alimentos envasados en recipientes de altura y base superior, por ejemplo a unos 10 - 12 c¢m,
seria conveniente, ademas del tratamiento bilateral, aumentar la dosis por encima de 3 kGy para
garantizar que la radiacion absorbida en el centro geométrico permita asegurar la higienizacion
del producto.
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Capitulo X. Biocontrol de Listeria monocytogenes'y
mohos productores de micotoxinas en derivados
carnicos curado-madurados

M. A. Asensio, M.J. Andrade, E. Bermtdez, F. Nuiiez, M. Rodriguez, A. Rodriguez, J. Delgado, V.
Bernaldez, L. Sanchez-Montero, B. Peromingo, A. Alia, P. Padilla, M. Alvarez, I. Martin, F. Lobo,
L. Jiménez, J.J. Cordoba

Higiene y Seguridad Alimentaria. Instituto Universitario de Carne y Productos Cdrnicos (IProCar).

Facultad de Veterinaria. Universidad de Extremadura. 10003-Cadceres.

X.1 Desarrollo en investigacion

X.1.1 Introduccion

En los derivados carnicos curado-madurados la adicion de sal y la reduccion del contenido acuoso durante
la etapa de secado-maduracién provoca una disminucién de la actividad de agua (a,) hasta valores por
debajo del limite de crecimiento de la mayoria de los microorganismos patdgenos, lo que hace que sean
productos generalmente reconocidos como seguros desde el punto de vista microbioldgico. Sin embargo,
en este tipo de productos es preocupante la presencia de Listeria monocytogenes y el desarrollo de mohos
toxigénicos durante la etapa de secado-maduracion. L. monocytogenes es una bacteria ampliamente
distribuida en el ambiente de las industrias carnicas, por lo que puede llegar a los derivados carnicos
curado-madurados en las operaciones finales de deshuesado, loncheado y envasado lo que supone un
peligro sanitario. Aunque en general las condiciones de a,, de estos productos no favorecen el desarrollo
de L. monocytogenes, podria incluso producirse multiplicacion de este patogeno durante el
almacenamiento de los productos loncheados en los casos en los que la a,, sea superior a la de su limite de
crecimiento.

En lo que respecta a los mohos que crecen en la superficie de los derivados carnicos curado-madurados,
la mayoria de ellos influyen positivamente en el desarrollo del sabor y del aroma de estos productos
(Martin et al., 2006; Int. J. Food Microbiol. 110, 8-18). Sin embargo pueden encontrarse cepas
toxigénicas capaces de producir micotoxinas durante el tiempo de maduracion (Rodriguez et al., 2012;
Meat Sci. 92, 728-734).

Es necesario pues, desarrollar estrategias de control de L. monocytogenes y mohos toxigénicos en
derivados cérnicos curado-madurados que minimicen los peligros sanitarios de estos patdégenos. Entre
estas estrategias estan la aplicacion de métodos de biocontrol basadas en la combinacion de
modificaciones de condiciones de temperatura y humedad relativa de maduracion y almacenamiento,
junto con la utilizacion de cultivos protectores de microorganismos no patéogenos o de péptidos con
actividad antimicrobiana. La aplicacion de estas estrategias exige evaluar el efecto en la inhibicion de
estos microorganismos patéogenos y ademas conocer como afectan estos tratamientos a la expresion de
factores de virulencia en L. monocytogenes o de produccion de toxinas en los mohos que sobrevivan a sus
efectos.

Los objetivos del Grupo de Higiene y Seguridad Alimentaria de la Universidad de Extremadura son
desarrollar estrategias de biocontrol de L. monocytogenes y mohos toxigénicos en derivados carnicos
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curado-madurados y evaluar el efecto de estos tratamientos sobre la viabilidad de estos patdogenos y sobre
la expresion de genes de virulencia, adaptacion al estrés y produccion de micotoxinas.

X.1.2 Metodologia

X.1.2.1 Biocontrol de L. monocytogenes

Caracterizacion de cepas de L. monocytogenes en industrias de jamoén curado

El estudio de biocontrol se realizd con cepas de L. monocytogenes patréon y aisladas de industrias
carnicas. Las cepas de L. monocytogenes aisladas de superficies de equipos y utensilios en zona de
deshuesado, loncheado y envasado de jamon curado se habian caracterizado previamente a nivel de
serotipos mediante PCR multiple. Con el objetivo de incrementar la rapidez y sensibilidad en el
serotipado se ha disefiado un protocolo de PCR en tiempo real multiple mediante metodologia TagMan.

Efecto de la sal y reduccion de la aw en el crecimiento y expresion de genes de virulenciay de
adaptacion al estrés de L. monocytogenes

Se realizé en medio de carne liofilizada (Rodriguez et al. 2014; Int. J. Food Microbiol. 178, 113—119) en
el que se adicion6 hasta un 4% de NaCl y distintas concentraciones de glicerol para conseguir niveles de
a, con y sin NaCl de 0,96, 0,94 y 0,92. En estas condiciones se evalu6 el crecimiento y expresion de
genes de virulencia (plcA, hly, iap) y de adaptacion al estrés (sigB) de los serotipos mas frecuentes en la
industria carnica (1/2a, 1/2b, 1/2¢ y 4b) a dos temperaturas (7°C y 15°C).

Evaluacion y seleccion de levaduras con accion anti-L. monocytogenes

La evaluacion y seleccion de levaduras aisladas de jamén curado con actividad anti-L. monocytogenes se
realizé en medio de cultivo de jamoén curado y en lonchas de jamon curado a dos diferentes valores de a,,
(0,95 y 0,93) incubadas a 7°C. En todos los casos se inocularon de forma conjunta las levaduras
ensayadas y cada una de las cepas de L. monocytogenes de los serotipos 1/2a, 1/2b, 1/2¢ y 4b.

Evaluacién de hidrolizados proteicos de huevo y lactosuero con accién anti-L.
monocytogenes

Se utilizaron hidrolizados proteicos hipoalergénicos de proteinas de huevo y de lactosuero suministrados
por el Instituto de Investigacion en Ciencias de la Alimentacion (CIAL-CSIC, Madrid). La evaluacion se
realizé en medio elaborado con jamoén liofilizado y en lonchas de jamoén a a,, de 0,95 y 0,93 y a 7°C de
temperatura.

X.1.2.2 Biocontrol de mohos toxigénicos

Efecto de las condiciones ambientales en el crecimiento de mohos toxigénicos y en la
produccion de aflatoxinas (AFs), ocratoxina A (OTA) y acido ciclopiazdénico (ACP)

Se llevé a cabo en medios de cultivo elaborados con 3% de carne, jamén o embutidos previamente
liofilizados, 2 % de agar y la cantidad de glicerol necesaria para alcanzar las a, deseadas. Los
experimentos preliminares se realizaron con 4 cepas productoras de cada micotoxina a distintas
combinaciones de temperatura (25, 20 y 15°C) y de a,, (0,95, 0,90 y 0,85). La extraccion de micotoxinas
se realizd siguiendo los protocolos de Peromingo et al. (2016; Meat Sci. 122, 76-83) para AFs; de
Rodriguez et al. (2015; Int. J. Food. Microbiol. 194, 71-77) para OTA y el protocolo QuEChERS descrito
por Peromingo et al. (2017b; Food Chem. enviado), para ACP. La evaluacion de los diferentes métodos
de extraccion se llevd a cabo realizando ensayos de recuperacion de las diferentes micotoxinas. Las
micotoxinas se detectaron y cuantificaron mediante uHPLC-MS.
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Efecto de agentes de biocontrol con actividad antifiingica en el crecimiento de mohos
toxigénicos y en la produccion de AFs, OTA y ACP

Los agentes de biocontrol aislados de productos carnicos curados utilizados han sido la cepa de
Penicillium chrysogenum RP42C productora de la proteina antifingica PgAFP (Delgado y col., 2015, Int.
J. Food. Microbiol. 205, 23-29), una cepa de Debaryomyces hansenii y las bacterias acidolaticas
Pediococcus acidilactici, Enterococcus faecium y Lactobacillus reuteri. Se realizaron diversos
experimentos utilizando medios de cultivo elaborados con carne y productos carnicos (descritos
anteriormente), asi como lonchas de salchichon y de jamén curado incubados en condiciones de
temperatura y a, habituales durante la maduracion de derivados carnicos curado-madurados.
Posteriormente se llevaron a cabo ensayos en embutidos inoculados con los mohos toxigénicos y con los
diferentes agentes de biocontrol madurados en planta piloto. La deteccion y cuantificacion de micotoxinas
se realizo con los métodos indicados en el apartado anterior.

