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Resumen

La creciente demanda de productos minimamente procesados y listos para el consumo plantea
un importante reto para la seguridad alimentaria y ha conducido al desarrollo de tratamientos
post-procesado suaves, que permitan inhibir el crecimiento microbiano manteniendo la calidad
y frescor de los alimentos. En este contexto adquiere una especial importancia el uso
combinado de barreras contra el crecimiento de microorganismos que aseguren la calidad
higiénica y la seguridad de los alimentos, sin afectar las propiedades organolépticas. En los
trabajos recogidos en la presente tesis se plantearon diversas estrategias consistentes en la
combinacion de barreras al crecimiento microbiano para mejorar la seguridad de productos

carnicos listos para el consumo.

Durante la maduracion, los embutidos crudos-curados se convierten en alimentos mas estables
y seguros como consecuencia de la sucesion de barreras al crecimiento microbiano. Sin
embargo, en los embutidos poco acidos, caracterizados por presentar valores finales de
pH 25,3, se ha minimizado una de las barreras al crecimiento de microorganismos. Con el
objetivo de mejorar la seguridad de este tipo de producto se valoré la aplicacion del tratamiento
por alta presion hidrostatica y la adicion de cultivos iniciadores en dos tipos de embutidos poco
acidos (fuet y chorizo). El tratamiento por alta presion hidrostatica (300 MPa), previo a la
maduracion de los embutidos crudos, constituyé una barrera adicional para controlar la
poblacion de Salmonella, pero ejerci6 un efecto contraproducente en el desarrollo de la
microbiota de interés tecnoldgico y en el control de L. monocytogenes. La presurizacion (400
MPa), aplicada después del proceso de maduracion, permitié obtener ausencia de Salmonella
spp- en el producto acabado. La adiciéon de cultivos iniciadores permiti6 mejorar la higiene
(Enterobacteriaceae, Enterococcus, aminas biégenas) y la seguridad (L. monocytogenes,
S. aureus) de los embutidos. Ambas tecnologias, aplicadas de forma combinada, ejercieron un

efecto complementario, sin alterar la calidad final de los embutidos.



Por otro lado, el jamodn cocido, es un alimento con un bajo contenido de sal (~2%), valores de
pH en torno a 6,0 y actividad de agua superior a 0,95, factores incapaces de inhibir por si solos
los microorganismos relacionados con la contaminacién post-procesado. Con el objetivo de
reducir el riesgo de L. monocytogenes en el jamon cocido loncheado, se evalué el efecto de los
antimicrobianos naturales (lactatato-diacetato y enterocinas) y el tratamiento por alta presion
hidrostatica. Al aplicar los antimicrobianos como aditivos de fabricacién, se observaron
resultados Optimos en la combinacion triple de tratamiento por alta presidén hidrostatica
(400 MPa), antimicrobianos naturales y refrigeracion a 1°C. Este tratamiento resulté eficaz, a
pesar de la rotura de la cadena de frio, para reducir la contaminacién inicial y evitar la
recuperacion de L. monocytogenes a lo largo de la vida util del jamén. Por otro lado, al incluir
las enterocinas en laminas biodegradables, el tratamiento combinado por alta presién
hidrostatica y envasado antimicrobiano, derivd en bajos niveles del patégeno (2100 ufc/g)
durante tres meses de conservacion a 6°C. Finalmente, la combinacion de alta presion
hidrostatica, envasado antimicrobiano y refrigeracion a 1°C resulté efectiva, no solo para
controlar y reducir los recuentos de L. monocytogenes, sino para superar el efecto de la rotura

de la cadena de frio.
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Introducciéon General

El incremento de las enfermedades transmitidas por los alimentos en los ultimo afos, con una
especial emergencia de microorganismos patégenos como L. monocytogenes, Salmonella
spp., Campylobacter jejuni y Escherichia coli verocitotoxigénica, ha aumentado la preocupacion
sobre la seguridad alimentaria tanto entre las autoridades, como en el sector productivo y entre
los consumidores. Resulta poco realista esperar que estos patégenos, con una amplia
distribuciéon en el medio ambiente, tanto en los animales como en los hombres, puedan ser
eliminados completamente de todos los estadios de la cadena alimentaria. Por otro lado, el
cambio en los estilos de vida acentua también el riesgo de contaminacion microbiana durante
nuestra vida diaria. Las nuevas formas de cocinar, con periodos de cocciéon muy cortos, asi
como la tendencia de consumir alimentos crudos y congelados contribuyen al aumento del
riesgo alimentario. Ademas, la prolongacion de la esperanza de vida, ha provocado el aumento
de un sector de la poblacion denominada “de riesgo” (ancianos y enfermos inmunodeprimidos,
principalmente), mas susceptible a la contaminacion. Sera necesario, por tanto, introducir la
tecnologia adecuada y disefiar el proceso de fabricacion de los alimentos de manera tal, que
los riesgos de toxiinfeccion alimentaria se reduzcan a un nivel aceptable, asegurando al
maximo la calidad microbiolégica de los alimentos y su inocuidad para el consumo humano.

Los métodos tradicionales para controlar los microorganismos alterantes y patégenos incluyen,
entre otros, la fermentacion, el secado, la pasteurizacion y la adicion de conservantes. Sin
embargo, existe una demanda creciente de productos frescos de alta calidad, minimamente
procesados, con un uso minimo de conservantes y listos para el consumo, y con una
prolongada vida util. Un correcto plan de APPCC y unas buenas practicas de fabricacion
resultan esenciales, aunque no suficientes, para asegurar la calidad de los alimentos. En este
contexto, el desarrollo de tecnologias de transformacién, conservacién y envasado suaves que
aseguren la calidad higiénica y la seguridad, sin afectar las propiedades organolépticas de los
alimentos, supone un reto para la industria alimentaria. Tecnologias suaves de conservacion
como las altas presiones hidrostaticas, los pulsos eléctricos, el envasado en atmésferas
modificadas y el envasado antimicrobiano, entre otras, constituyen alternativas y/o
complementos a los tratamientos térmicos para la obtencion de productos seguros con un

procesado minimo.

1.1 PATOGENOS TRANSMITIDOS POR LOS ALIMENTOS

La zoonosis es una enfermedad que se puede transmitir de otros animales a los seres
humanos. La infeccion se puede producir directamente a través de los animales o por medio de
alimentos contaminados. Para prevenir estas enfermedades, resulta esencial identificar los
animales y alimentos responsables de estas infecciones. Las infecciones causadas por
Salmonella y Campylobacter (192.703 y 183.961 casos, respectivamente) constituyen las dos

enfermedades zoonéticas mas frecuentemente detectadas en Europa durante el 2005.
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Infecciones causadas por Yersinia spp., Escherichia coli verocitotoxigénica y Listeria
monocytogenes tuvieron, comparativamente, menor incidencia. Asimismo, si en vez de la
morbilidad consideramos la mortalidad, L. monocytogenes es el responsable del mayor
porcentaje de mortalidad en humanos. El nimero de personas afectadas en Europa en el 2005
fue relativamente bajo, con 1.267 casos descritos. Sin embargo, la mortalidad fue superior al
8%, mas del doble de la esperada para el resto de infecciones por patégenos (EFSA, 2006a).
El nimero de casos de enfermedad por Salmonella, Staphylococcus aureus y L.
monocytogenes notificados al Sistema de Informacion Microbioldgica espafiol durante el 2005
fueron 5.960, 545 y 69, respectivamente (CNE, 2005a). La carne y los productos carnicos
fueron el alimento implicado como vehiculo de transmisién en un 9,4% de los brotes

alimentarios descritos en Espafia entre los afios 1993 y 2002 (CNE, 2005b).

1.1.1 LISTERIA MONOCYTOGENES

Listeria es un bacilo corto, Gram-positivo, anaerobio facultativo, no esporulado, y mévil por
medio de flagelos. Se han identificado seis especies, entre las que Listeria monocytogenes, es
la principal causante de infecciones en los humanos (ICMSF, 1996). No todas las cepas de
L. monocytogenes son patégenas, solo las cepas hemoliticas. Entre los 13 serotipos
identificados, 1/2a, 1/2b y 4b, son los mas importantes desde el punto de vista epidemiolégico.
La temperatura 6ptima de crecimiento de Listeria se encuentra alrededor de 30-37°C, aunque
puede crecer y sobrevivir en un rango de temperaturas de -0,4 a 45°C. El limite de crecimiento
de L. monocytogenes en alimentos con pH neutro y un alto contenido en nutrientes, se
establece en 0°C (Walker y col., 1990). Los valores limitantes de a,, dependen del ambiente; en
productos carnicos se ha descrito el limite de crecimiento en torno a 0,93 (ICMSF, 1996).
L. monocytogenes presenta crecimiento en un amplio rango de pH (4,5-9,2). Es un
microorganismo resistente, capaz de crecer en las condiciones en que se encuentran muchos
alimentos. Por ello, resulta interesante la combinacién de factores limitantes para evitar su
crecimiento (ICMSF, 1996). Una directiva del Food Safety and Inspection Service (FSIS, 2002)
fija como limite de crecimiento de L. monocytogenes en alimentos valores de: pH<4,5, pH<5
con refrigeracion, a,<0,90, a,,<0,92 con refrigeracion, o a,<0,95 y pH<5,5. Recientemente, en
el Reglamento (CE) 2073/2005 se ha establecido que los alimentos con pH<4,4 o0 a,<0,92, o
alimentos con a,<0,94 y pH<5,0, no pueden favorecer el crecimiento de L. monocytogenes
(CE, 2005).

La distribucion de Listeria en la naturaleza es ubicua. Se ha aislado en diversos ambientes
incluyendo tierra, agua, multiples fuentes animales y vegetales, pienso y aguas residuales.
Ademas L. monocytogenes forma parte de la microbiota intestinal de un 1-10% de la poblacion
(Forsythe, 2000). Se encuentra en una gran variedad de alimentos, tanto crudos como
procesados, donde puede sobrevivir y multiplicarse rapidamente durante el almacenaje. Los
productos carnicos listos para el consumo, los productos lacteos y el pescado parecen ser las
fuentes mas significativas de L. monocytogenes (EFSA, 2006b). Durante el 2005 se registré un
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moderado incremento de las notificaciones por L. monocytogenes en la carne y los productos
carnicos distintos al pollo (RASFF, 2006). La mayor parte de las notificaciones (65%)
estuvieron relacionadas con productos listos para el consumo tales como el salami, el jamén y
productos carnicos cocidos.

L. monocytogenes es responsable de infecciones oportunistas. La poblaciéon de riesgo incluye:
individuos con el sistema inmunoldgico alterado, mujeres embarazadas, bebés y ancianos. Los
principales sintomas de la listeriosis son meningitis, encefalitis, bacteriemias o aborto. La
gravedad de los sintomas es variable, va desde un cuadro leve, parecido a una gripe, hasta
una sepsis grave, en el caso de poblacién de riesgo. La dosis infectiva de L. monocytogenes no
es bien conocida, parece ser superior a las 100 células, aunque puede variar segun la cepa y la
susceptibilidad del paciente. El tiempo de incubacién es extremadamente largo de 1 a 90 dias.
La mortalidad global de la listeriosis en adultos es elevada, pudiendo llegar a situarse en torno
al 33-62% (Nollas, 2002).

1.1.2 SALMONELLA SPP.

Salmonella, perteneciente a la familia Enterobacteriaceae, es una bacteria Gram-negativa,
anaerobia facultativa, no esporulada, de forma bacilar. Salmonella fermenta la glucosa con
produccién de acido y gas. Basandose en criterios fenotipicos el género Salmonella se divide
en dos especies Salmonella enterica y S. bongori (CE, 2003). En Europa, los serotipos mas
comunes involucrados en brotes de salmonelosis son S. enterica serovar Enteriditis y
S. enterica serovar Thyphimurium. Del total de casos de salmonelosis declarados en Espafa
durante el 2003, S. Enteriditis y S. Thyphimurium fueron los causantes de un 55% y un 9%,
respectivamente.

Salmonella es capaz de multiplicarse en un amplio rango de temperaturas (5-46°C), aunque el
Optimo de crecimiento se encuentra entre 35 y 43°C. Los valores minimos de crecimiento
descritos en medio de cultivo y en alimentos son de 5,2 y 6,7°C, respectivamente (CE, 2003).
La actividad de agua afecta de manera importante al crecimiento de Salmonella. El 6ptimo de
crecimiento se encuentra en torno a una a, de 0,99; valores inferiores a 0,94 inhiben su
crecimiento. El valor de pH 6ptimo para su crecimiento se encuentra alrededor de 7-7,5. A
medida que el pH se aleja del valor éptimo, la tasa de crecimiento empieza a disminuir, hasta
llegar al valor minimo de crecimiento de 3,8. (ICMSF, 1996).

La distribucion de Salmonella en el ambiente es ubicua. Muchos alimentos, principalmente de
origen animal o contaminados por aguas residuales, se han identificado como vehiculos de
transmision de este patdgeno a los humanos. Salmonella vive en el tracto intestinal de los
animales como comensal o como patégeno. Raramente la contaminacién de la carne por
Salmonella se produce a través de un animal infectado, sino que la contaminacién es
provocada por contaminacion cruzada a través del ambiente y de equipos contaminados
(ICMSF, 1996). Las principales causas de infeccion por Salmonella durante el 2005 fueron los

huevos y la carne fresca, procedente de aves de corral y de cerdo (EFSA, 2006b).
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Coincidiendo con estos datos, el sistema europeo de alerta alimentaria informé de un aumento
del numero de notificaciones debidas a Salmonella en carne y derivados carnicos en el 2005
(RASFF, 2006).

Salmonella puede causar gastroenteritis, fiebres entéricas y septicemia. La dosis infectiva
puede variar desde 20 hasta 10° células segun el serotipo, alimento y vulnerabilidad del
huésped (Forsythe, 2000). La dosis infectiva varia con la edad, el estado de salud del paciente,
el alimento y la cepa de Salmonella implicada. Se han observado dosis infectivas muy bajas
(inferiores a 100 células) en agua y alimentos grasos o con capacidad tampén (ICMSF, 1996).
El periodo de incubacion de la enfermedad se encuentra entre las 16-72 horas y puede durar
de 2 a 7 dias.

1.1.3 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram-positiva, esférica que puede encontrarse en
parejas o agrupada en forma de racimos. Es anaerobio facultativo y se divide en un nimero de
biotipos en funcion de las pruebas bioquimicas y los patrones de resistencia. S. aureus produce
un amplio rango de factores de virulencia y patogenicidad: estafiloquinasa, hialuronidasas,
fosfatasas, coagulasas y hemolisinas.

S. aureus es un microorganismo muy resistente y extremadamente dificil de eliminar. Soporta
bien condiciones extremas, pero es inactivado a temperatura de congelacién y puede
eliminarse con una coccion adecuada. S. aureus crece a temperaturas de 7-48°C, valores de
pH de 4-10 y a, de 0,83-0,99. Las condiciones de produccion de toxinas son mas limitadas,
temperaturas de 10-48°C, pH de 4,5-9,6 y a,, de 0,87-0,99. Las enterotoxinas producidas por
S. aureus son proteinas de bajo peso molecular (26-34 kDa), muy resistentes al calor y a los
enzimas proteoliticos. El microorganismo muestra una baja resistencia al calor (Dgss=0,2-2
min), pero es halotolerante y resistente al secado. S. aureus es un pobre competidor contra
otras bacterias presentes en los alimentos.

Staphylococcus es ubicuo en los animales y, como tal, es un contaminante habitual de la carne,
de los productos carnicos, y de la leche. S. aureus vive en el aire, el polvo, aguas residuales,
agua, leche, y otros alimentos. Los humanos y los animales son reservorios primarios; un 30 %
de la poblacién sana es portador de S. aureus. Si S. aureus puede multiplicarse en el alimento,
aumenta el riesgo de produccion de toxinas. La intoxicacion se produce normalmente por el
consumo de alimentos sometidos tratamientos térmicos inadecuados (<60°C), o sometidos a
una manipulacion considerable, o refrigerados a insuficiente temperatura (>7,2°C) (Forsythe,
2000).

La intoxicacién en humanos se debe, normalmente, a la ingesta de toxinas producidas en el
alimento. Los sintomas de la intoxicacion estafilocécica incluyen diarrea, vomitos y calambres
abdominales. Estos pueden ser muy graves, dependiendo de la susceptibilidad de cada
individuo a la toxina, la cantidad de alimento ingerida, la cantidad de toxina presente en el

alimento y la salud general del individuo. Los sintomas aparecen normalmente de forma rapida
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a las pocas horas de la ingesta (entre 30 min y 8 h). La enfermedad normalmente dura 2-3
dias. La dosis infectiva es inferior a 1 ug de toxina, nivel alcanzado cuando la poblacién de
S. aureus supera las 10° ufc/g (ICMSF, 1996).

1.2 PRODUCTOS CARNICOS LISTOS PARA EL CONSUMO

La carne fresca se caracteriza por contener una elevada cantidad de nutrientes, presentar
valores de pH alrededor de 5,6-6,0, y valores de actividad de agua superiores a 0,98. Estas
condiciones la convierten en un excelente medio de cultivo en el que practicamente todos los
microorganismos son capaces de crecer (Campbell-Platt, 1995). En consecuencia, el proceso
de transformacion de la carne y las condiciones de conservacion del producto acabado, deben
dirigirse a mantener una serie de condiciones que impidan el crecimiento de microorganismos
patdgenos y que retrasen al maximo el crecimiento de microorganismos alterantes. En los
productos carnicos crudos los procesos de fermentacion, secado o salado, inducen los cambios
necesarios para estabilizar el producto y obtener unas propiedades organolépticas
caracteristicas y una seguridad sanitaria satisfactoria. En los productos tratados por calor el
tratamiento térmico, aparte de la modificacion de las propiedades organolépticas, tiene como
objetivo principal eliminar microorganismos e inactivar enzimas presentes en la carne; aspectos
fundamentales para garantizar la durabilidad, la calidad y la seguridad de estos productos.

En los ultimos anos se ha extendido el uso del concepto de alimentos listos para el consumo
(LPC). El reglamento (CE) 2073/2005 define a los alimentos listos para el consumo como
aquellos alimentos destinados por el productor o el fabricante al consumo humano directo sin
necesidad de cocinado u otro tipo de transformacién eficaz para eliminar o reducir a un nivel
aceptable los microorganismos peligrosos (CE, 2005). Entre los productos carnicos LPC
encontramos los embutidos crudos-curados (p.e. fuet, chorizo, jamoén) y los productos carnicos

tratados por calor (p.e. jamoén cocido, fiambre, salchichas tipo frankfurt).

1.2.1 EMBUTIDOS CRUDOS-CURADOS

Los embutidos crudos-curados son productos carnicos elaborados por seleccion, troceado y
picado de las carnes y de la grasa del cerdo, incorporacién de condimentos, especias y aditivos
autorizados, embutido, maduracion y secado (Presidencia del Gobierno, 1980). La estabilidad y
el bajo riesgo sanitario de este tipo de productos se basa fundamentalmente en (Ordéfiez y de
la Hoz, 2001): (1) el descenso de los valores de pH por la fermentacion microbiana de los
hidratos de carbono, (2) la disminucion de la actividad de agua a causa de los solutos anadidos
y de la deshidratacion producida durante la maduracion, (3) la adicion de nitratos y nitritos
contribuye a prevenir el crecimiento de microorganismos patdgenos y alterantes (4) las

especias, con cierta actividad antimicrobiana.
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1.2.1.1 Tecnologia de los embutidos crudos-curados

Ingredientes

La sal proporciona cierto efecto antimicrobiano, al provocar un descenso inmediato de la
actividad de agua hasta valores de 0,96-0,97 (Nychas y Arkoudelos, 1990). El cloruro sédico,
afnadido en un 2,2-3%, ejerce un papel muy importante desde el punto de vista tecnolégico,
como potenciador del sabor y por inducir la solubilizacién de las proteinas miofibrilares del
musculo, favoreciendo la formacion de la textura de gel (Licke, 1998). Por otro lado, se afiaden
hidratos de carbono fermentables (p.e. glucosa), necesarios para reducir los valores de pH. La
cantidad de hidratos de carbono recomendada es de un 0,5-2% (LUcke, 1998). El nitrito,
anadido directamente o provinente de la reduccién del nitrato, actia como agente
antimicrobiano y contribuye a la formacion del color tipico del curado. El nitrito, al igual que el
ascorbato, actia como antioxidante, inhibiendo los procesos auto-oxidativos que conducen a la
rancidez del producto. El ascorbato, afiadido en forma de ascorbato soédico, funciona como
coadyuvante del curado para mejorar el color, el aroma y el sabor del producto (Ordéfiez y de
la Hoz, 2001). Las especias se utilizan en la mayoria de embutidos para potenciar el sabor, por
su actividad antioxidante y antimicrobiana, localizada en la fraccidbn de aceites esenciales
(Lueck, 1980; Cowan, 1999; Verluyten y col., 2004). Los embutidos tradicionales se obtienen
por la accion de los microorganismos endégenos de la carne, mientras que en los productos

industriales se acostumbra a utilizar cultivos iniciadores de la fermentacion.

Proceso de fabricacion

El proceso de fabricacion de los embutidos crudos-curados comprende diversas etapas,
detalladas a continuacién. En un primer momento, la carne y la grasa se pican a baja
temperatura en una picadora de placas o una picadora de cuchillas (cutter). Después del
picado, la carne se mezcla con los demas ingredientes para obtener el producto deseado. La
mezcla puede realizarse en una amasadora, en la cutter o en molinos coloidales. A
continuacion la masa carnica es embutida en tripa natural o artificial (colageno y/o celulosa, son
las mas habituales). Es importante extraer el maximo de oxigeno de la mezcla carnica para
evitar posteriores defectos en la formacion del color y el aroma durante la maduracion, por lo
que la mezcladora y embutidora acostumbran a trabajar bajo vacio. A continuacién se colocan
los embutidos en las camaras de secado. La maduracion se realiza en unas condiciones de
temperatura, humedad relativa y circulacion de aire determinadas segun el tipo de embutidos a
fabricar. En una primera etapa, llamada de fermentacién, los embutidos se someten a unas
condiciones de temperatura entre 20-28°C y de humedad relativa alrededor de 90-95% durante
un periodo de tiempo variable de 24-72 horas. Transcurrida esta etapa, la temperatura y
humedad relativa se reducen progresivamente hasta unos 10-17°C y un 70-85%,
respectivamente, favoreciéndose de esta manera el proceso de secado y maduracion (Ordéfiez
y de la Hoz, 2001).

10
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Embutidos fermentados de baja acidez

En los paises europeos del area mediterranea existe una preferencia por los embutidos de
sabor poco acido. Asi, en paises como Espafia, Francia e ltalia, existe un mayor consumo de
embutidos fermentados ligeramente acidificados. El proceso de fabricacion de este tipo de
embutidos prescinde de la etapa de fermentacion, realizandose una sola etapa de maduracion
a bajas temperaturas (<10-12 °C) con el fin de evitar una intensa y rapida fermentacion (Sanz y
col., 1998). Este tipo de embutidos de pequeio calibre (<30-40 mm) ligeramente acidificados,
presentan valores finales de pH de 5,3-6,2 (Aymerich y col., 2003) y cortos periodos de

maduracion, normalmente inferiores a 1 mes.

Fenémenos madurativos

La fermentacion de los hidratos de carbono por parte de las bacterias acido lacticas (BAL) se
produce de forma mas intensa durante los primeros dias del proceso. La produccién de acido
lactico como consecuencia de la fermentacion provoca un descenso del pH que inhibe el
desarrollo de microorganismos indeseables, acelera el proceso de deshidratacion
disminuyendo la capacidad de retencion de agua de las proteinas musculares, gobierna las
reacciones enzimaticas e influye en la formacion del color y en su estabilidad (Ordéfiez y de la
Hoz, 2001). Debido al descenso del pH, las proteinas solubilizadas se acercan a su punto
isoeléctrico y coagulan (Licke y Hechelmann, 1987).