Efecto de las condiciones ambientales y de los agentes de biocontrol con actividad
antifiingica en la expresion de los genes relacionados con la biosintesis de AFs, OTA y ACP

Se han realizado estudios de la expresion relativa temporal de los genes mas relevantes implicados en la
biosintesis de estas micotoxinas, ofapks y otanps para OTA (Rodriguez et al, 2014; Int. J. Food.
Microbiol. 178, 113-119), afIR, aflS'y aflP para AF (Peromingo et al., 2017d; Food Microbiol. 67, 31-40),
y dmaT, pks-nrps v mfs-1 para ACP (Peromingo et al. 2017a) en las diferentes condiciones ambientales y
en presencia de los agentes de biocontrol. El analisis se ha realizado mediante RT-qPCR.

X.1.3 Resultados y Discusion

X.1.3.1 Desarrollo de método de PCR en tiempo real para el serotipado de L. monocytogenes

Se desarrolld6 un protocolo de PCR multiple para diferenciar los serotipos de L. monocytogenes mas
frecuentemente aislados en industrias carnicas (1/2a, 1/2b, 1/2¢ y 4b) a partir de los genes /mo0737 para
los serotipos 1/2a y 1/2c y ORF2110 para el serotipo 4b (Doumith et al., 2004. J. Clin. Microbiol. 42,
3819-3822), Imo0306 para el serotipo 1/2c (Nho et al., 2015. J. Appl. Microbiol. 119, 845-852) y
gltA/gltB para el serotipo 1/2b (Lei et al., 2001, J. Bacteriol. 183, 1133-1139). El método permite detectar
e identificar de forma sensible y especifica los anteriores serotipos a partir de mezclas de los mismos con
niveles tan bajos como el 10%.

X.1.3.2 Efecto de la sal y reduccién de la ay en el crecimiento y expresion de genes de
virulencia y de adaptacion al estrés de L. monocytogenes

La combinacion de a,, concentracion de sal y temperatura afecta al crecimiento de L. monocytogenes en
medio de jamén. En general a la misma a, el crecimiento es estimulado por la presencia de NaCl,
especialmente a los valores de a,, mas bajos de 0,94 y 0,92 (Figura 1).

Respecto a la expresion génica se produce una mayor expresion de los genes de virulencia plcA, hly e iap
cuando la a, desciende con glicerol en lugar de sal (Alia et al., 2017), simulando condiciones de
reduccion de la a,, con menos sal y un mayor secado. Sin embargo, hay una mayor expresion del gen de
adaptacion al estrés SigB cuando la a, desciende con NaCl (Alia et al. 2017). Este aspecto puede ser de
extraordinaria relevancia en jamon curado loncheado, especialmente ante la tendencia actual a la
reduccion de sal, dado que en los jamones con menos sal se puede estar potenciando la expresion de
genes de virulencia de las cepas de L. monocytogenes que permanezcan vivas, necesitando tratamientos
adicionales para minimizar su desarrollo y la expresion génica.
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Figura 1. Crecimiento de L. monocytogenes en medio de jamon a distintos valores de a,, (0,96, 0,94 y 0,92) con NaCl (Sal),

glicerol (G) y NaCl+glicerol (M). El medio sin sal y glicerol a a,, de 0,98 se utiliz6 como control.

X.1.3.3 Evaluacion y seleccion de levaduras con accidon anti-L. monocytogenes

La mayoria de las levaduras ensayadas no tienen efecto inhibidor sobre L. monocytogenes e incluso
algunas de ellas potencia su desarrollo tanto en medio de jamén como en lonchas de jamoén. No obstante,
4 de las cepas evaluadas de D. hansenii provocan reducciones de alrededor de un ciclo logaritmico de L.
monocytogenes a valores de a,, de 0,95 y 0,93. Esta inhibicidon parece deberse a una competicion por
nutrientes. Las cepas seleccionadas podrian utilizarse como cultivos protectores en tratamientos
combinados con otros métodos de biocontrol en jamén curado loncheado para inhibir el desarrollo de L.
monocytogenes.

X.1.3.4 Evaluacion del efecto anti-L. monocytogenes de hidrolizados proteicos de proteinas
de huevo y lactosuero.

Los hidrolizados de ovomucoide y ovoalmunina con neutrasa y los de lactosuero con pepsina provocan
reducciones de entre 1 y 2 ciclos logaritmicos de L. monocytogenes, destacando la actividad del
hidrolizado de ovomucoide con neutrasa (Figura 2). Este hidrolizado podria ser utilizado en combinacion
con otras estrategias para el control de L. monocytogenes en jamon curado loncheado.
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Figura 2. Efecto del tratamiento con hidrolizados de ovoalbimina y ovomucoide con neutrasa sobre el crecimiento de L.
monocytogenes en un medio de jamén curado.

X.1.3.5 Estudio de la influencia de la ay y la temperatura en el crecimiento de mohos y la
produccion de OTA, AFs y ACP en modelos elaborados a partir de productos carnicos
(carne fresca, jamon curado y salchiché6n).

Se detectaron diferencias significativas entre las 3 a, estudiadas en el crecimiento de todos los mohos
toxigénicos, comprobandose que el crecimiento era menor a medida que disminuia la a,. Aunque en
algunas cepas no hubo diferencias significativas entre los medios de cultivo, en la mayoria de los mohos
se produjo un mayor crecimiento en el medio elaborado con jamén curado o salchichon (Peromingo et al.,
2016; Meat Sci. 122, 76-83; Peromingo et al. 2017a; Int. J. Food. Microbiol. Enviado).

La produccion de AFs y ACP, en general, fue mayor cuanto mayor era la a,, (Figura 3) y en el caso del
ACP estaba influida por la composicion del medio (Peromingo et al., 2016, 2017a). Sin embargo la
produccion de OTA fue mayor cuando las cepas estaban en condiciones de mayor estrés hidrico
(Rodriguez et al., 2015).
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Figura 3. Efecto de la a,, sobre la produccion de aflatoxina B, por Aspergillus parasiticus CECT 2688 y Aspergillus flavus
CBS 573.65 en medio elaborado con carne (A) y en medio elaborado con jamén curado (B) durante 12 dias de incubaciéon

a25°C.
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X.1.3.6 Estudio del efecto de los agentes de biocontrol en los mohos productores de
micotoxinas en modelos elaborados a partir de productos carnicos.

Se ha estudiado el efecto de diversos microorganismos con actividad antifingica (mohos, levaduras y
bacterias acido-lacticas) aislados de productos carnicos curados, sobre el crecimiento de mohos y la
produccion de AF, OTA y CPA en sistemas modelo con medios de cultivo elaborados con carne y
productos carnicos, asi como lonchas de salchichon y de jamon curado y finalmente se llevaron a cabo
ensayos en planta piloto madurando con embutidos. De forma general, en los ensayos en sistemas
modelo, se observo que cuanto menor era la ay, la capacidad inhibitoria de D. hansenii era mayor, ademas
las levaduras fueron capaces de reducir hasta un 26% el crecimiento del moho y se produjo una
disminucion de hasta el 92% de la biosintesis de OTA (Peromingo et al., 2017c; Int. J. Food. Microbiol.
En revision). También se observo que se obtenian mejores resultados cuando se utilizaban conjuntamente
las cepas de D. hansenii y P. chrysogenum (Delgado, 2016. Tesis doctoral). No obstante, en los estudios
preliminares realizados en planta piloto se ha comprobado una mayor reduccion en la produccion de
micotoxinas (90% de OTA y 95% de CPA) en los lotes inoculados solo con P. chrysogenum RP42C que
en los lotes inoculados conjuntamente con los dos agentes de biocontrol, aunque el efecto no es idéntico
en diferentes cepas de la misma especie de moho toxigénico.

Las bacterias acidolaticas, aisladas de embutidos curado-madurados estudiadas, P. acidilactici, E. faecium
y L. reuteri no producen un efecto significativo en la disminucion del crecimiento de los mohos. Sin
embargo algunas de las cepas de E. faecium han sido capaces de reducir los niveles de OTA (Flores,
2017. Trabajo fin de Master) y de ACP (Cebrian, 2017. Trabajo fin de Grado) tras 21 dias de incubacion
(Figura 4) en los medios de cultivos elaborados a partir de productos carnicos. Ademas, la utilizacion
combinada de D. hansenii y E. faecium produce una reduccion mas importante de la produccion de
micotoxinas con respecto al moho control (Cebrian, 2017).
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Figura 4. Efecto de Enterococcus faecium 'y Debaryomyces hansenii sobre el crecimiento (A) y produccion de CPA (B) por

Penicillium griseofulvum CECT 2919 en medio elaborado con salchichén durante 21 dias de incubacién a 15 °C.

X.1.3.7 Estudio del efecto de las condiciones ambientales y de agentes de biocontrol en la
expresion génica y la produccion de OTA, AF y ACP en modelos elaborados a partir de
productos carnicos (carne fresca, jamén curado y salchichdn).

Se han realizado estudios de la expresion relativa temporal de los genes mas relevantes implicados en la
biosintesis de estas micotoxinas, ofapks y otanps para OTA (Rodriguez et al, 2014; Int. J. Food.
Microbiol. 178, 113-119), afIR, aflS'y afIP para AF (Peromingo et al., 2017d; Food Microbiol. 67, 31-40),
y dmaT, pks-nrps y mfs-1 para ACP (Peromingo et al. 2017a), encontrando una alta correlacion con la
produccion de las micotoxinas. Este hecho es muy importante desde el punto de vista de la seguridad
alimentaria, pues permitiria la deteccion y cuantificacioén precoz de mohos toxigénicos viables antes de la
produccion de la micotoxina en las condiciones ecoldgicas relacionadas con el procesado de los productos
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carnicos curados. Esto podria permitir adoptar medidas preventivas y correctoras aplicables en la
industria carnica para evitar la acumulacion de OTA, AF y CPA en los productos carnicos curado-
madurados.

X.1.4 Conclusiones

Estos resultados son prometedores, aunque dado que no se produce una inhibicién total ni de L.
monocytogenes ni de la produccion de micotoxinas con ninguna de las medidas aplicadas
individualmente, seria necesario aplicarlas de forma conjunta. En el caso de L. monocytogenes la
combinacion del descenso de a,, aplicacion de cultivos protectores de levaduras e hidrolizados proteicos
hipoalergénicos seria de gran utilidad para controlar esta bacteria patdogena en jamoén curado loncheado,
evitando el correspondiente peligro sanitario. El método de PCR en tiempo real multiple desarrollado
permite realizar el serotipado de cepas de L. monocytogenes aisladas en la industria carnica, siendo de
gran utilidad para caracterizar fuentes de contaminacion de este patdgeno.

Para inhibir el desarrollo de mohos toxigénicos y la produccion de micotoxinas, puede ser efectiva la
combinacion de la utilizacion de mohos no toxigénicos, levaduras y bacterias lacticas en un cultivo
protector mixto, junto con el uso de condiciones ambientales mas adecuadas para favorecer el desarrollo
de estos microorganismos frente a los mohos toxigénicos.

X.1.5 Financiacion

Estos trabajos han sido financiados por el Ministerio de Economia y Competitividad, Instituto Nacional
de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA), la Junta de Extremadura y el FEDER
(AGL2013-45729-P, AGL2016-80209-P, INIA- RTA-2013-00070-C03-03, 1B16149, I1B16045,
GR15108). B. Peromingo es beneficiaria de una beca predoctoral (BES-2014-069484), A. Alia es
beneficiario de un beca predoctoral de la Junta de Extremadura (PD16023) P. Padilla de una ayuda del
Sistema Nacional de Garantia Juvenil (PEJ2014-P-0057) y la Dra A. Rodriguez de un contrato de
investigacion Juan de la Cierva-Incorporacion (IJCI-2014-20666), del Ministerio de Economia y
Competitividad. F. Lobo esta contratado con financiacion de Banco Santander-UEx. Apoyo técnico
proporcionado por el Servicio de Innovacion y Analisis de Productos Alimenticios de Origen Animal de
SAIUExX (financiado por la UEX, Junta de Extremadura, MICINN, FEDER y FSE).
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Lozano-Ojalvo, D., Rodriguez, A., Cordero, M., Bernaldez, V., Reyes-Prieto, M., Coérdoba, J.J. 2015.
Characterisation of spoilage mould responsible for black spots in dry-cured fermented sausages. Meat
Science, 100, 283-290.

Medina, A., Akbar, A., Baazeem, A., Rodriguez, A., Magan, N. 2017. Climate change, food security and
mycotoxins: do we know enough? Fungal Biology Reviews, 31, 143-154.

Medina, A., Gilbert, M.K., Mack, B.M., Obrian, G., Rodriguez, A., Bhatnagar, D., Payne, G., Magan, N.
2017. Interactions between water activity and temperature on the Aspergillus flavus transcriptome and
aflatoxin B, production. International Journal of Food Microbiology, 256, 36-44.

Medina, A., Mohale, S., Rodriguez-Sixtos, A., Samsundin, N., Rodriguez, A., Magan, N. 2017.
Biocontrol of mycotoxins: dynamics and mechanisms of action. Current Opinion in Food Science, en
prensa.

Medina, A., Rodriguez, A., Magan, N. 2015. Climate change and mycotoxigenic fungi: impacts on
mycotoxin production. Current Opinion in Food Science, 5, 99-104.
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Medina, A., Rodriguez, A., Sultan, Y., Magan, N. 2015. Climate change factors and A. flavus: effects on
gene expression, growth and aflatoxin production. World Mycotoxin Journal, 8, 171-179.

Nuiez, F., Lara, M.S., Peromingo, B., Delgado, J., Sinchez-Montero, L., Andrade, M.J. 2015. Selection
and evaluation of Debaryomyces hansenii isolates as potential bioprotective agents against toxigenic
penicillia in dry-fermented sausages. Food Microbiology, 46, 114-120.

Peromingo, B., Nufiez, F., Rodriguez, A., Alia, A., Andrade, M.J. 2017c. Potential of yeasts isolated from
dry-cured ham to control ochratoxin A production in meat models. International Journal of Food
Microbiology. En revision.

Peromingo, B., Rodriguez, A., Bernaldez, V., Delgado, J., Rodriguez, M. 2016. Effect of temperature and
water activity on growth and aflatoxin production by Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus on
cured meat model systems. Meat Science, 122, 76-83.

Peromingo, B., Rodriguez, A., Delgado, J., Cérdoba, J.J., Rodriguez, M. 2017a; Relationship between
cyclopiazonic acid production and gene expression in Penicillium griseofulvum under different
environmental conditions in dry-cured ham. International Journal of Food Microbiology. Enviado.

Peromingo, B., Rodriguez, M., Delgado, J., Andrade, M.J., Rodriguez, A. 2017d. Gene expression as a
good indicator of aflatoxin contamination in dry-cured ham. Food Microbiology, 67, 31-40.

Peromingo, B., Rodriguez, M., Nufiez, F., Silva, A., Rodriguez, A. 2017b. Sensitive determination of
cyclopiazonic acid in dry-cured ham using a QUEChERS method and uHPLC-MS/MS. Food Chem.
Enviado.

Rodriguez, A., Bernaldez, V., Rodriguez, M., Andrade, M.J., Nuiiez, F., Cérdoba, J.J. 2015. Effect of
selected protective cultures on ochratoxin A accumulation in dry-cured Iberian ham during its ripening
process. LWT - Food Science and Technology, 60, 923-928.

Rodriguez, A., Capela, D., Medina, A., Coérdoba, J.J., Magan, N. 2015. Relationship between
ecophysiological factors, growth and ochratoxin A contamination of dry-cured sausage based matrices.
International Journal of Food Microbiology, 194, 71-77.

Rodriguez, A., Gordillo, R., Andrade, M.J., Cérdoba, J.J., Rodriguez, M. 2016. Development of an
efficient real-time PCR assay to quantify enterotoxin-producing staphylococci in meat products. Food
Control, 60, 302-308.

Rodriguez, A., Magan, N., Medina, A. 2016. Evaluation of the risk of fungal spoilage when substituting
sucrose with commercial purified Stevia glycosides in sweetened bakery products. International Journal
of Food Microbiology, 231, 42-47.

Rodriguez, A., Medina, A., Cérdoba, J.J., Magan, N. 2016. Development of a HOG-based real-time PCR
method to detect stress response changes in mycotoxigenic moulds. Food Microbiology, 57, 109-115.
Rodriguez, A., Rodriguez, M., Andrade, M.J., Cérdoba, J.J. 2015. Detection of filamentous fungi in
foods. Current Opinion in Food Science, 5, 36-42.

Samsudin, N.L.P., Rodriguez, A., Medina, A., Magan, N. 2017. Efficacy of fungal and bacterial
antagonists for controlling growth, FUMI gene expression and fumonisin B; production by Fusarium
verticillioides on maize cobs of different ripening stages. International Journal of Food Microbiology,
246, 72-79.

Vipotnik, Z., Rodriguez, A., Rodrigues, P. 2017. Aspergillus westerdijkiae as a major ochratoxin A risk in
dry-cured ham based-media. International Journal of Food Microbiology, 244, 241-251.
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X.2.2 Tesis Doctorales dirigidas

Control de mohos toxigénicos mediante la proteina PgAFP. Influencia en el metabolismo, proteoma y
sintesis de micotoxinas. Josué Delgado Peron. Universidad de Extremadura. Departamento de Produccion
Animal y Ciencia de los Alimentos. 2016. Apto Cum Laude por unanimidad.

Desarrollo de métodos de PCR en tiempo real de transcripcion inversa para la cuantificacion de mohos.
M? Victoria Bernaldez Rey. Facultad de Veterinaria, Universidad de Extremadura. 2017. Apto Cum
Laude.