Otro fendmeno importante durante la maduracién de los embutidos es la estabilizacién del
color. La aparicion del color tipico de curado se produce, basicamente, por la union del éxido
nitrico (NO) con el grupo hemo de la mioglobina (Mb) dando lugar a la nitrosomioglobina
(NOMb). Por lo tanto es necesario que previamente se produzca la reduccién del nitrito a NO,
que se puede producir por accién de las nitrito reductasas, aunque normalmente se produce de
manera espontanea en medio acido (Nychas y Arkoudelos, 1990). Otra via de formacién de la
NOMb es a partir de la metamioglobina (MetMb). La MetMb proviene, a su vez, de la oxidacion
directa de la mioglobina o de la oximioglobina, forma oxigenada de la Mb (Bard y Townsend,
1976).

La protedlisis que se produce durante la maduracién afecta, principalmente, a las proteinas
miofibrilares. La degradacion de las proteinas a péptidos se debe principalmente a la actividad
de las enzimas endogenas de la carne. Durante la maduracién, las BAL, Staphylococcus y
Kocuria contribuyen a la degradacion de las proteinas sarcoplasmaticas, pero tienen una baja
actividad proteolitica sobre las proteinas miofibrilares. Las BAL , gracias al descenso de los
valores de pH, contribuyen de manera indirecta a la degradacién de las proteinas miofibrilares,
aumentando la actividad de la catepsina D de la carne. Por consiguiente, los fendmenos
proteoliticos producidos son el resultado de la accidén conjunta de las enzimas tisulares y de los
microorganismos (Ordoéfiez y de la Hoz, 2001). El papel de los aminoacidos, como precursores

del sabor, resulta cada vez mas evidente (Talon y col., 2002).
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Los lipidos, por su parte, constituyen una fraccién importante de los embutidos crudos-curados
y son los precursores de numerosos compuestos aromaticos derivados de los fendmenos
hidroliticos y oxidativos producidos durante la maduracién. La lipdlisis implica la degradacién
total o parcial de los enlaces éster de los triglicéridos y fosfolipidos. Los lipidos pueden ser
hidrolizados por las lipasas microbianas o tisulares. Los microorganismos lipoliticos, tales como
Staphylococcus y Kocuria, son los que contribuyen mayoritariamente a la hidrdlisis lipidica. Los
acidos grasos libres son precursores de las moléculas aromaticas (Talon y col., 2002).
Asimismo, cierto grado de oxidacion lipidica contribuye a la formacion del aroma y sabor tipico
de los embutidos. El principal problema de la oxidaciéon se encuentra en la formaciéon de
compuestos volatiles que, superadas unas determinadas tasas, proporcionan un aroma y un

sabor rancio, desagradables para el consumidor (Ordéfiez y col., 1999).

1.2.1.2 Microbiologia de los embutidos crudos-curados

Teoria de los obstaculos

Los embutidos crudos-curados son productos estables desde el punto de vista microbioldgico.
El secreto de su seguridad e higiene se basa en la secuencia de obstaculos al crecimiento de
microorganismos que se suceden durante la fermentacion y que permiten la conservacién de
este tipo de producto.

La microbiota inicial de la masa carnica es muy heterogénea, variable en funciéon de los
ingredientes utilizados y de las condiciones establecidas durante las operaciones previas al
embutido. La microbiota inicial puede comprender lactobacilos, micrococos, enterobacterias,
enterococos, pediococos, hongos, levaduras y patdgenos, tales como Escherichia coli
0157:H7, Salmonella spp., L. monocytogenes y S. aureus (Ordoéfiez y de la Hoz, 2001).

La actividad de agua del producto se reduce hasta valores en torno a 0,96-0,97 después del
embutido, gracias a accién de la sal (Nychas y Arkoudelos, 1990). La presencia de nitrito, por
su actividad antimicrobiana, es importante al inicio de la maduracién, cuando todavia no se han
establecido los demés obstaculos al crecimiento de microorganismos. Los nitratos y nitritos se
descomponen durante el proceso de fermentacion, por lo que su accion antimicrobiana se va
reduciendo a medida que avanza la maduracién (Leistner, 1995). La siguiente barrera en
aparecer es la reduccion del potencial redox (Eh). Durante los primeros dias de maduracion el
oxigeno presente en la mezcla carnica se agota a causa del crecimiento microbiano. La
reduccién del Eh inhibe el crecimiento de Pseudomonadaceae, aerobios provenientes de la
carne cruda. El bajo nivel de oxigeno intensifica el efecto bactericida del nitrito que, junto al
descenso de pH, contribuye a inhibir Enterobacteriaceae (Smith y col., 1975; Lucke, 1998).
Gracias a la reduccion del Eh se favorece el dominio de las BAL, constituyéndose asi la
microbiota competitiva como otro obstaculo importante (Leistner, 1995). La produccion de acido
lactico por parte de las BAL comporta un descenso de los valores de pH. El pH es

indudablemente un factor clave para la estabilidad de los embutidos. El grado de descenso de
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pH dependera principalmente de la cantidad de azucares afiadidos y de la temperatura de
maduracion. La barrera final al crecimiento microbiano es la reduccion de la a,, el unico
obstaculo que continua ganando importancia a medida que evoluciona el proceso. El grado de
reduccioén de la a,, de los embutidos depende de la formulacion, la temperatura y, sobre todo,
de la humedad relativa de la camara de maduracion (Liicke, 1998; Leistner, 1995). El descenso
de a, resulta mas importante que el pH, para estabilizar los embutidos poco acidos. La
secuencia de obstaculos descrita, permite mejorar la seguridad e higiene de los embutidos, y
favorece el desarrollo de la microbiota tecnoldgica, principalmente las BAL, que disfrutan una

ventaja selectiva y se convierten en la microbiota dominante del proceso (Leistner, 1995).

Cultivos iniciadores de la fermentacién

La fabricacion de embutidos tradicionales de excelente calidad es posible si se utiliza carne de
buena calidad higiénica, y se mantienen unas condiciones de maduracion adecuadas.
Asimismo, el uso de cultivos iniciadores es una practica industrial cada vez mas utilizada con el
objetivo de obtener una mayor homogeneidad entre los productos y para mejorar su estabilidad
y seguridad (Leistner, 1995). Los cultivos iniciadores mas utilizados en Europa se componen de
una mezcla de bacterias &cido lacticas, cocos Gram-positivos catalasa positivos, levaduras y
mohos. Es importante destacar que los cultivos iniciadores son considerados un ingrediente
mas de los embutidos, por lo que las cepas utilizadas deben de ser reconocidas como GRAS,

(Generally Recognized as Safe) (Caplice y Fitzgerald, 1999).

Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) constituyen la microbiota mayoritaria del embutido y
participan en practicamente todos los fendbmenos madurativos (Hammes y col.,, 1990). Los
recuentos de BAL aumentan rapidamente durante la maduracién, hasta valores del orden de
10%-10° ufc/g. Las especies mas comunes son Lactobacillus sakei, L. curvatus, L. plantarum,
L. pentosus, Pediococcus acidilactici y P. pentasaceus (Geisen y col., 1992), siendo las tres
primeras las mas frecuentes en los embutidos espanoles (Hugas y Monfort, 1997). Las BAL
son microorganismos tipicamente fermentativos que pueden seguir dos rutas metabdlicas para
hidrolizar los hidratos de carbono: homofermentativa y heterofermentativa. La primera es la
que, practicamente de manera exclusiva, produce acido lactico, responsable del descenso de
pH durante la fermentacion. La acidificacién implica diversos efectos beneficiosos (Bacus y
Brown, 1982; Geisen y col., 1992; Hugas y Monfort, 1997):

¢ Inhibicidn del crecimiento de microorganismos indeseables y patégenos, facilitando la

conservacion.

e Coagulacion proteica, a un pH préximo al punto isoeléctrico de las proteinas carnicas, que

permite el desarrollo de la textura y cohesion caracteristicas de este tipo de producto.
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¢ Reduccién de la capacidad de retencién de agua de las proteinas carnicas, acelerando el

proceso de secado.
¢ Induccion de las reacciones de reduccién de nitratos y nitritos a 6xido nitrico.

e Modulacion las reacciones enzimaticas que contribuyen al desarrollo del aroma y flavor'.

Las BAL también pueden expresar cierta actividad lipolitica y proteolitica contribuyendo
directamente a la formacion de compuestos aromaticos y por tanto al desarrollo del aroma y
flavor caracteristicos, aunque suelen presentar mas peptidasas que proteasas (Hammes y col.,
1990; Nychas y Arkoudelos, 1990).

Cocos Gram-positivos catalasa-positivos

Simultaneamente al crecimiento de las BAL, se observa el desarrollo de otro grupo microbiano
importante: los cocos Gram-positivos catalasa positivos (CGC+) con actividad nitrato y nitrito
reductasa. Dentro de este grupo los mas abundantes, gracias a su mejor crecimiento en
anaerobiosis, son los estafilococos coagulasa-negativos (S. xylosus, S. carnosus). Los
recuentos de este tipo de microorganismos pueden alcanzar recuentos de 10°-10" ufc/g. La
acidificacién del medio inhibe su crecimiento a medida que avanza la maduracion de los
embutidos (Leistner, 1995).

El papel de estos microorganismos en los procesos de fermentacion de la carne se centra

principalmente en (Nychas y Arkoudelos, 1990; Leistner, 1995; Orddnez y de la Hoz, 2001):

e Actividad nitrato y nitrito reductasa: convierten los nitratos a nitritos y, éstos a 6xido nitrico

que contribuye a la formacion del color de curado.

e Actividad catalasa, degrada los peroxidos, evitando posibles alteraciones de color por
oxidacién de pigmentos, asi como las reacciones de oxidacién lipidica que podria provocar

defectos organolépticos en el producto final.

e Actividad proteolitica y lipolitica, que generan una amplia variedad de precursores de
sustancias aromaticas y compuestos volatiles que contribuyen a la obtencion de las

propiedades organolépticas caracteristicas.

Se han descrito especies de Staphylococcus capaces fermentar azucares y producir acido
lactico. Sin embargo, la contribucion de los CGC+ a la degradacion de los hidratos de carbono

es minima (Talon y col., 2002).

14 ' se utilizara a partir de este punto el término inglés flavor, que segun la norma UNE 87001:1994 define el
conjunto complejo de propiedades olfativas y gustativas percibidas durante la degustaciéon (AENOR,
1997).



Introduccién General

1.2.1.3 Seguridad de los embutidos crudos-curados

Riesgos microbioldgicos

El riesgo de Salmonella en embutidos fermentados se considera generalmente bajo
(CE, 2003). Los embutidos fermentados permiten el control de Salmonella gracias a la
reduccion de la a,, y al rapido desarrollo de las BAL, que reducen el pH. Sin embargo, a pesar
de que se trata de un alimento estable, Salmonella puede sobrevivir en este tipo de productos
(Smith y col., 1975; Levine y col., 2001), habiéndose descrito diversos brotes causados por
Salmonella en embutidos (Van Netten y col.,, 1997; Moore, 2004). En cuanto a L.
monocytogenes, se ha descrito su crecimiento durante la fermentacion y supervivencia en el
producto acabado (Johnson y col.,, 1988; Junttila y col., 1989; Aymerich y col., 2003). Los
obstaculos presentes en los embutidos en general son insuficientes para evitar el crecimiento
de L. monocytogenes (Farber y Peterkin 1991; Farber y col., 1993), asi como de E. coli
0O157:H7 (Glass y col., 1992; Nissen y Holck, 1998). En Estados Unidos se asocié un brote de
L. monocytogenes con el consumo de salami (Schwartz y col., 1989). S. aureus puede tolerar
las condiciones ambientales de los embutidos, pero resulta un pobre competidor frente a las
BAL y CGC+ utilizados como cultivos iniciadores (Metaxopoulos y col., 1981a; Metaxopoulos y
col., 1981b). Por otra parte, el crecimiento de esporas de Bacillus y Clostridium, procedentes
principalmente de las especias utilizadas como ingredientes y, en menor medida, de la carne
se puede controlar por acciéon de los nitritos y valores bajos de pH y a, (Nordal y Gudding,
1975).