X.2.3 Libros/capitulos de libros

Andrade, M.J., Rodriguez, M., Cordoba, J.J., Rodriguez, A. 2017. Targeting other mycotoxin biosynthetic
genes. En Mycotoxigenic fungi: Methods and Protocols, 1542. pp. 215-235. Springer Science+Business
Media LLC. Nueva York; EEUU. 1.S.B.N. 978-1-4939-6707-0

Andrade, M.J., Rodriguez, M., Rodriguez, A., Cordoba, J.J. 2017. Candida. En Laboratory Models for
Foodborne Infections. Capitulo 32. Pp. 497-510. Ed.: CRC Press. Boca Raton, FL, USA. I.S.B.N. 978-1-
4987-2167-7.

Bermudez, E., Nuiez, F., Delgado, J., Asensio, M.A. 2016. Penicillium and Talaromyces. En Laboratory
models for foodborne infections. Don Liu (Ed.) Taylor and Francis, CRC Press (2016). ISBN: 978-1-
4987-2167-7.

Delgado, J., Asensio, M.A. y Nuiiez, F. 2017. Chapter 89. Ochratoxins. En Handbook of Foodborne
Diseases. Don Liu (Ed.) CRC Press, Boca Raton, USA. ISBN: 1138036307.

Medina, A., Rodriguez, A., Magan, N. 2015. Changes in environmental factors driven by climate change:
effects on the ecophysiology of mycotoxigenic fungi. En Climate Change and Mycotoxins. Paginas 71-
90. De Gruyter. I.S.B.N. 978-3-11-033361-9.

Rodriguez, A., Andrade, M.J., Rodriguez, M., Cérdoba, J.J. 2015. Detection of mycotoxin-producing
moulds and mycotoxins in foods. En Microbial Food Safety and Preservation Techniques Chapter 11.
Pages: 191-213. CRC Press. Boca Raton, FL, USA. [.S.B.N. 978-1-4665-9306-0.

Rodriguez, A., Cérdoba, J.J., Rodriguez, M., Andrade, M.J. 2017. Multiplex detection of toxigenic
Penicillium species. En Mycotoxigenic fungi. Methods and protocols. Paginas 293-309. Springer
Science+Business Media, Nueva York; EEUU. I.S.B.N. 978-1-4939-6707-0

Rodriguez, A., Cérdoba, J.J., Rodriguez, M., Andrade, M.J. 2017. Multiplex detection of toxigenic
Penicillium species. En Mycotoxigenic fungi: Methods and Protocols. Volumen 1542, pp. 293-309. Ed.:
Springer Science+Business Media LLC.

Rodriguez, A., Patriarca, A., Rodriguez, M., Andrade, M.J., Cordoba, J.J. 2017. Alternaria. En
Laboratory Models for Foodborne Infections. Chapter 30. Pp. 441-454. Ed.: CRC Press. Boca Raton, FL,
USA. I.S.B.N. 978-1-4987-2167-7.

Rodriguez, A., Rodriguez, M., Cérdoba, J.J., Andrade, M.J. 2015. Design of primers and probes for
quantitative real-time PCR methods. En PCR Primer Design, Methods in Molecular Biology, 1275, pp.
31-56. Ed.: Springer Science+Business Media, New York. [.S.B.N. 978-1-4939-2365-6.

Rodriguez, A., Rodriguez, M., Herrera, M., Arifio, A., Cordoba, J.J. 2015. T-2, HT-2 and
diacetoxyscirpenol toxins from Fusarium. En Manual of Security Sensitive Microbes and Toxins. Chapter
47. Pages: 545-557. Ed: Taylor and Francis.
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Rodriguez, M., Rodriguez, A., Andrade, M.J., Bermtidez, E., Cordoba, J.J. 2017. Staphylococcus. En
Laboratory Models for Foodborne Infections. Pp. 209-221. Ed.: CRC Press. Boca Raton, FL, USA.
I.S.B.N. 978-1-4987-2167-7.

X.3 Congresos, Jornadas y Reuniones

X.3.1 Ponencias invitadas

Ponente: Juan J. Cordoba

Ponencia: Uso de cultivos protectores en productos carnicos
Congreso/Jornada/Reunion: XX Congreso Nacional de Microbiologia de los Alimentos
Lugar y fecha: Ledn, 2016

Ponente: Alicia Rodriguez

Ponencia: Biocontrol de mohos productores de ocratoxina A (OTA) en derivados carnicos curado-
madurados: soluciones a la exportacion a paises con limite de contenido en OTA
Congreso/Jornada/Reunion: Jornada ANICE — PROCARSE sobre “Seguridad Microbioldgica e Higiene
de los Productos Carnicos

Lugar y fecha: Madrid, 2016

Ponente: Miguel Angel Asensio

Ponencia: Control de acaros en derivados carnicos curado-madurados

Congreso/Jornada/Reunion: Jornada ANICE — PROCARSE sobre “Seguridad Microbioldgica e Higiene
de los Productos Carnicos

Lugar y fecha: Madrid, 2016

Ponente: Josué Delgado

Ponencia: Estrategias de control para mohos toxigénicos durante la maduracion del jamon.
Congreso/Jornada/Reunién: IX Congreso Mundial del Jamoén Curado

Lugar y fecha: Toledo, 2017

X.3.2 Actividades

Organizacion de a reunion final de la Red CONSOLIDER PROCARSE. Caceres, 4-5 de octubre de 2017.
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Capitulo XI. Control de Listeria monocytogenes en la
industria carnica

M.C. Rota, M. Labrador, C., Escolar, C., S. Bayarri, P., Conchello, P., Ariiio, A., Yangiiela, J. y A.
Herrera

Nutricion y Bromatologia. Instituto Agroalimentario de Aragon - IA2 (Universidad de Zaragoza-

CITA). Facultad de Veterinaria. 50013-Zaragoza.

XI.1 Desarrollos en investigacion

XI1.1.1 Introduccion

Listeria monocytogenes es un patdgeno alimentario con alta tasa de mortalidad en paises desarrollados,
siendo los alimentos RTE los de mayor riesgo, como los productos carnicos. Su ubicuidad, caracter
psicrotrofo y su capacidad de formacion de biofilm, le permite sobrevivir en condiciones ambientales
adversas y persistir en superficies de la industria alimentaria, contaminar los alimentos durante el
procesado y multiplicarse durante su vida util. Para garantizar su control y reducir el riesgo de listeriosis,
este patogeno debe ser detectado y cuantificado de forma eficaz, por lo que la industria carnica precisa
métodos rapidos, sencillos y precisos. La caracterizacion genética de las cepas de L. monocytogenes,
aisladas del proceso de fabricacion de productos carnicos, permite conocer los nichos donde se alberga y
poder actuar para su eliminacion. Por otro lado, el estudio de determinantes genéticos de resistencia a
antibidticos (RAM) en cepas de Listeria spp. de este origen contribuye a conocer la transmision de este
riesgo emergente a través de la cadena alimentaria.

XI.1.2 Metodologia

Puesta punto y aplicacion de la Impedancimetria para la deteccion de L. monocytogenes en la
industria carnica. Para la puesta a punto del método se siguieron las directrices ISO 16140:2003. El
Nivel de Deteccion Relativo (LOD50) se realizé inoculando experimentalmente muestras de jamon
curado con 3 niveles de contaminacion, deteccion del patdogeno mediante los métodos de referencia
EN/ISO 11290-1 e impedancimetria (BacTrac 4300, Sy-Lab) e identificacion en los medios OCLA,
RAPID’L.mono y kit RiboFlow Listeria Twin. Los resultados se analizaron con el test de Spearman-
Karber (AOAC, 2006). La sensibilidad, especificidad y eficacia relativa, se estudié mediante el analisis
de muestras de jamoén curado (n=93) inoculadas con L. monocytogenes, mezcla de las especies L.
monocytogenes, L. innocua y L. welshimeri y sin contaminar, por ambos métodos. La inclusividad y
exclusividad se estudid en cultivo puro con cepas L. monocytogenes (n=6), L. innocua (n=3), L.
welshimeri (n=1), y Enterococcus durans (n=1). Posteriormente, se aplico el método de la Impedancia al
analisis de muestras comerciales de jamon curado (n=190 /33 lotes de fabricacion) siendo las muestras
positivas confirmadas por PCR a tiempo real (kit iQ-Check Listeria monocytogenes 11; Bio-Rad) y al
analisis de superficies (n=284 /zona de deshuesado y loncheado) tomadas antes y después de la limpieza y
desinfeccion, en diferentes dias y épocas del afio. La toma de muestras se realizé siguiendo las directrices
ISO 18593:2013 y la guia del Laboratorio de Referencia de la UE de L. monocytogenes.
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Puesta a punto y aplicacion de un método qPCR a tiempo real para la cuantificacion de L.
monocytogenes en productos carnicos. Se optimizaron los componentes y condiciones de amplificacion
de la PCR en cultivo puro de L. monocytogenes CECT 934 y con estas condiciones, se analizaron
muestras de jamén (n=30) contaminadas experimentalmente (rango 10’ a 10' ufc/g) mediante PCR a
tiempo real y método de referencia EN/ISO 11290-2. Las muestras analizadas por qPCR fueron
sometidas a un pretratamiento mediante un proceso de lisis de matriz, el ADN se extrajo con el kit
DNeasy Blood and Tissue-Qiagen, y se amplifico el gen codificante de la listeriolicina O (hlyA)
utilizando sonda TagMan con un fluoréforo FAM y un Black Hole Quencher (Nogva et al., 2000; App!
Environ Microb, 66:4266-4271). Se elabord la curva de calibracion representando la media del ciclo de
amplificacion (Cq) frente a los recuentos (ulog ufc/g) y se evaluo la linealidad, eficiencia, precision y
limites de deteccion y cuantificacion del método qPCR. Para determinar la eficacia relativa del método
alternativo se analizaron muestras de jamon contaminadas (n=60) por ambos métodos. Se analizaron
productos carnicos RTE comerciales (n=39) para detectar la presencia de L. monocytogenes, mediante
PCR a tiempo real y en las muestras positivas, se cuantifico el patdogeno mediante el método PCR a
tiempo real desarrollado y el de referencia.