Produccién de aminas bidgenas

Las aminas biégenas (AB) se forman a partir de aminoacidos precursores, por la accion de
enzimas de origen microbiano. Existen aminas de estructura aromatica: histamina, tiramina,
feniletilamina y triptamina, provenientes de la descarboxilacion de la histidina, tirosina,
fenilalanina y triptofano, respectivamente; y aminas de estructura alifatica: putrescina,
cadaverina y agmatina, provenientes de la descarboxilacion de la lisina, ornitina y arginina,
respectivamente. Entre los microorganismos capaces de formar AB, Enterobacteriaceae se
asocia a la produccion de cadaverina y/o histamina, y las BAL (en especial Enterococcus) a la
produccion de tiramina (Bover-Cid y col., 2005). Es importante destacar que la capacidad para
formar una o mas aminas, asi como la intensidad aminogénica varian ampliamente entre
especies e incluso entre cepas bacterianas (Bover-Cid y col., 2001).

El consumo de grandes cantidades de AB, tales como histamina y tiramina, puede causar
efectos toxicoldgicos. Se han observado crisis hipertensivas graves provocadas por interaccion
de las AB con los medicamentos inhibidores de la mono-aminooxidasa (IMAO), utilizados
basicamente como antidepresivos. Un riesgo adicional indirecto de algunas AB es su

contribucién a la formacion de nitrosaminas potencialmente cancerigenas, especialmente en
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los productos carnicos con nitratos y nitritos afiadidos, tratados térmicamente o ahumados.
Aunque las concentraciones de nitrosaminas en carne y productos carnicos, exceptuando el
bacon, suelen ser bajas (Scanlan, 1995).

La carne, los productos frescos y los productos tratados térmicamente no deberian contener
aminas bidégenas. La presencia de diaminas (cadaverina y putrescina) e histamina en la carne
se relaciona con su alteracién, al ser producidas generalmente por enterobacterias vy
pseudomonas, que son también los principales causantes del deterioro de la carne.
Consecuentemente, las AB son dutiles indicadores para valorar el estado higiénico de los
productos carnicos (Hernandez-Jover y col., 1996). Sin embargo, en los productos carnicos
crudos-curados, la fermentacion favorece la formacién de AB como cosecuencia del desarrollo
de una gran variedad de microorganismos potencialmente aminogénicos, y a la protedlisis y
consecuente mayor disponibilidad de aminoacidos precursores. La presencia de AB en
alimentos fermentados se ha demostrado ampliamente (Montel y col., 1999; Parente y col.,
2001; Bover-Cid y col., 2005). Los microorganismos fermentativos, especialmente la microbiota
endogena, juegan un papel importante en la acumulacion de AB (Roig-Sagués y col., 1996;
Bover-Cid y col., 2001; Parente y col.,, 2001). Por consiguiente, la seleccién de cultivos
iniciadores no amiogénicos resulta esencial para prevenir la acumulacion de aminas biégenas

en los embutidos (Maijala y col., 1995; Bover-Cid y col., 2000).

1.2.2 PRODUCTOS CARNICOS TRATADOS POR CALOR

La norma de calidad especifica de los productos carnicos tratados por calor establece que el
tratamiento térmico aplicado a estos productos debe de ser suficiente para lograr la
coagulacion de las proteinas carnicas, y su envasado debe asegurar que el producto se
mantenga inalterado en las condiciones normales de almacenamiento y conservacion
(Presidencia del Gobierno, 1983).

1.2.2.1 Tecnologia de los productos carnicos tratados por calor

Ingredientes

La sal comun (NaCl) actia como agente depresor de la actividad de agua facilitando la
conservacion del producto y contribuyendo al sabor del mismo. Ademas, la sal juega un papel
esencial en la solubilizacion de las proteinas cérnicas y en la expansién de sus estructuras
cuaternarias, contribuyendo por tanto, a la retencion de agua y a la ligazén en el producto
terminado. En productos carnicos cocidos se afiade en torno al 2% de sal. Los azucares se
usan fundamentalmente como depresores de la actividad de agua, aunque también influyen de
manera importante en el sabor del producto. El papel fundamental del nitrito esta relacionado
con la formacién del color tipico de los productos cocidos. Tal y como se habia descrito para

los embutidos crudos-curados, a partir del nitrito se forma el 6xido nitrico que reacciona
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principalmente con la Mb formando NOMb. Como consecuencia del tratamiento térmico se
produce la desnaturalizacién de la NOMb dando lugar a la apariciéon del nitrosil hemocromo,
pigmento de color rosado. El nitrito ejerce un efecto bactericida sobre Enterobacteriaceae,
Clostridium perfringens y S. aureus, siendo especialmente letal para Clostriduim botulinum
(Lopez y col., 2001). El ascorbato sédico tiene tres funciones basicas: reductor frente al nitrito,
permitiendo la formacion de nitrosomioglobina de manera mas rapida y con menores
cantidades de nitrito, estabiliza el color del producto acabado y contribuye a evitar la formacion
de las nitrosaminas cancerigenas. Finalmente, los fosfatos aumentan la capacidad de retencion
de agua y favorecen la solubilizacion y extraccion de proteinas miofibrilares, responsables de la

ligazén.

Proceso de fabricacion

El proceso descrito a continuacion corresponde a la fabricacién de jamén picado cocido extra.
El jamén cocido de categoria extra se caracteriza por presentar: un valor maximo relacién
humedad/proteina de 4,13, azucares totales maximos de 1,5%, ausencia proteinas afiadidas,
agar-agar, alginatos y carragenatos en cantidad maxima de 0,2% y fosfatos totales maximos de
7.500 ppm (Presidencia del Gobierno, 1983).

En la primera etapa del proceso se procede a acondicionar las materias primas. Tales
operaciones incluyen, entre otras, el deshuesado y troceado de la carne. A continuacién se
procede al picado de la carne. Durante esta operacion se rompen las fibras musculares
permitiendo al medio solvente (agua y cloruro sodico) extraer las proteinas solubles. Para ello
se emplea una picadora de placas o una picadora de cuchillas (cutter). Las proteinas disueltas
tienen propiedades fijadoras de agua y grasa, formando emulsiones con una textura adecuada
(Lopez y col., 2001). Después del picado, la carne se mezcla con los demas ingredientes para
obtener el producto deseado. La mezcla puede realizarse en una amasadora, en la cutter o en
molinos coloidales. Es importante que esta etapa se realice en ausencia de aire para evitar
oxidaciones indeseables, por ello normalmente se utilizan equipos de picado y amasado que
trabajen al vacio (Rodriguez Rebollo, 1998). A continuacién se procede al embutido de la masa
de carne en tripas o en envases flexibles. Una vez realizada la embuticién, se procede al
tratamiento térmico de los productos. El proceso de coccion se puede realizar tanto por
inmersién del producto en agua caliente como en camaras de vapor que actuan como un

horno-armario de coccion.

A continuacion se detallan los principales objetivos de la coccion (Lopez y col., 2001):

e Coagulacién de las proteinas carnicas, para ello se debe obtener una temperatura minima

de calentamiento en el centro del producto de 65°C.

¢ Inactivacion de las enzimas de la carne (entre 60-70°C), responsables del deterioro de la

textura y caracteristicas organolépticas del producto.
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e Obtencion de las caracteristicas organolépticas, color, sabor y consistencia adecuadas.

e Reduccién del numero de microorganismos.

El proceso de coccion debe disefarse de manera eficiente para optimizar la capacidad de
conservacion y estabilidad del color con un rendimiento y sabor aceptables.

Tras la coccion, los productos deben someterse a un enfriamiento hasta alcanzar una
temperatura entre 0-2°C. Un enfriamiento lento, a temperatura ambiente, resulta de interés para
obtener una mayor cohesion del producto. Sin embargo, este proceso acostumbra a ser
demasiado largo y podria permitir el desarrollo de microorganismos. Para acelerar el descenso
de la temperatura se pueden utilizar tuneles de enfriamiento o duchas de agua (Rodriguez
Rebollo, 1998).

El producto se envasa al vacio en un material con baja permeabilidad al oxigeno, con el
objetivo de evitar deterioro del color durante su conservacion (Rodriguez Rebollo, 1998). El
almacenamiento resulta decisivo para la calidad del producto y para impedir el crecimiento de
microorganismos. Es aconsejable conservar los productos carnicos tratados por calor a
temperaturas entre 0 y 5°C.

Es posible que el producto se someta a una manipulacién posterior al procesado, consistente
en loncheado o troceado y reenvasado. Las operaciones post-procesado deben realizarse en
locales especialmente destinados a tal fin para evitar la recontaminaciéon del producto y a
temperaturas no superiores a los 12°C, siendo recomendable realizar la manipulacién en salas

blancas.

1.2.2.2 Microbiologia de los productos carnicos tratados por calor

Los productos carnicos pasteurizados son productos sensibles al deterioro. El bajo contenido
de sal (alrededor del 2%), valores de pH en torno a 6,0 y valores de actividad de agua
superiores a 0,95, son solo pequefias barreras para inhibir el crecimiento de microorganismos
(Mataragas y col., 2003). Las BAL, capaces de crecer en condiciones de refrigeracion, son las
principales responsables del deterioro de los productos carnicos cocidos envasados en
atmosferas libres de oxigeno (Devlieghere y col., 2000). El deterioro del producto se manifiesta
a través del agriado, aparicion de limo, exudado de jugo y frecuente hinchazén del envase, que
acostumbra a producirse antes de la fecha de caducidad del producto.

Un estudio financiado por la CE detectd recuentos de microorganismos totales de 10® ufc/g en
un 95% de las muestras de jamon cocido loncheado tomadas en comercios minoristas. Estos
resultados pusieron de manifiesto la sensibilidad de este tipo de productos a la contaminacién
microbiana (Anonimo, 1996). En el mismo estudio se detectdé la presencia de
L. monocytogenes en el 16% de las muestras. Para prevenir la presencia de L. monocytogenes
en el jamon cocido, es necesario no sélo asegurar una adecuada coccion (temperatura minima

de 65°C en el centro durante un minimo de 40 min (Carlier y col., 1996), sino también prevenir
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la recontaminacion durante el loncheado y envasado. Por otro lado, Samelis y col. (1998)
describieron a Lactobacillus sakei y Leuconostoc mesenteroides spp. mesenteroides,
provinentes de la recontaminacion durante el loncheado, como principales agentes causantes
de alteracién en jamdn cocido almaceando a 4°C y 12°C. Mientras que la principal causa de
deterioro del jamoén cocido entero fue un grupo no identificado de Leuconostoc. Aparte de las
BAL, no detectaron crecimiento de otros microorganismos en el jamén envasado al vacio, ni
entero ni loncheado. La formacién de limo constituye otro problema de calidad derivado del
crecimiento microbiano. Diversas cepas productoras de limo (Leuconostoc carnosum CTC747 y
L. sakei CTC746) han sido aisladas a partir de muestras de jamén cocido defectuoso (Aymerich
y col., 2002).

Las causas de contaminacion en embutidos cocidos pueden deberse a la supervivencia de los
microorganismos al tratamiento térmico a causa de la aplicacién de una temperatura o tiempos
de coccion inadecuados. Sin embargo, la mayor causa de contaminacion por patdégenos se
debe a la contaminacion cruzada durante la manipulacion posterior al tratamiento térmico
(CFIA, 1998). La exposicion del producto durante el pelado, loncheado y reenvasado supone
un riesgo de recontaminaciéon para los productos carnicos listos para el consumo. En el
supuesto de contaminacién por L. monocytogenes, su capacidad para crecer a bajas

temperaturas permite su multiplicacion en alimentos refrigerados.

1.3 TECNOLOGIAS DE CONSERVACION EMERGENTES

El desarrollo de tecnologias no térmicas, alternativas y/o complementarias a los tratamientos
de conservacion tradicionales, responde a la demanda creciente de alimentos minimamente
procesados. Entre estas tecnologias se tratard con detalle el tratamiento de alta presién

hidrostatica y la aplicacién de antimicrobianos naturales.