Caracterizacion genética y antibiorresistencias de cepas de Listeria spp de origen carnico. Los
serotipos de cepas de L. monocytogenes aisladas de productos y superficies de la industria carnica (n=92)
se han analizado por PCR multiplex (Laboratorio de Referencia de la UE de L. monocytogenes ANSES),
los pulsotipos por Electroforesis en Gel de Campo Pulsado y los perfiles MLST-Multilocus Sequence
Typing y MVLST (Multi-Virulence-Locus Sequence se realizan en el Dpto de Seguridad Alimentaria de la
Universidad Ludwig-Maximilians de Munich (estancia predoctoral Miriam Labrador). Los perfiles
obtenidos seran comparados con la base del Instituto Pasteur de Francia. También se ha estudiado el
fenotipo y genotipo de RAM de cepas de L. monocytogenes (n=7) y L. innocua (n=43) aisladas de
alimentos de origen animal. El test de sensibilidad antimicrobiana se realiz6 frente a 9 antibidticos
(ampicilina, ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina, gentamicina, penicilina, rifampicina, tetraciclina y
vancomicina) y los determinantes genéticos tet M, tet L, mef A, msr A, erm A, erm B, Inu A, y Inu B se
determinaron mediante PCR a tiempo real, en condiciones optimizadas previamente para cada gen.

XI.1.3 Resultados y Discusion

Puesta a punto y aplicacion del método de Impedancimetria. La especificidad, sensibilidad y eficacia
relativa con identificacion en OCLA y RAPID’L.mono fue del 100%, el nivel deteccion relativa y el
LODS50 fue similar al obtenido por el método de referencia, lo que demuestra su utilizacién como técnica
alternativa. La inclusividad y exclusividad de la metodologia no mostrd interferencias en la deteccion de
la especie patdgena. Se detectd L. monocytogenes en 2 muestras (1,05%), con amplificacion del gen hlyA,
en ambas muestras, por lo que se confirmé la presencia del patdgeno; el recuento estuvo por debajo del
limite de deteccion de la técnica. De las 284 muestras de superficies se detectd Listeria spp. en casi el
35%, mientras que la deteccion de la especie patogena fue de cerca del 10%. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre la zona de deshuesado y loncheado, siendo la primera de mayor
contaminacion atribuible al disefio de los equipos y cintas. Las superficies limpias de deshuesado
presentaron mas riesgo de contaminacion que las superficies limpias de loncheado.

1.3.2. Puesta a punto y aplicacion de un método PCR a tiempo real para la cuantificacion de L.
monocytogenes en productos carnicos. Los resultados obtenidos mostraron un buen coeficiente de
determinacion y excelente eficiencia de la reaccion PCR. La precision del método fue demostrada por los
coeficientes de variacion intraensayo e interensayo y la desviacion estandar por debajo de 0,25xlog
copias/g, valor maximo permitido para la variabilidad analitica. Los limites de deteccion y cuantificacion
estuvieron por debajo de 100 ufc/g menos de 10 copias del gen hlyA/ reaccion, respectivamente. Se ha
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demostrado una muy buena correlacion entre el método alternativo y el de referencia. En los productos
carnicos RTE comerciales, L. monocytogenes fue detectada en 7 muestras (18%) y una fue cuantificada
mediante el método PCR a tiempo real (< 100 ufc/g).

1.3.3. Caracterizacion genética y antibiorresistencias en cepas de Listeria spp de origen carnico

La prevalencia de los serotipos de la cepas de L. monocytogenes de origen carnico analizadas fueron de
mayor a menor proporcion: 1/2a , 1/2b, 1/2c y 4b . El serotipo predominante en productos y superficies
fue el 1/2a, mientras que el 4b sélo se detectd en productos carnicos. La prevalencia de multirresistencia
fue del 54% de las cepas: 27 Listeria spp y 4 L. monocytogenes. La resistencia a clindamicina fue la mas
frecuente (90%), seguido de tetraciclina (30%) and ciprofloxacina (26%). El gen Tet M fue detectado en
cepas con sensibilidad reducida a tetraciclina en L. innocua y L. monocytogenes, por lo que ambas
especies presentan resistencia adquirida.

X1.1.4 Conclusiones

1) La impedancimetria con identificacion en ALOA y RAPID L mono, se presenta como un método de
deteccion de L. monocytogenes en productos carnicos, rapido, sencillo y que permite el analisis
simultaneo de un elevado numero de muestras. Ventajas de gran interés para su uso en la industria dentro
de la verificacion de su plan de autocontrol.

2) La técnica g-PCR desarrollada se presenta como una herramienta rapida, sencilla, precisa y sensible
para la cuantificacion de L. monocytogenes en productos carnicos. El pretratamiento de las muestras
ensayado ha reducido el limite de cuantificacion, hecho que permite garantizar el cumplimiento del
criterio microbioldgico establecido en la UE

3) La caracterizacion genética de cepas de L. monocytogenes de origen carnico permite conocer los
diferentes subtipos moleculares en la industria y por trazabilidad identificar los nichos ecoldgicos y poder
adoptar medidas eficaces para su control; ademas de contribuir al estudio epidemioloégico de este
patogeno en la cadena alimentaria.

4) La presencia de genes de RAM en L. innocua y L. monocytogenes indica la trasferencia de éstos de
bacterias comensales a patdgenas en la cadena alimentaria; ademas, la RAM en L. monocytogenes podria
comprometer el tratamiento de las listeriosis humana.

XI.1.5 Financiacion

Titulo del proyecto: Analisis y evaluacion de la seguridad alimentaria
Entidad financiadora: Gobierno de Aragéon- Fondo Social Europeo (A01)
Duracién desde: 01.01.2014 hasta: 31.12.2016

Investigador principal: Agustin Arifilo Moneva

Titulo del proyecto: Evaluacion y control del riesgo de Toxoplasma gondii en jamoén y desarrollo de
métodos rapidos para el analisis de Listeria monocytogenes

Entidad financiadora: Ministerio de Economia y Competitividad — Fondo Europeo de Desarrollo
Regional (Proyecto INNPACTO IPT-2012-0189-060000)

Duracion desde: 01.01.2013 hasta: 31.12.2015

Investigador principal: Susana Bayarri Fernandez
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Titulo del proyecto: Sistema de Electroforesis en Campo Pulsante CHEF-DR 111
Entidad financiadora: Gobierno de Aragon. Infraestructura de Investigacion/Universidad de Zaragoza
Duracién desde: 01.09.2017

Investigador principal: Instituto Agroalimentario de Aragon (Director Rafael Pagan)

XI1.2 Produccion cientifica

X1.2.1 Articulos en revistas cientificas:

Gomez, D., [guécel L, Rota, M. C, Carraminana, J J, Arifio, A. and Yangiiela, J. (2015). Occurrence of
Listeria monocytogenes in Ready-to-Eat Meat Products and Meat Processing Plants in Spain. Foods 4:
271-282.

Escolar,C., Gomez, D., Rota M.C., Conchello, P. and Herrera, A. (2017). Antimicrobial Resistance
Profiles of Listeria monocytogenes and Listeria innocua isolated from ready-to-eat products of animal
origen in Spain. Foodborne Pathogens and Disease,14 (6): 357-363.

Labrador, M., Rota, M.C., Pérez-Arquillué, C., Herrera A., Bayarri, S. (2017). Evaluation of Impedance
method for rapid detection of Listeria monocytogenes in dry cured ham. Journal of Food Protection
(enviado para su publicacion JFP-17-380)

XI1.2.2 Tesis Doctorales dirigidas

Titulo: Eficacia de la aplicacion de medidas de control de Listeria monocytogenes en industrias carnicas
elaboradas de productos listos para el consumo (LPC)

Doctorando: Espafiol Pueyo, Miguel Antonio

Directores: Dr. Javier Yangiiela Martinez y Dr. Guillermo Cubero Martin
Facultad y Universidad: Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza
Afno: fecha prevista lectura noviembre de 2017

Calificacion: pendiente

Titulo: Desarrollo de métodos rapidos para el analisis de Listeria monocytogenes y su aplicacion al
proceso de evaluacion del riesgo en la industria carnica.

Doctorando: Labrador Bernad, Mirian

Directores: Dra. M* Carmen Rota Garcia y Dra. Susana Bayarri Fernandez
Facultad y Universidad: Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza
Afo: fecha prevista lectura diciembre de 2018

Calificacion: pendiente

Titulo: Anélisis y evaluacion de resistencia antimicrobianas asociadas a microorganismos aislados de
alimentos de origen animal mediante técnicas de biologia molecular

Doctorando: Escolar Mifiana, Cristina
Directores: Dr. Antonio Herrera Marteache y Dra. M # Carmen Rota Garcia

Facultad y Universidad: Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza
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Afno: fecha prevista lectura marzo de 2019

Calificacion: pendiente

XI.3 Congresos, Jornadas y Reuniones

X1.3.1 Ponencias invitadas

Ponente: Susana Bayarri Ferndndez

Ponencia: Evaluacion y control del riesgo de Toxoplasma gondii en jamén curado y desarrollo de
métodos rapidos para el analisis de Listeria monocytogenes

Congreso / Jornada / Reunion: Jornada: Jornadas cientificas ATECTA “Innovacién: la herramienta del
futuro agroalimentario”

Lugar y fecha: Facultad de Veterinaria. Zaragoza 14 de Mayo de 2015.

Ponente: M* Carmen Rota Garcia

Ponencia: Estudios de investigacion para la deteccion y control de Listeria monocytogenes en la Industria
Alimentaria

Congreso / Jornada / Reunion: Jornada: Listeria y biofilm: un gran reto en la industria alimentaria

Lugar y fecha: Zaragoza 10 de Noviembre de 2016.
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Capitulo XII. Evaluacion y control del riesgo de
Toxoplasma gondii en jamon

S. Bayarri, Gracia, MJ., Pérez-Arquillué, C., Lazaro, R., Herrera, A., Herrero, L., y Nieto, P.

Nutricion y Bromatologia. . Instituto Agroalimentario de Aragon - 142 (Universidad de Zaragoza-

CITA). Facultad de Veterinaria. 50013-Zaragoza.

XII.1 Desarrollos en investigacion

XII.1.1 Introduccion

Toxoplasma gondii es el agente responsable de la toxoplasmosis, enfermedad zoonoética parasitaria con
mayor incidencia en los seres humanos. De entre los principales patdgenos de transmision alimentaria, 7.
gondii se sitiia en segundo lugar en cuanto al nimero de muertes anuales que provoca (Scallan y col.,
2011, Emerging Infections Diseases 17: 7-15). A pesar de ello, en la UE esta considerada como una
enfermedad subestimada tanto en su detecciéon como en su comunicacion (EFSA, 2007). La principal via
de trasmision es por ingestion de carne cruda o poco cocinada procedente de animales infectados, si bien,
estudios epidemioldgicos sefialan el consumo de productos carnicos curados como factor de riesgo. Por
ello, los estudios cientificos acerca de la seroprevalencia en porcino, prevalencia en carne de cerdo y
efecto del tratamiento de curado aporta datos de interés para evaluar este riesgo y permite aportar medidas
eficaces en la industria para su control.

XII.1.2 Metodologia

Se ha estudiado 7. gondii en el proceso integral de elaboracion de jamon curado: produccion primaria,
matadero y en la industria de elaboracion de jamoén. En produccion primaria se han analizado los factores
de riesgo asociados con 7. gondii en explotaciones porcinas de Aragdn, relacionandolos con la
seropositividad en animales vivos. Se realizd un estudio epidemiologico en 161 granjas de produccion
intensiva, y se analizaron muestras de suero de 1200 cerdos procedentes de 60 explotaciones mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFT). En matadero, se ha analizado la presencia de quistes infectantes de 7.
gondii en carne fresca (perniles y oOrganos diana) procedente de animales de diferentes titulaciones
serologicas. La metodologia de analisis utilizada ha sido el bioensayo en raton, que es el método de
referencia que permite confirmar la viabilidad de 7. gondii en tejidos. En esta etapa, ademas de evaluar el
riesgo en la materia prima, el objetivo ha sido relacionar la seropositividad porcina con la presencia del
parasito con capacidad infectiva en carne. Por ultimo, se ha analizado la presencia de quistes infectantes
de T. gondii en jamones curados durante 9 y 12 meses, elaborados a partir de perniles procedentes de los
animales seropositivos seleccionados.

En el momento actual, nuestras investigaciones se centran en la evaluacion de metodologias para el
analisis de 7. gondii en la industria carnica porcina, tanto en animales vivos (serologia) como en carne, en
el analisis de 7. gondii en jamon y otros productos carnicos curados listos para el consumo con datos de
trazabilidad, en la evaluacion del efecto del tratamiento tecnologico de curado del jamon utilizando
perniles de cerdos infectados experimentalmente con 7. gondii; en la distribucion de 7. gondii en tejidos
porcinos, y en aportar datos sobre la prevalencia de T. gondii en porcino en Espaiia.
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XII.1.3 Resultados y Discusion

La seroprevalencia fue del 24,5% y el 96,7% de las granjas presentaron animales positivos, lo que indica
una amplia exposicion al parasito. Los factores de riesgo fueron la presencia de gatos en las granjas o
alrededor de ellas, la presencia de perros en las instalaciones, el bajo niimero de animales en las
explotaciones, la mala higiene y el mal mantenimiento de las granjas. Ademas, se observo que cuando se
utilizaban cebos para roedores, la prevalencia de Toxoplasma era menor. Mediante bioensayo en raton, se
detectd la presencia de 7. gondii en el 73,7% de los animales seropositivos analizados, confirmando su
viabilidad en el 42,1%. Se observd una relacion significativa entre los titulos serologicos y la presencia y
viabilidad de T. gondii en los tejidos porcinos, con una mayor probabilidad de detectar formas viables del
parasito en tejidos de cerdos con titulos mayores o iguales a 1: 80. El proceso tecnoldgico de curado
afectd a la viabilidad de T. gondii, observandose diferencias estadisticamente significativas entre jamones
frescos y curados (p <0,001), y siendo mas eficaz un tiempo de curado mayor (12 meses). Sin embargo,
este periodo de curado resulté en una reduccion pero no en una eliminacion completa del riesgo.

XI1.1.4 Conclusiones

1) Conocer los factores de riesgo en granja permite establecer medidas correctoras con el fin conseguir
disminuir la seroprevalencia, llegar a obtener granjas libres de toxoplasma y obtener carnes con menor
riesgo

2) La correlacion entre los titulos serologicos y la presencia del parasito en tejidos frescos hace que la
serologia en porcino sea una herramienta muy util para predecir la presencia del parasitos en carne.

3) La relacion entre organos diana y tejidos frescos permite recomendar el analisis de éstos como
herramienta de control de 7. gondii en jamén curado

XI1.1.5 Financiacion

Titulo del proyecto: Evaluacion y control del riesgo de Toxoplasma gondii en jamén y desarrollo de
métodos rapidos para el analisis de Listeria monocytogenes

Entidad financiadora: Ministerio de Economia y Competitividad — Fondo Europeo de Desarrollo
Regional (Proyecto INNPACTO IPT-2012-0189-060000)

Duracion desde: 01.01.2013 hasta: 31.12.2015

Investigador principal: Susana Bayarri Fernandez

Titulo del proyecto: Evaluacion del riesgo de Toxoplasma gondii en la industria de elaboracion de
jamon y otros productos curados

Entidad financiadora: Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria INIA —
Fondo Europeo de Desarrollo Regional (RTA2014-00024-C04-02)

Duracion: 3 afios Desde: 17-9-2015 hasta: 16-9-2018

Investigador principal: Susana Bayarri Fernandez
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XII.2 Produccion cientifica

XII1.2.1 Articulos en revistas cientificas:

Herrero, L.; Gracia, M.J.; Perez Arquillu¢, C.; Lazaro, R.; Herrera, M.; Herrera, A.; Bayarri, S. (2016).
Toxoplasma gondii: Pig seroprevalence, associated risk factors and viability in fresh pork meat.
Veterinary Parasitology 224: 52-59.

Herrero, L., Gracia, M.J., Pérez-Arquillué, C., Lazaro, R., Herrera, A. and Bayarri, S. (2017). Toxoplasma
gondii in raw and dry-cured ham: the influence of the curing process. Food Microbiology 65: 213-220.