1.3.1 TRATAMIENTO DE LOS ALIMENTOS POR ALTA PRESION HIDROSTATICA

La alta presion hidrostatica (APH) es una tecnologia no térmica que permite aumentar la
seguridad microbiologica de los alimentos y alargar su vida util. El tratamiento APH es
especialmente interesante para aquellos alimentos con caracteristicas funcionales y
sensoriales sensibles al calor. La presion no deteriora nutrientes termolabiles tales como las
vitaminas, ni altera los compuestos de bajo peso molecular, fundamentalmente aquéllos
responsables del aroma y el sabor (Smelt, 1998). Sin embargo, se produce la desnaturalizacién
o modificacion de las proteinas, inactivacion de enzimas, cambios en las interacciones

sustrato-enzima, asi como en hidratos de carbono y grasas (Butz y Tauscher, 2002).
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1.3.1.1 Principios generales y equipos de alta presion hidrostética

Los efectos de la alta presion hidrostatica estan gobernados por dos principios: el principio de
Le Chatelier y el principio de Pascal. El principio de Le Chatelier mantiene que cualquier
fendbmeno que implique una reducciéon de volumen se vera potenciado cuando se aplica
presion. Por otro lado, el principio de Pascal sostiene que el incremento de presién aplicado a
una superficie de un fluido incompresible, contenido en un recipiente indeformable, se transmite
de manera instantanea y con el mismo valor a cada una de las partes del mismo, por lo que se
transmitira de manera uniforme al alimento, independientemente de su tamafio y geometria
(Smelt, 1998).

Un equipo tipico de APH consiste en una camara de presurizacion, fluido transmisor de la
presion (normalmente agua para usos alimentarios) y bombas para generar la presiéon. Las
camaras de presurizacion para uso comercial acostumbran a tener capacidades de 35 a 350
litros. Los alimentos, previamente envasados, se introducen en la camara de presurizacion,
ésta se cierra y se carga el fluido transmisor. Una vez se ha alcanzado la presiéon deseada, el
bombeo de fluido se para, las valvulas se cierran y la presidon se mantiene sin necesidad de
aportacion adicional de energia. Las presiones utilizadas habitualmente en la industria

alimentaria se sitian en el intervalo de 300 a 700 MPa (Ordoinez y col., 2004).

1.3.1.2 Efecto de la APH sobre los microorganismos

Factores intrinsecos

Existen numerosas referencias sobre los cambios inducidos por el tratamiento de presion en
las células microbianas, incluyendo alteraciones en la membrana celular, en la morfologia de
las células, efectos sobre las proteinas, enzimas y mecanismos genéticos (Hoover y col., 1989;
Smelt, 1998; Tewari y col., 1999). Sin embargo, los mecanismos de inactivacion microbiana
todavia no se han clarificado por completo (Patterson, 2005).

La presion no inhibe o destruye una funcioén celular especifica sino que afecta una combinacion
de procesos. Como consecuencia de la presurizacion se han observado diversos efectos:
compresioén del gas de las vacuolas, separacion de la membrana y la pared celular, formacion
de poros en la pared celular, modificaciones en los nucleos y los organulos intracelulares,
coagulacion de la proteina citoplasmatica y liberacion de constituyentes intracelulares (Téllez y
col., 2001). Por otro lado, existen evidencias del dafo fisico y la pérdida de funcionalidad
provocados por la presion sobre la membrana celular (Smelt, 1998; Wouters y col., 1998).
Parece que las células en fase exponencial de crecimiento son inactivadas de manera
irreversible a causa de la presién. Al contrario, las células en fase estacionaria tienen una
membrana citoplasmatica mas robusta que les proporcionaria una mayor resistencia a la
presion (Mafias y Mackey, 2004). La membrana celular juega un papel muy importante en el
transporte y respiracion celular. La desestabilizacion de la membrana aumenta su

permeabilidad, causando importantes dafios en la célula. La pared celular se ve afectada en
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menor medida que la membrana y, normalmente, no se detectan cambios morfoldgicos en
procariotas.

La formacion de enlaces de hidrogeno implica una reduccién de volumen y se ve por tanto
favorecida por el aumento de la presion. La presurizacion favorece la desnaturalizacion
proteica. A presiones bajas o moderadas (<100 MPa), la formacion de enlaces de hidrogeno
permite mantener la estructura helicoidal de las proteinas, minimizandose asi los efectos sobre
éstas. Presiones del orden de 100-300 MPa comportan una desnaturalizacion reversible, y
presiones superiores a 300 MPa provocan la desnaturalizacion irreversible de las proteinas
(Hoover y col., 1989). La presion afecta también a las interacciones hidrofébicas. A presiones
inferiores a 100 MPa, éstas experimentan un aumento de volumen y se disocian, mientras que
a presiones superiores, las interacciones hidrofébicas van acompanadas de una reduccién de
volumen y acostumbran a estabilizarse (Hoover y col., 1989). Los efectos inhibidores de la
presion sobre los microorganismos también se podrian atribuir a la inactivacion de enzimas.
Las principales razones de la inactivacién de las enzimas son la alteracién intramolecular de las
estructuras y cambios conformacionales en el centro activo. Los acidos nucleicos, aun siendo
sensibles a la presion, resultan mas resistentes que las proteinas, posiblemente a causa de la
mayor cantidad de enlaces intramoleculares de hidrogeno presentes en el ADN. A pesar de la
estabilidad del ADN frente a la presion, los procesos de replicacion y trascripcion, mediados por
enzimas, se pueden interrumpir a causa de la presion (Smelt, 1998).

El grado de inactivacion microbiana provocado por la APH depende, en primer lugar, del tipo de
microorganismo afectado. La sensibilidad de los microorganismos a la presion se puede
ordenar, de mayor a menor: mohos y levaduras, bacterias Gram-negativas, bacterias Gram-
positivas, virus y esporas bacterianas (Ordéfiez y col., 2004). Los mohos y levaduras son
inactivados a presiones entre 200-300 MPa. Las bacterias Gram-negativas son destruidas
generalmente a presiones entre 300-400 MPa, aunque patégenos de interés alimentario como
E. coli O157:H7 presentan una elevada resistencia a la presion (Patterson y col., 1995). Entre
las bacterias Gram-positivas merecen especial mencion las especies del género
Staphylococcus, que pueden sobrevivir tras la aplicacion de presiones de 500 MPa durante 60
min (Earnshaw y col., 1995). Los virus son muy heterogéneos por lo que su resistencia es muy
variable. Las esporas microbianas pueden resistir presiones superiores a 1.000 MPa

(Kalchayanand y col., 1998).

Factores extrinsecos

Son numerosos los factores que pueden condicionar los efectos de la APH sobre los
microorganismos. Entre ellos se encuentran: la temperatura, el tiempo de tratamiento, la
presion aplicada, la presencia de sustancias antimicrobianas y la matriz alimentaria utilizada.
Valores de pH acidos aumentan la sensibilidad frente a la APH (Smelt, 1998; Alpas y col.,
2000). Ademas valores bajos de pH retrasan el inicio del crecimiento de las células dafadas
por la presion. Otro factor de gran importancia es la actividad de agua que, por si misma, inhibe

eficazmente el crecimiento microbiano. Sin embargo, ésta se comporta de forma antagénica,
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dado que a menor a,, mayor es la resistencia a la presion (Ordéfiez y col.,, 2004). La
composicion del medio también influye de manera decisiva sobre el efecto de la presion.
Medios ricos en nutrientes acostumbran a aumentar la tolerancia de los microorganismos a las
altas presiones (Hoover y col., 1989).

Las células bacterianas sometidas a un tratamiento por APH sufren un dafio que puede ser
reversible si se dan condiciones favorables durante un almacenamiento prolongado en un
substrato adecuado (Styles y col., 1991; Patterson y col., 1995; Chen y Hoover, 2003). La
posible resistencia a la presurizacién de las células microbianas implica la necesidad de
realizar un seguimiento microbiolégico del producto tratado por alta presién durante su
conservacion, para evaluar la posible recuperacion de las células danadas durante la vida util

del producto (Garriga y col., 2002a).

1.3.1.3 Presurizacion de productos carnicos

El efecto antimicrobiano de la presidn se presenta como el principal atractivo para aplicar la alta
presion hidrostatica a los productos carnicos. Garriga y col. (2002a) describieron una reduccion
de E. coli, S. aureus y levaduras después de un tratamiento APH (600 MPa, 6 min, 31°C) de
jamon cocido loncheado, sin recuperaciéon durante 120 dias en refrigeracion. En el producto
acabado no se detectdé Campylobacter, pero si prevalencia de L. monocytogenes y Salmonella.
Por su parte, Shigehisa y col. (1991) observaron la eliminacion de S. Thyphimurium en
homogeneizados carnicos tratados a 300 MPa (10 min, 25°C). Carlez y col. (1993) observaron
la total inactivacion de Citrobacter freundii, Pseudomonas fluorescens y L. innocua a 20°C,
aplicando presiones superiores a 280, 200 y 400 MPa, respectivamente. A su vez, el
tratamiento de carne picada a 400-450 MPa descrito por Carlez y col. (1994) inhibi6 totalmente
el crecimiento de microorganismos. No obstante, pasados 3-9 dias del tratamiento, se detect6
Pseudomonas spp. en la carne refrigerada a 3°C, demostrandose asi que las células no
quedaron completamente inactivadas, y pudieron recuperar la viabilidad.

El efecto de la presion en el color y en el contenido de la mioglobina de carne picada envasada
al vacio, en aire y en oxigeno fue investigado por Carlez y col. (1995). Se observé decoloracion
de la carne sometida a 200-350 MPa. Presiones entre 200-500 MPa provocaron un descenso
del contenido de mioglobina y oximioglobina, mientras que a 400-500 MPa aumenté de
metamioglobina. Por otro lado, Brunn y Skibsted (1996) describieron un descenso de la
oxidacién de la nitrosomioglobina al aumentar la presién en un modelo carnico curado.
Finalmente, Cheah y Ledward (1996) relacionaron el efecto de la presion sobre la oxidacion
lipidica de la carne picada de cerdo. Las muestras presurizadas mostraron una oxidacion mas
rapida que los controles a presiones superiores a 300 MPa. La presurizacion aumenté la
desnaturalizacion de las proteinas miofibrilares y sarcoplasmaticas, asi como la oxidacion de la

mioglobina/ oximioglobina a metamioglobina.
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1.3.2 ADICION DE ANTIMICROBIANOS NATURALES

La tendencia general a reducir los niveles de aditivos sintéticos afiadidos a los alimentos ha
aumentado el interés hacia los antimicrobianos naturales, producidos por bacterias

seleccionadas.

1.3.2.1 Lactato- Diacetato

Los lactatos sddico y potasico son sales del acido lactico presentes de forma natural en el
tejido animal. El lactato actia como agente bacteriostatico incrementando la fase de latencia de
los microorganismos. La accion especifica del lactato se atribuye a mecanismos que interfieren
en el metabolismo microbiano tales como la acidificacion intracelular y la interferencia del
transporte de protones a través de la membrana celular. El lactato tiene un espectro de
actuacion amplio, mostrandose efectivo contra microorganismos Gram-positivos y Gram-
negativos. Entre ellos, se ha descrito su capacidad para inhibir el crecimiento de patdégenos
tales como Salmonella, L. monocytogenes, S. aureus y Clostridium. Ademas, el lactato provoca
una reduccioén de los valores de a,, de los alimentos (Rodriguez, 2005). La adicién de lactato a
alimentos con valores de pH neutros favorece la extension de su vida util (Houtsma y col.,
1993). Los lactatos presentan, en general, un pH neutro, de manera que su aplicacién no altera
el pH del alimento. La presencia de lactato en los productos cérnicos reduce la formacién de
exudados debido a su capacidad tamponadora, que estabiliza los valores de pH a lo largo de
su vida util (Rodriguez, 2005). Diversos autores han descrito los efectos antimicrobianos de los
lactatos anadidos a productos carnicos (Shelef y Potluri, 1995; Eckert y col., 1997; Devlieghere
y col.,, 2000). Cantidades de lactato entre un 2-4% inhibieron el crecimiento de
L. monocytogenes en productos carnicos refrigerados entre 1 y 10°C (Weaver y Shelef, 1993;
Miller y Acuff, 1994; Blom y col., 1997).

Por otro lado, el diacetato sédico, acidificante de origen natural, es también un potente agente
antimicrobiano. Diversos estudios han descrito su capacidad para inhibir L. monocytogenes, a
concentraciones iguales o superiores al 0,2%, en productos carnicos (Schlyter y col., 1993;
Blom y col., 1997). La aplicacion combinada del lactato y diacetato sédico provoca un efecto
sinérgico que incrementa su efecto inhibitorio contra L. monocytogenes (Samelis y col., 2000;
Mbandi y Shelef, 2002).