XIIL.2.2 Tesis Doctorales dirigidas

Titulo: Evaluacion y control del riesgo de Toxoplasma gondii en el proceso integral de elaboracion del
jamoén curado

Doctorando: Herrero Querol, Laura

Directores: Dra. Susana Bayarri Fernandez y Dra. M® Jesus Gracia Salinas
Facultad y Universidad: Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza
Ano: fecha prevista lectura diciembre de 2017

Calificacion: pendiente

Titulo: Toxoplasma gondii en la industria de elaboracion de productos curados. Evaluacion de métodos de
deteccion y su aplicacion al proceso de evaluacion y control del riesgo

Doctorando: Paula Nieto Bressel

Directores: Dra. Susana Bayarri Fernandez y Dra. M* Jesus Gracia Salinas
Facultad y Universidad: Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza
Afo: fecha prevista lectura diciembre de 2018

Calificacion: pendiente

XII.3 Congresos, Jornadas y Reuniones

XI1.3.1 Ponencias invitadas

Ponente: Susana Bayarri Fernandez

Ponencia: Evaluacion y control del riesgo de Toxoplasma gondii en jamén curado y desarrollo de
métodos rapidos para el analisis de Listeria monocytogenes

Congreso / Jornada / Reunion: Jornada: Jornadas cientificas ATECTA “Innovacion: la herramienta del
futuro agroalimentario”

Lugar y fecha: Facultad de Veterinaria. Zaragoza 14 de Mayo de 2015.

Ponente: M* Carmen Rota Garcia

Ponencia: Avances en investigacion sobre el riesgo de Toxoplasma gondii en derivados carnicos curado-
madurados
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Congreso / Jornada / Reunién: Jornada ANICE-PROCARSE. “Seguridad Microbioldgica e Higiene de los
Productos Carnicos”

Lugar y fecha: Madrid, 27 de septiembre de 2016

Ponente: Susana Bayarri Fernandez

Ponencia: Risk assessment and control of Toxoplasma gondii in the dry-cured ham and cured pork
products industry

Congreso / Jornada / Reunion: Food Safety Inspection Service Science & Technology Seminar Series

Lugar y fecha: Webinar organizado por el “Food Safety Inspection Service from United States
Department of Agriculture”. 28 de junio de 2017.

XIL.3.2 Actividades de organizacion de Congresos, Jornadas y Reuniones

Congreso / Jornada / Reunién: 5th Symposium on Veterinary Sciences Zaragoza- Toulouse-Miinchen
Lugar y fecha: Zaragoza del 3 al 4 de noviembre de 2016

Actividad: Miembro del Comité Organizador (Susana Bayarri)
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Capitulo XIII. Virus de la hepatitis E: un problema
emergente?

A. Bosch, R.M. Pintd, S. Guix, N. Beguiristain, C. Fuentes, M. de Castellarnau, F.J. Pérez-
Rodriguez.

Grupo de Virus Entéricos, Departamento de Genética, Microbiologia y Estadistica, Seccion de
Microbiologia, Virologia y Biotecnologia, Facultad de Biologia, Universidad de Barcelona, 08028

Barcelona.

XIII.1 Desarrollos en investigacion

XIII1.1.1 Introduccion

El virus de la hepatitis E (VHE) es un agente zoonotico que causa hepatitis aguda y que, en algunos casos,
puede evolucionar hasta hepatitis cronica. El VHE es un virus desnudo del que se han descrito cuatro
genotipos (G1-G4) que infectan al ser humano. Los genotipos G3 y G4 infectan también a animales,
sobre todo el cerdo.

Ademas de los sintomas hepaticos clasicos, el VHE también es el responsable de trastornos
extrahepaticos, como sindromes neurologicos, dafios renales, pancreatitis y problemas hematicos.
Especialmente preocupantes son las cifras de mortalidad femenina en el tercer trimestre del embarazo que
pueden llegar a ser de entre el 15y el 25%.

Las principales vias de transmision de la hepatitis E son el consumo de agua contaminada, el consumo de
carne cruda o poco hecha de animales infectados, la transmision parenteral por transfusion de sangre o
trasplante de 6rganos y la transmision vertical materno-filial.

El VHE es muy prevalente en el cerdo, con un 100% de los animales de mas de seis meses infectados.
También se encuentra en jabalies, ciervos y conejos, entre otros huéspedes.

En paises desarrollados, la transmision de la infeccion se ha producido por consumo de carne de cerdo,
jabali, ciervo o conejo. La ingestion de carne de caza se ha apuntado como un factor de riesgo para
adquirir la enfermedad. Se ha detectado el VHE en productos elaborados con carne de cerdo. Es
importante poder evaluar la eficacia de tratamientos de eliminacion/inactivacion del HEV en productos
carnicos, sobre todo porcinos,

El Grupo de Virus Entéricos tiene puestas a punto una serie de herramientas que pueden ser utilizadas en
el estudio de la eficacia de los métodos de eliminacion/inactivacion viral para el virus de la Hepatitis E
(HEV). Asi dispone, por un lado, de una RT-PCR a tiempo real (RTqPCR) para cuantificar particulas de
HEV y de una fuente de dicho virus y por otro lado, dispone de un virus que podria considerarse a priori
un modelo del HEV en estudios de infectividad. Este virus modelo seria el Norovirus Murino tipo 1
(MNV-1) adaptado al cultivo celular y que, al igual que el VHE, es un virus entérico de transmision fecal-
oral y de una familia proxima con lo que comparten muchas caracteristicas fisico-quimicas.

No obstante, la deteccion del genoma virico mediante técnicas moleculares no implica necesariamente
que los virus detectados sean infecciosos. Por este motivo, se hace necesario conseguir aproximaciones
moleculares que den resultados que tengan una correlacion lo mas
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exacta posible con los datos de infectividad. Una de estas aproximaciones se basa en el tratamiento de las
muestras con ribonucleasas (RNasas) o mono-azida de propidio (PMA), previo a la reacciéon de RTqPCR,
lo que permite detectar unicamente genomas que estin correctamente empaquetados dentro de una
capside virica estanca, cohesiva y no dafada y por ello, reflejan mejor el nimero de particulas viricas
infecciosas que puede haber en una muestra.

En este estudio se realizaron pruebas preliminares de dichas técnicas moleculares de cara a su potencial
aplicacion en la realizacion de estudios destinados a evaluar la capacidad de estas etapas para eliminar el
virus de la Hepatitis E (HEV), asi como el Norovirus Murino Tipo 1 (MNV-1), utilizado como virus
modelo de infectividad para el virus de la Hepatitis E.

XIII.1.2 Metodologia

Como fuentes del virus de la Hepatitis E (HEV) se utilizaron las siguientes heces porcinas:

Heces porcinas positivas (HEV-3 21/03/13) para el Virus de la Hepatitis E (genotipo 3), procedentes de
un cerdo de una granja de Vic, cedidas por el Dr. Juan Carlos Sainz, del Instituto Nacional de
Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria (INIA, Madrid).

Heces porcinas positivas (HEV-3 29/06/09) para el Virus de la Hepatitis E (genotipo 3), procedentes de
un corral de cerdos de entre 10 y 12 semanas, cedidas por la Dra. Marga Martin, del Centre de Recerca en
Salut Animal (CRESA, Barcelona).

El Norovirus Murino Tipo 1 (MNV-1), perteneciente a la familia Caliciviridae, es un virus no envuelto
con una capside de entre 27 y 35 nm de didmetro y un genoma ARN de cadena simple de polaridad
positiva. Es el miembro del género Norovirus adaptado a replicar en cultivo celular mas frecuentemente
utilizado como modelo de Norovirus Humano y el mas cercano al virus de la Hepatitis E por sus
caracteristicas. Dada su similitud con el virus de la Hepatitis E (anteriormente pertenecia a la misma
familia de virus) a nivel morfoldgico, organizacion gendmica y ciclo replicativo, el MNV-1 se utilizo
como modelo de infectividad de dicho virus. La cepa que se utilizo en el estudio fue la CW1P3 (cedida
por el Dr. Herbert W. Virgin, Washington University School of Medicine, St. Louis, MO, EEUU).

Para los ensayos de infectividad con el Norovirus Murino Tipo 1 (MNV-1) correspondientes al ensayo de
puesta a punto del pretratamiento de las muestras con PMA/RNasa, se utilizo la linea celular RAW 264.7
entre los pases 20-28 (cedida por Dr. Herbert W. Virgin, Washington University School of Medicine, St.
Louis, MO, EEUU). Se trata de linea de macr6fagos murinos establecida a partir de un tumor inducido en
una hembra de raton por inyeccion intraperitoneal del virus de la leucemia de Abelson (A-MuLV).