El uso del lactato sédico (E-325), el lactato potasico (E-326) y el diacetato sédico (E-262-I1)
como aditivos para la fabricacion de productos carnicos esta permitido en Europa (CE, 1995) y
en EEUU (FSIS/USDA, 2000). Desde el punto de vista sensorial, para evitar la aparicién de
sabores anormales en los productos carnicos, se recomienda afiadir una cantidad de diacetato
entre el 0,10 y el 0,12%. En cuanto al lactato, no se han detectado connotaciones sensoriales

negativas derivadas de su aplicacion.
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1.3.2.2 Bacteriocinas

Las bacterias acido lacticas (BAL) forman parte de la microbiota endégena de la carne y juegan
un importante papel en su conservacion. Las BAL inhiben del crecimiento de microorganismos
alterantes y patdégenos, gracias a la competencia por los nutrientes y a la producciéon de
metabolitos antimicrobianos tales como: acidos organicos, peréxido de hidrégeno, didéxido de
carbono, diacetilo, etanol y bacteriocinas (Hugas y col., 2002). Las bacteriocinas producidas
por las BAL son péptidos de bajo peso molecular, catiénicos, hidrofébicos, anfipaticos. La
produccién de bacteriocinas responde a una funcion protectiva, en la medida que inhibe el
crecimiento de microorganismos competidores por el mismo nicho ecoldgico o los mismos
nutrientes. Por este motivo, las bacteriocinas normalmente acostumbran a ser efectivas contra
un pequeno espectro de microorganismos, similares al productor y que compiten con él por un
mismo y escaso recurso (Deegan y col., 2006).

Las bacteriocinas producidas por las BAL se pueden clasificar en diversos grupos, aunque la
mayoria pertenecen a las clases | y Il. En los ultimos afios se ha producido una emergencia de
las bacteriocinas pertenecientes al grupo lla, que se presentan como uno de los grupos de
péptidos antimicrobianos mas interesantes para usar en la conservacion de alimentos
(Cleveland y col., 2001).

Las bacteriocinas de la clase lla son péptidos pequefios (<10 kDa), compuestos por 37 a 48
aminoacidos, no-lantibiéticos, termoestables, catidnicos y con valores de pl situados en un
rango de pH de 8 a 10. Su estructura consistente en un grupo hidrofilico N-terminal y un grupo
hidrofébico y/o amfifilico C-terminal. Las bacteriocinas pertenecientes a la clase lla, por su
homologia a la pediocina PA-1, son denominadas como bacteriocinas afines a la pediocina
(Hugas y col., 2002).

Las bacteriocinas inducen la permeabilizaciéon de la membrana celular, probablemente derivada
de la formacion de poros ién-selectivos que provocan la pérdida de la fuerza motriz proténica y
el agotamiento del ATP intracelular (Drider y col., 2006). En un primer momento, la bacteriocina
interactua con las estructuras superficiales de la célula diana, tales como la membrana y/o una
molécula receptora. La union inicial viene influenciada por la composicion y carga de la
membrana, y la presencia, disponibilidad y estructura de un receptor. El siguiente efecto se
produce a nivel de composicién de la membrana, la estructura de la C-terminal de las
bacteriocinas y la presencia de proteinas inmunes (Drider y col., 2006).

El espectro antimicrobiano se define como el grupo de cepas que muestran sensibilidad frente
a una bacteriocina. Las bacteriocinas de la clase lla tienen un espectro de actividad bastante
limitado. Todas las bacteriocinas de la clase lla descritas hasta el momento presentan actividad
antagonista contra L. monocytogenes (Drider y col., 2006). También se ha descrito su actividad
contra otras bacterias Gram-positivas tales como Enterococcus, Bacillus cereus, y

Staphylococcus aureus.
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Enterocinas

Las enterocinas A y B son producidas por Enterococcus faecium CTC492 (Aymerich y col.,
1996; Nilsen y col., 1998). Ambas han mostrado su actividad contra bacterias Gram-positivas
como Clostridium sporogenes, Clostridium tyrobutyricum, Propionibacterium spp.,
L. monocytogenes y S. aureus (Casaus y col., 1997). Sin embargo, no se ha observado efecto
inhibitorio alguno sobre bacterias Gram-negativas. La enterocina A pertenece al grupo de
bacteriocinas afines a la pediocina (peso molecular de 4.829 Da), mientras que la enterocina B
es una bacteriocina no afin a la pediocina (peso molecular de 5.465 Da) (Aymerich y col.,
2000). Entre ellas, la enterocina A es la que presenta mayor actividad, especialmente frente a

L. monocytogenes y S. aureus (Casaus y col., 1997).

Aplicacion en alimentos

Las bacteriocinas se pueden aplicar a los alimentos de maneras muy diversas: como cultivos
iniciadores, como envase activo incluidas en un envase o tripa, en la masa carnica y/o
pulverizado en la superficie del alimento (Hugas y col., 2002).

La nisina (E-234) es la unica bacteriocina incluida en la lista positiva de aditivos alimentarios,
RD 142/2002 (Ministerio de Sanidad y Consumo, 2002). Esta normativa limita el uso de la
nisina como conservante a los siguientes alimentos, en las cantidades maximas especificadas:
postres a base de semolina y tapioca (3 mg/Kg), queso fundido y curado (12,5 mg/Kg),
mascarpone y clotted cream (10 mg/Kg). La nisina es la Unica bacteriocina producida
industrialmente, comercializada en dos formatos Nisaplin™ y Crisin®. En el mercado se
pueden encontrar productos derivados de fermentaciones microbianas que contienen
bacteriocinas (p.e. ALTA™ y Microgard®). Al tratarse de productos derivados de Ila
fermentacion, éstos pueden ser utilizados como ingredientes para alargar la vida util de los
alimentos (Aymerich y col., 1998).

La efectiva inhibicion de L. monocytogenes por parte de bacteriocinas se ha demostrado en
gran variedad de productos carnicos: en carne fresca (Nielsen y col., 1990), en embutidos
fermentados (Campanini y col., 1993; Hugas y col., 1995), en salchichas tipo frankfurt (Yousef y
col., 1991; Degnan y col., 1992) y en jamén cocido (Aymerich y col., 2005).

1.3.2.3 Envasado activo

El envasado activo es un concepto innovador que puede definirse como un tipo de envasado
en que el envase, el producto y el entorno que lo rodea interaccionan para alargar la vida util de
los alimentos, mejorar las propiedades organolépticas y/o seguridad alimentaria, manteniendo
la calidad del producto (Vermeiren y col., 1999; Suppakul y col., 2003). El envasado activo
permite mejorar la funcionalidad del envase gracias a la adicién de una sustancia activa al
material de envasado (Appendini y Hotchkiss, 2002). Los componentes activos incorporados al
envase pueden ser capaces, por ejemplo, de absorber oxigeno, controlar la concentracion de

diéxido de carbono o etileno, desprender etanol, liberar antioxidantes, regular la humedad o
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controlar el crecimiento de microorganismos (Gennadios y col., 1997; Vermeiren y col., 1999;
Han, 2000). Las bacteriocinas se pueden incorporar al material de envasado destinado a entrar
en contacto con el alimento, formando un envase antimicrobiano. Este sistema combina la
funcion conservante de las bacteriocinas con los materiales convencionales de envasado, que
protegen el alimento de los contaminantes externos (Deegan y col., 2006).

El principal objetivo del envasado antimicrobiano es la extension de la vida util del producto y la
reduccioén del riesgo de microorganismos patégenos. El crecimiento de los microorganismos se
ve limitado o inhibido gracias a la prolongacion de la fase de latencia, a la reduccion de la tasa
de crecimiento y/o a la reduccion de los recuentos microbiolégicos. Las sustancias
antimicrobianas afadidas al material de envasado migraran al alimento de forma gradual
durante el almacenamiento y la distribucion del mismo. Esta tecnologia de envasado resulta
efectiva para evitar o minimizar la contaminacion superficial de los alimentos, de aqui el interés
de su aplicacion en productos carnicos listos para el consumo en los que, debido a la
manipulacion post-procesado, la contaminaciéon ocurre principalmente en la superficie del
producto (Han, 2005). El envasado antimicrobiano permite reducir la cantidad de agentes
antimicrobianos que normalmente se afiaden a los alimentos, ya sea superficialmente (spray o
inmersién) o afiadidos directamente a la masa carnica. El envasado antimicrobiano permite una
liberacion controlada del agente antimicrobiano, evitando la rapida difusién del antimicrobiano
de la superficie al interior de la masa carnica. Algunos agentes antimicrobianos usados en el
envasado de alimentos son acidos organicos, sulfitos, nitratos, alcoholes y antimicrobianos
naturales (Han, 2000). Las sustancias antimicrobianas utilizadas en el envasado de alimentos
que pueden migrar hacia el alimento son considerados aditivos alimentarios, por lo que deben

cumplir la legislacién vigente (Ministerio de Sanidad y Consumo, 2002).

Biopolimeros

Los problemas medioambientales derivados del elevado consumo de material plastico en el
sector alimentario, y el hecho de que el petroleo sea una fuente de energia no renovable, cada
vez mas escasa, han conducido a una continua evolucidon del sector. El desarrollo de
materiales de envasado a base de biopolimeros supone el uso de materiales biodegradables, y
ha permitido dar salida a productos agricolas y naturales infrautilizados. Los biopolimeros se
pueden extraer directamente de fuentes naturales, es el caso del alginato y la zeina, o se
pueden sintetizar, como el polivinil alcohol (PVA). Novamont (ltalia), Fkur Kunststoffe Gmbh
(Alemania), EarthShell Corporation (EEUU), NODAX (EEUU), son ejemplos de compafiias que
comercializan materiales de envasado fabricados a base de biopolimeros a nivel mundial
(Liu, 2006).

El principal interés del uso del alginato en alimentos se debe principalmente a sus propiedades
espesante, estabilizante, capacidad de formacion de geles, y estabilizacion de emulsiones. Se
trata de un polisacarido hidrofilico extraido de diversas especies de alga marrén
(Phaeophyceae). Los alginatos contienen grupos cargados negativamente que pueden

interaccionar con moléculas cargadas positivamente para formar redes tridimensionales. La
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capacidad de formacion de gel del alginato con CaCl, es una técnica ampliamente utilizada. En
la fabricacion de laminas de alginato, el CaCl, también se utiliza para insolubilizar las laminas
obtenidas después de la evaporacion de disolvente. La zeina es una proteina perteneciente al
grupo de prolaminas encontradas en el endosperma del maiz. Es soluble en alcohol e insoluble
en agua debido a su bajo contenido en aminoacidos polares (Buffo y Han, 2005). Las laminas
obtenidas a partir de zeina son fragiles y necesitan un plastificante para flexibilizarlas. La zeina
muestra un gran potencial para usos como coberturas comestibles o como material de
envasado (Buffo y Han, 2005). EI PVA es un polimero sintético y soluble en agua. Sus
caracteristicas fisicas dependen del método de obtencion por hidrélisis o hidrélisis parcial del
polivinil acetato (DeMerlis y Schoneker, 2003). En EEUU esta aceptado su uso en la industria
cosmeética, farmacéutica y como aditivo indirecto en alimentos. La FDA reconoci6 el PVA como
Generally Recognized as Safe (GRAS) para su uso en coberturas y suplementos dietéticos
(FSIS/USDA, 2004). En Europa, un informe reciente de la EFSA relativo al uso del PVA como
cobertura y suplemento alimentario en forma de tabletas y/o capsulas concluye que no supone
un riesgo para la seguridad (EFSA, 2005).

Existen dos categorias de fabricacion de laminas de envasado: seco o humedo (Guilbert y col.,
1996). El proceso humedo utiliza solventes para dispersar los polimeros, seguido de un secado
para evaporar el solvente y formar una estructura laminar. Para usos alimentarios, los
solventes mas habituales son agua, etanol y sus mezclas. Todos los ingredientes utilizados
para su fabricacion deben mezclarse homogéneamente con el solvente. La soluciéon obtenida
se puede utilizar como cobertura, aplicada directamente sobre el alimento, o bien se puede
extender sobre una superficie plana, obteniéndose una lamina después de la evaporacion del

solvente (Cooksey, 2001).

Envasado antimicrobiano biodegradable de productos carnicos

En los ultimos afios ha aumentado el interés por la aplicacion de coberturas comestibles y
laminas preparadas con materiales biodegradables, para reducir la contaminacién microbiana
de los productos carnicos. Siragusa y Dickson (1992) describieron el uso de coberturas
comestibles en productos carnicos. El recubrimiento de la carne cruda con una soluciéon de
alginato y acidos organicos resulté efectivo para reducir los niveles de L. monocytogenes,
Salmonella Thyphimurium y E. coli O157:H7 en 1,8, 2,11 y 0,7 logaritmos, respectivamente.
Ouattara y col. (2000) prepararon laminas antimicrobianas con inclusién de acido propiénico o
acético en una matriz de quitosano, con o sin adicién de acido laurico o cinamaldehido, y los
aplicaron a embutido tipo bologna, jamén cocido y pastrami. El envasado antimicrobiano
provocé un considerable retraso del crecimiento de la poblacién de Enterobacteriaceae
(endégena) y Serratia liquefaciens (inoculada de forma controlada), sin afectar al crecimiento
de las bacterias lacticas. Las laminas con cinamaldehido produjeron la mayor inhibicién. El uso
de bacteriocinas en el envasado antimicrobiano ha sido objeto de diversos estudios. Scannell y
col. (2000) incorporaron nisina y lacticina 3147 a hojas de celulosa utilizadas para envasar

jamon cocido en atmésfera modificada (40:60, nitrdgeno: didxido de carbono). Observaron una
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reduccién de la poblacién de bacterias lacticas asi como una reduccién de 2 y 2,8 log ufc/g de
L. innocua y S. aureus, respectivamente. Por otro lado, Lungu y Johnson (2005) estudiaron el
efecto antilisteria en salchichas de pavo recubiertas con zeina (Z), con nisina (N), diacetato
sédico (D) y/o lactato sddico (L). Después de 28 dias de almacenaje no se detectd presencia
de L. monocytogenes en las salchichas recubiertas con Z-N-D y Z-N-D-L. Finalmente, Natrajan
y Sheldon (2000) obtuvieron una reduccion de la poblacion de Salmonella Thyphimurium en
pollo envasado con laminas de alginato y agar con nisina incorporada como agente

antimicrobiano.

1.3.3 COMBINACION DE TECNOLOGIAS DE CONSERVACION

La contaminacion final de un producto carnico es la consecuencia del crecimiento de
microorganismos alterantes y/o patdgenos durante su vida Uutil. Estos microorganismos
provienen de las materias primas contaminadas, y han sobrevivido al procesado, o son
contaminantes introducidos durante el procesado. Las condiciones fisico-quimicas
(temperatura, pH, nutrientes, a,, y composicién de las atmdsferas) aplicadas durante el proceso
constituyen barreras que juegan un papel crucial en el crecimiento de los microorganismos
contaminantes.

Los productos carnicos listos para el consumo son productos que van a ser consumidos sin
coccién adicional. Si a ello sumamos que las caracteristicas de los productos fermentados de
baja acidez y los productos cocidos loncheados suponen débiles barreras al crecimiento
microbiano, surge la necesidad de aplicar tecnologias adecuadas que sirvan de obstaculos al
crecimiento de microorganismos patégenos y deteriorantes.

El concepto de la combinacién de obstaculos, tal y como se ha comentado anteriormente, es
un concepto tradicionalmente utilizado para la obtenciéon de productos carnicos fermentados
(Leistner y Gorris, 1995). Resulta especialmente interesante su aplicacion en el caso de las
tecnologias emergentes de conservacion que buscan un procesado minimo de los alimentos
(Leistner, 2000). La combinacion de tratamientos no térmicos con otras tecnologias de
conservacion puede: (1) producir un efecto aditivo o sinérgico de los tratamientos, (2) reducir la
intensidad de los tratamientos individuales para conseguir la inactivacion, y/o (3) prevenir la
proliferacion de supervivientes durante el almacenamiento del alimento (Raso y Barbosa-
Canovas, 2003).

En este sentido, se ha demostrado una mayor sensibilidad a las bacteriocinas de las células
dafiadas subletalmente (Kalchayanand y col., 1992). La mayor efectividad del uso combinado
de la APH vy las bacteriocinas se ha demostrado in vitro (Kalchayanand y col., 1994) y en

productos carnicos (Garriga y col., 2002b; Aymerich y col., 2005).
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Objetivo del estudio

2.1 JUSTIFICACION

El presente estudio se integra en la linea de investigacion de la unidad de microbiologia
alimentaria del IRTA. Durante la ultima década, el objetivo principal de este grupo investigador
se ha centrado en el desarrollo de estrategias para mejorar la calidad higiénico-sanitaria de
productos carnicos fermentados, frescos y cocidos. El grupo ha trabajado en la
bioconservacion natural de productos fermentados mediante la adiciéon de bacteriocinas o de
cultivos iniciadores que las produzcan, tales como L. sakei CTC494 (productor de sakacina K) y
E. faecium CTC492 (productor de enterocina A y B) (Hugas y col., 1995; Aymerich y col., 2000).
Se ha estudiado la adicion de bacteriocinas a productos carnicos cocidos mediante su
aplicacion por pulverizacion sobre la superficie del producto loncheado (Hugas y col., 1998;
Aymerich y col., 2000). En productos cocidos se ha constatado el efecto inhibitorio de la alta
presion hidrostatica (400 MPa, 10 min, 17°C) sobre patégenos y microorganismos alterantes, y
se ha evaluado su aplicacion combinada con antimicrobianos (Garriga y col., 2002; Aymerich y
col., 2005).

En el presente trabajo, en base a los antecedentes descritos y siguiendo las lineas de
investigacion de la unidad, se plantearon diversas estrategias consistentes en la combinacién
de barreras al crecimiento microbiano con el objetivo de mejorar la seguridad de embutidos
crudos-curados poco acidos y jamon cocido loncheado, minimizando el impacto sobre la

calidad global del producto final y el medio ambiente.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Evaluacién del efecto del tratamiento por alta presiéon hidrostatica (APH), aplicado antes
del proceso de maduracién de embutidos crudos-curados poco acidos, en la supervivencia

de patdgenos alimentarios.

2. Estudio del efecto del tratamiento por APH, aplicado después del proceso de maduracion
de embutidos crudos-curados poco acidos, y de la adicion de cultivos iniciadores para
inactivar patégenos alimentarios, microorganismos alterantes y evitar la acumulacion de

aminas bidgenas.

3. Valoracién del impacto de la APH, aplicada después de la maduracién de embutidos
crudos-curados poco acidos, y de la adiciéon de cultivos iniciadores seleccionados en las

propiedades quimicas, fisicas y sensoriales del producto objetivo de estudio.

4. Evaluacion del efecto de la APH, antimicrobianos naturales y temperatura de refrigeracion
sobre Listeria monocytogenes durante la conservacion de jamoén cocido loncheado.

Valoracion de la eficacia de los tratamientos frente a la rotura de la cadena de frio.
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Objetivo del estudio

5. Estudio del efecto del envasado de jamén cocido loncheado en laminas biodegradables

con inclusion de enterocinas, para controlar el crecimiento de L. monocytogenes durante la

conservacion del producto.

6. Evaluacion del efecto de la APH, envasado antimicrobiano con enterocinas y temperatura

de refrigeracion sobre L. monocytogenes, durante la conservacion de jamoén cocido

loncheado. Comprobacion de la eficacia de los tratamientos frente a la rotura de la cadena

de frio.

2.3 DISENO EXPERIMENTAL

Segun los objetivos descritos se realizaron los experimentos resumidos a continuacion:

Inoculacion
Producto Apartado Tecnologias aplicadas patégenos Parametros estudiados
3.1.1 - APH (pre-maduracion) Salmonella spp. - Microbiologia (evolucion
patdgenos, BAL)
L. monocytogenes
- Calidad: color
3.1.2 - Cultivos iniciadores Salmonella spp. - Microbiologia (evolucién
- APH (post-maduracion) L. monocytogenes patogenos, B.AL'
Embutidos Enterobacteriaceae,
S. aureus Enterococcus)
poco acidos: » .
- Implantacién de cultivos
fuet y chorizo ) .
- Aminas bidgenas
. _ No . . . .
3.1.3 - Cultivos iniciadores - Microbiologia (evolucion
- Enterobacteriaceae,
- APH (post-maduracion) BAL, Enterococcus)

- Calidad: color, textura,
oxidacioén, analisis
sensorial

3.21 - Antimicrobianos naturales L. monocytogenes - Microbiologia (evolucion
como aditivos (enterocinas Enterobacteriaceae,
y lactato-diacetato) BAL,Listeria)
- APH
- Refrigeracion (1°C, 6°C)
Jamoén
cocido 3.2.2 - Envasado antimicrobiano L. monocytogenes - Microbiologia (evolucion
oncheado” (enterocinas) Enterobacteriaceae,
oncheado isteri
- Refrigeracion (6°C) BAL Listeria)
3.2.3 - Envasado antimicrobiano L. monocytogenes - Microbiologia (evolucion
(enterocinas) Enterobacteriaceae,
- APH BAL,Listeria)
- Refrigeracion (1°C y 6°C)
44 ' Se fabrico jamon picado cocido de calidad extra (véase apdo. 1.2.2.1), producto que, a partir de este

punto, se denominara como jamén cocido para mayor simplicidad.
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Resultados

3.1 EMBUTIDOS CRUDOS-CURADOS POCO ACIDOS

3.1.1 EVALUACION DE LA ALTA PRESION HIDROSTATICA COMO UNA BARRERA ADICIONAL
PARA CONTROLAR LISTERIA MONOCYTOGENES Y SALMONELLA ENTERICA EN

EMBUTIDOS CRUDOS-CURADOS POCO ACIDOS

Evaluation of high pressure processing as an additional hurdle to

control Listeria monocytogenes and Salmonella enterica in low acid

fermented sausages.

Journal of Food Science 70(7): M339-M344. (2005).
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Begonya Marcos, Teresa Aymerich, Margarita Garriga. “Evaluation of high pressure
processing as an additional hurdle to control Listeria monocytogenes and Salmonella enterica in
low-acid fermented sausages”. Journal of food science. Vol. 70, issue 7 (2005) : p. 339-344

http://dx.doi.org/10.1111/j.1365-2621.2005.tb11477.x

Authors are with Inst. for Food Research and Technology (IRTA), Meat Technology Center, Granja Camps

i Armet, 17121 Monells, Spain. Direct inquiries to author Garriga (E-mail: margarita.garriga@irta.es).

Abstract

Low-acid fermented sausages (fuet and chorizo) were manufactured to evaluate the combined
effect of high pressure processing (HPP) and ripening on foodborne pathogens. Raw sausages
inoculated with a three-strain cocktail of Salmonella ser. Derby, London, and Schwarzengrund,
and a three-strain cocktail of L. monocytogenes ser. 1/2 ¢ and 4b were pressurized at 300 MPa
for 10 min at 17 °C. Afterwards, sausages were ripened at 12 °C and 80% RH for 27 d.
Salmonella counts decreased in all studied sausages during ripening. However, the application
of HPP as an additional hurdle to the ripening process produced a greater decrease in the
Salmonella population, showing lower counts (3 MPN/Q) in ripened sausages. By contrast,
lower values of L. monocytogenes counts were obtained in non-treated (NT) than in pressurized
sausages due to the delay of pH drop caused by HPP inactivation of endogenous lactic acid
bacteria. After pressurization of raw sausages at 300 MPa, a discoloration of sausages was

observed, coinciding with an increase in L* values.
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Resultados

3.1.2 USO DE CULTIVOS INICIADORES Y ALTA PRESION HIDROSTATICA PARA MEJORAR LA
HIGIENE Y SEGURIDAD DE LOS EMBUTIDOS CRUDOS-CURADOS POCO ACIDOS

Starter cultures and high pressure processing to improve the

hygiene and safety of slightly fermented sausages.