El tratamiento con RNase ONE Ribonuclease (PROMEGA) se llevé a cabo con el objetivo de eliminar los
genomas no encapsidados, una vez sometidos a tratamientos de inactivacion y poder cuantificar solo las
particulas viricas intactas obteniendo asi una mejor aproximacion entre las copias gendmicas detectadas y
los virus infecciosos reales. Dicho tratamiento se llevd a cabo durante 15 minutos a 37°C y transcurrida
esta, la reaccion se pard con NaCl [SM]. También se ha utilizado para determinar la actividad de la RNasa
en suspensiones fecales de HEV y RNA de HEV purificado.

Para la deteccidon y cuantificacion de MNV-1 se utilizé un protocolo de RTqPCR puesto a punto por el
Grupo, en el que se utiliza el tampon de reaccion, la retrotranscriptasa y polimerasa suministradas en el
kit comercial RNA UltraSense™ One-Step Quantitative RT-PCR System (INVITROGEN), junto con los
cebadores (SIGMA) y sonda (LIFE TECHNOLOGIES).

Para el caso del HEV, se utiliz6 el kit comercial CEERAM S.A.S. (hepatitisE (@ceeramTools.health) Ref:
KHHEV FAO01 que contiene como control externo propio (EC) un estandar internacional (compuesto por
un preparado liofilizado de RNAs de HEV genotipo 3a derivados de donantes de sangre) reconocido por

118



Productos Carnicos Seguros, Nutritivos y Saludables

WHO. La region amplificada por la RTqPCR corresponde a la region ORF3 entre las bases 5261-5330
del HEV.

XII1.1.3 Resultados

De manera previa a la realizacion de los ensayos, se caracterizaron los stocks virales producidos y que
posteriormente serian utilizados en las sucesivas pruebas de RTqPCR.

A su vez, y con el objetivo de mejorar la aproximacion entre copias gendmicas detectadas por RTqPCR y
virus infecciosos reales, se llevo a cabo una prueba preliminar sometiendo los stocks viricos de MNV-1 y
HEV a dos tratamientos llevados a cabo de manera previa a la extraccion del acido nucleico del virus;
ribonucleasa One (RNasa ONE) o mono-azida de propidio (PMA).

El objetivo del tratamiento con RNasa ONE era eliminar los genomas no encapsidados y poder cuantificar
solo los virus intactos. De esta manera, en la cuantificacion de los virus sometidos a tratamientos de
eliminacion y/o inactivacion, se conseguirian obtener mejores aproximaciones entre las copias gendmicas
detectadas y los virus infecciosos reales.

El tratamiento con PMA se basa en que esta molécula fotoreactiva, es capaz de atravesar aquellas
capsides virales que se encuentran deterioradas y se intercala de manera covalente en regiones
estructuradas del acido nucleico del virus. Tras aplicar un tratamiento de fotoactivacion con el Phast Blue,
el PMA unido al acido nucleico del virus sufre una modificacién quimica que no permite su
cuantificacion por RTqPCR. De esta manera, se conseguiria cuantificar por RTqPCR solamente aquellos
genomas virales pertenecientes a particulas virales integras.

Como control del proceso y con el objetivo de establecer que tratamiento permite obtener resultados de
cuantificacion en reacciones de RTqPCR posteriores a un tratamiento de inactivacion y/o eliminacion lo
mas proximos posibles a los datos de infectividad, se sometieron los virus a un tratamiento de
inactivacion por calor a 99°C durante 15 minutos; dicho tratamiento es lo suficientemente efectivo como
para asegurar que los virus quedan inactivados y de esta manera se pudo analizar si las técnicas utilizadas
fueron adecuadas para detectar factores de reduccion optimos tras el tratamiento de inactivacion aplicado.

Una vez realizado el tratamiento de inactivacion y tras llevar a cabo dichos pretratamientos, se extrajo el
acido nucleico de cada una de las muestras mediante el Kit Nuclisens. Por ultimo, se llevaron a cabo las
reacciones de RTqPCR para los virus MNV-1 y HEV ensayados. También se hicieron los ensayos de
infectividad del MNV-1.

Tras el tratamiento de inactivacion por calor, no se observa infectividad del MNV-1 en ninguna de las
muestras estudiadas.

El titulo infeccioso del MNV-1, al igual que el numero de copias gendmicas detectadas, disminuyo en
presencia del PMA, siendo en la infectividad donde se detecta una disminucioén mas significativa.

Los valores tanto de infectividad como de copias genomicas tras tratar el stock con RNAsa ONE son
similares al stock virico de partida no tratado.

El pretratamiento con RNasa ONE, tras someter al MNV-1 a un proceso de inactivacion por calor,
consigue valores de Factor de Reduccion con mejor aproximacion a los resultados de infectividad que en
el caso del pretratamiento con PMA y mejora respecto al resultado del stock virico no pretratado, pero no
permite demostrar Factores de Reduccion del mismo orden que los obtenidos por infectividad.
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Figura 1. Ensayo de caracterizacion del stock de MNV-1 y su inactivaciéon por calor a 99°C durante
15 minutos tras ser sometido a tratamientos con RNasa ONE y PMA de manera previa a su
cuantificacion por infectividad y RTqPCR.
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Figura 2. Resultados de la inactivacion por calor a 99°C durante 15 minutos de la suspension fecal
al 20% PBS-Triton X-100 HEV-3 12/06/13 tras ser sometida a tratamientos con RNasa One y PMA
de manera previa a su cuantificacion por RTqPCR.

*No se observan diferencias significativas entre los valores de copias gendmicas detectados en la
suspension fecal no tratada y las suspensiones fecales tratadas con RNasa ONE y PMA.
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Tras el tratamiento de inactivacion por calor, en las muestra pretratada con RNasa no se detectan copias
genOmicas; si se detectan copias gendmicas al pretratar la muestra con PMA aunque son menores
respecto a las detectadas en la muestra no pretratada.

Tras someter al HEV a un proceso de inactivacion por calor, se demuestra un mayor factor de Reduccion
al pretratar las muestras con RNasa o PMA que al obtenido con la suspension fecal no pretratada, siendo
el pretratamiento con RNasa ONE el que refleja con mas eficacia el proceso de inactivacion al que ha
sido sometida la suspension fecal de HEV.

XIII.1.4 Conclusiones

Los resultados obtenidos indican que, para el MNV-1, el efecto del tratamiento con PMA 6 RNasa ONE
previamente a la extraccion del acido nucleico da resultados similares en los correspondientes factores de
reduccion. Ambos tratamientos consiguen aproximar los resultados al modelo infeccioso utilizado, por lo
que serian eficaces para obtener mayores factores de reduccion en experimentos de inactivacion y/o
eliminacion de virus realizados mediante métodos moleculares.

Para el caso del HEV, la reduccion en el numero de copias genémicas tras el tratamiento de calor se
refleja mejor pretratando la muestra con RNasa en lugar de PMA. El factor de reduccion obtenido tras
aplicar un tratamiento de inactivacion mediante calor fue mayor en la suspension fecal de HEV pretratada
con RNasa ONE que en la no pretratada. Esta mejora en la determinacion del factor de reduccion pone de
manifiesto que la RNasa ONE habria conseguido eliminar RNA no encapsidado y cuantificar las
particulas viricas intactas, mediante la técnica molecular de RTqPCR.

Se comprueba que las suspensiones fecales producidas no contienen RNA libre en exceso, ya que las
diferencias en logaritmo de copias gendomicas por mililitro de suspension fecal entre las suspensiones
tratadas y no tratadas con RNasa ONE no son significativas.

En cuanto a la técnica de RT-PCR cuantitativa, se pudieron detectar hasta 1.25 Ul/reaccion de RTqPCR.
El limite de deteccion de la técnica aplicando el programa estadistico Probit resulté ser de 0.81 Ul/
microlitro. Dicho limite de deteccion (LoD) se determiné utilizando el Estandar Internacional de HEV.

El resultado de no deteccion de copias gendomicas obtenido al tratar con RNasa ONE el RNA purificado
del HEV pone de manifiesto la actividad 6ptima de la RNasa ONE que degrada el RNA existente.

En conclusion, la aplicacion de la RTqPCR como método molecular para cuantificar el HEV junto al
pretratamiento de las muestras con RNasa ONE, es eficaz para llevar a cabo estudios de evaluacion de la
inactivacion/eliminacion del HEV ya que logra una mayor aproximacion a los datos de infectividad
obtenidos en su correspondiente modelo el Norovirus Murino Tipo 1. Sin embargo, un factor limitante de
la aplicacion de dichas técnicas moleculares en estudios de inactivacion y/o eliminacion de virus deriva
de que el rango dinamico que permite dicha técnica en la evaluacion de los procesos mencionados es
dependiente del proceso experimental que se lleve a cabo. Dicho rango dinamico se calcula en funcién del
limite de deteccion tedrico en caso de no detectarse virus en la muestra y del titulo inicial del virus a
ensayar.
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