Journal of Food Protection 68 (11): 2341-2348. (2005).
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Margarita Garriga®, Begonya Marcos®, Belén Martin!, M. Teresa Veciana-Nogués?, Sara
Bover-Cid?, Marta Hugas®, Teresa Aymerich®. “Starter cultures and high-pressure processing
to improve the hygiene and safety of slightly fermented sausages”. Journal of food science. Vol.
68, Number 11 (November 2005) : p. 2341-2348

http://www.ingentaconnect.com/content/iafp/jfp/2005/00000068/00000011/art00012

1:Institut de Recerca i Tecnologia Agroalimentaries, Meat Technology Centre, Granja Camps i Armet,
17121 Monells, Spain 2: Departament de Nutricié i Bromatologia-Centre de Referéncia en Tecnologia
d'Aliments, Facultat de Farmacia, Universitat de Barcelona, Avinguda Joan XXIII s/n, 08028 Barcelona,

Spain

Abstract

The effectiveness of selected starter cultures and high hydrostatic pressure after ripening was
evaluated to improve the safety and quality of slightly fermented sausages. Inhibition of
common foodborne pathogens, spoilage bacteria, and biogenic amine content was studied.
Random amplification of polymorphic DNA and plasmid profiles were used to monitor the
competitiveness of the starter cultures during fermentation and ripening. Lactobacillus sakei
CTC6626 and Staphylococcus xylosus CTC6013 dominated L. sakei CTC6469 and S. xylosus
CTC6169 independently of the product assayed. Starter cultures were able to control the growth
of Listeria monocytogenes, Enterobacteriaceae, Enterococcus, and the biogenic amine content.
A pH decrease below 5.3 at the seventh day of fermentation was crucial. Salmonella spp.
counts decreased significantly during ripening independently of the use of starter culture and
product. High hydrostatic pressure treatment was necessary to ensure absence of Salmonella
spp. in final products.
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Resultados

3.1.3 VALORACION DEL EFECTO DE LA ALTA PRESION HIDROSTATICA Y LOS CULTIVOS
INICIADORES EN LA CALIDAD DE LOS EMBUTIDOS CRUDOS-CURADOS POCO ACIDOS

Assessment of high hydrostatic pressure and starter culture on the

quality properties of low-acid fermented sausages.

Meat science 76 (1): 46-53. (2007).
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Abstract

The addition of starter culture and high pressure processing after ripening improved the
microbial quality of low-acid fermented sausages (fuet and chorizo). The use of Lactobacillus
sakei CTC6626 and Staphylococcus xylosus CTC6013 as starter culture significantly reduced
Enterobacteriaceae and Enterococcus levels in the finished sausages. Moreover, the addition of
starter culture produced sausages of similar quality to traditional low-acid fermented sausages.
Slightly lower pH values and higher cohesiveness were obtained for both fuet and chorizo with
starter culture. Sensory analysis showed no differences between lots of chorizo whereas starter
fuet was more acid and gummy. High pressure induced an additional reduction of
Enterobacteriaceae in non-starter sausages. An increase of textural properties was observed
after pressurization. No other differences were observed between non-treated and pressurized

sausages.

Keywords: Low-acid fermented sausages; Traditional sausages; Starter culture; High pressure

processing
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Resultados

3.2 JAMON COCIDO LONCHEADO

3.2.1 EFECTO COMBINADO DE ANTIMICROBIANOS NATURALES Y ALTA PRESION
HIDROSTATICA PARA PREVENIR EL CRECIMIENTO DE LISTERIA MONOCYTOGENES

DESPUES DE UNA ROTURA DE LA CADENA DE FRIO DURANTE LA CONSERVACION DEL
JAMON COCIDO

Combined effect of natural antimicrobials and high pressure
processing to prevent Listeria monocytogenes growth after a cold
chain break during storage of cooked ham.

Food Control. doi:10.1016/j.foodcont.2007.02.005. (2007).
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Abstract

The effect of high pressure processing (400 MPa for 10 min) and natural antimicrobials
(enterocins and lactate—diacetate) on the behaviour of Listeria monocytogenes in sliced cooked
ham during refrigerated storage (1 °C and 6 °C) was assessed. The efficiency of the treatments
after a cold chain break was evaluated. Lactate—diacetate exerted a bacteriostatic effect against
L. monocytogenes during the whole storage period (three months) at 1 °C and 6 °C, even after
temperature abuse. The combination of low storage temperature (1 °C), high pressure
processing (HPP) and addition of lactate—diacetate reduced the levels of L. monocytogenes
during storage by 2.7 log CFU/g. The most effective treatment was the combination of HPP,
enterocins and refrigeration at 1 °C, which reduced the population of the pathogen to final

counts of 4 MPN/g after three months of storage, even after the cold chain break.

Keywords: Listeria monocytogenes; Enterocins; Lactate; Diacetate; High pressure processing;

Temperature
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Resultados

3.2.2 ENVASADO ANTIMICROBIANO BIODEGRADABLE PARA CONTROLAR LISTERIA
MONOCYTOGENES DURANTE LA CONSERVACION DEL JAMON COCIDO

Use of antimicrobial biodegradable packaging to control Listeria

monocytogenes during storage of cooked ham.

International Journal of Food Microbiology (en revision*).

* Revision en proceso desde 12-01-07 (pendiente de decision final por parte del editor). 85
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Resultados

Abstract

The antimicrobial effect against L. monocytogenes of biodegradable films (alginate, zein and
polyvinyl alcohol) containing enterocins was investigated. Survival of the pathogen was studied
by means of challenge tests performed at 6°C during 8 and 29 days, for air-packed and
vacuum-packed sliced cooked ham, respectively. Air packaging was tested with two
concentrations of enterocins (200 and 2000 AU/cm?). Control air-packed cooked ham showed
an increase of L. monocytogenes from 10* to 10’ CFU/g after 8 days. By contrast, packaging
with antimicrobial films effectively slowed down the pathogen’s growth, leading to final counts
lower than in control lots. Air-packaging with alginate films containing 2000 AU/cm? of enterocins
effectively controlled L. monocytogenes for 8 days. An increase of only 1 log unit was observed
in zein and polyvinyl alcohol lots at the same enterocin concentration. Vacuum packaging with
films containing enterocins (2000 AU/cm?) also delayed the growth of the pathogen. No
increase from inoculated levels was observed during 15 days in antimicrobial alginate films.
After 29 days of storage, the lowest counts were obtained in samples packed with zein and
alginate films containing enterocins, as well as with zein control films. The most effective
treatment for controlling L. monocytogenes during 6°C storage was vacuum-packaging of sliced
cooked ham with alginate films containing 2000 AU/cm? of enterocins. From the results obtained
it can concluded that antimicrobial packaging can improve the safety of sliced cooked ham by

delaying and reducing the growth of L. monocytogenes.

Keywords: biodegradable films, enterocins, air/ vacuum packaging, L. monocytogenes

88



Resultados

3.2.3 ALTA PRESION HIDROSTATICA Y ENVASADO ANTIMICROBIANO BIODEGRADABLE
PARA CONTROLAR LISTERIA MONOCYTOGENES DURANTE LA CONSERVACION DEL

JAMON COCIDO

High pressure processing and antimicrobial biodegradable
packaging to control Listeria monocytogenes during storage of

cooked ham.
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Resultados

Abstract

The efficiency of combining high pressure processing (HPP) and active packaging technologies
to control L. monocytogenes growth during the shelf life of artificially inoculated cooked ham
was assessed. Three lots of cooked ham were prepared: control, packaging with alginate films,
and packaging with antimicrobial alginate films containing enterocins. After packaging, half of
the samples were pressurized. Sliced cooked ham stored at 6°C experienced a quick growth of
L. monocytogenes. Both antimicrobial packaging and pressurization delayed the growth of the
pathogen. However, at 6°Cthe combination of antimicrobial packaging and HPP was necessary
to achieve a reduction of inoculated levels without recovery during 60 days of storage. Further
storage at 6°C of pressurized antimicrobial packed cooked ham resulted in L. monocytogenes
levels below the detection limit (day 90). On the other hand, storage at 1°C controlled the
growth of the pathogen until day 39 in non-pressurized ham, while antimicrobial packaging and
storage at 1°C exerted a bacteriostatic effect for 60 days. All HPP lots stored at 1°C led to
counts <100 CFU/g at day 60. Similar results were observed when combining both
technologies. After a cold chain break no growth of L. monocytogenes was observed in
pressurized ham packed with antimicrobial films, showing the efficiency of combining both

technologies.

Keywords: biodegradable films, enterocins, high pressure processing, L. monocytogenes
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Discusion General

El conocimiento de la capacidad de un proceso de fabricacién para reducir los riesgos
microbiolégicos, resulta fundamental para producir alimentos de calidad higiénica garantizada y
bajo riesgo de patdgenos. Con este objetivo, para cada tipo de producto fabricado, se ha
destinado la primera parte de la discusion a describir la evolucidon microbiana durante el
proceso de fabricacion o conservacion, segun el caso, del producto control. Posteriormente, se
ha evaluado la incorporacion de tecnologias complementarias al proceso de fabricacion

estandar para mejorar la calidad del producto acabado.

4.1 EMBUTIDOS CRUDOS-CURADOS POCO ACIDOS

Durante la maduracion, los embutidos se vuelven alimentos mas estables y seguros como
consecuencia de la sucesion de barreras al crecimiento microbiano (Leistner, 1995). Tal y
como se apuntaba en el apartado 1.2, los embutidos fermentados se consideran generalmente
productos de bajo riesgo, a causa de la reduccion de los valores de a,, y pH (4,8 a 5,0), capaz
de inhibir los microorganismos patégenos a temperatura ambiente (Barbuti y Parolari, 2002).
Sin embargo, en los embutidos madurados en frio, caracterizados por presentar valores finales
de pH =5,3 (Aymerich y col., 2003), se ha minimizado una de las barreras al crecimiento de
microorganismos. Por consiguiente, sera decisivo monitorizar el proceso de fabricacion de este
tipo de embutidos madurados en frio y la seguridad final resultante del mismo.

Como objeto de estudio (apdo. 3.1) se fabricaron dos clases de embutido de pequefo calibre,
fuet y chorizo, representativos de este tipo de productos ligeramente fermentados. Los fuets y
chorizos se fabricaron con una composicion basica comun, exceptuando las especias,
diferentes segun el tipo de producto (pimienta negra en fuet; ajo, pimentdén dulce y pimentdn
picante en chorizo), y los nitratos y nitritos, afiadidos Unicamente a la formulacion de los fuets.
La maduracion de los embutidos se realizd en condiciones tipicas para obtener un producto
poco acido: 12°C y 80% de humedad relativa durante un periodo de 21 a 28 dias.

Durante el proceso de maduraciéon se monitorizé la evolucion de los valores de pH y a,, por su
influencia decisiva tanto en la composicion microbiana como en la estabilidad de los embutidos
(Lizaso y col., 1999). La actividad de agua de los embutidos se reduce durante el proceso de
elaboracién a causa de los solutos afiadidos vy, principalmente, de la deshidratacion que se
produce de forma paulatina (Ordéfiez y de la Hoz, 2001). El proceso de maduracion provoco,
en todos los ensayos, un descenso gradual de la actividad de agua, desde valores de 0,98 en
el producto fresco, hasta valores en un rango de 0,86-0,88 en el producto acabado (apdos.
3.1.1-3.1.3). De manera diferente, se observé una gran variabilidad en la evolucién de los
valores de pH obtenidos por fermentacién espontanea, segun el ensayo. Los valores minimos

de pH obtenidos a causa de la formacion de acido lactico por parte de las BAL enddgenas se
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situaron en un amplio rango, 5,3-5,8 en los fuets y 5,2-5,7 en los chorizos (apdo. 3.1.1 y lotes
control apdos. 3.1.2 'y 3.1.3).

Por otro lado, el control de los microorganismos que participan del proceso de fabricacién de
los embutidos (microbiota tecnolégica, alterante y patégena) resulta fundamental para la
obtencién de productos que cumplan los criterios de calidad organoléptica, higiénica y de
seguridad. Al tratarse de productos crudos, sin tratamiento térmico, en los embutidos se
encuentra una gran variedad de microbiota enddgena, proveniente de la carne y materias
primas utilizadas (véase apdo. 1.2.1), cuya evolucion puede afectar la seguridad e higiene de
este tipo de productos. En los apdos. 3.1.1-3.1.3 se muestra la evolucién de los
microorganismos tecnoldgicos (LAB, CGC+) y alterantes (Enterobacteriaceae y Enterococcus)
endogenos.

El crecimiento rapido de las bacterias acido lacticas al inicio de la maduracion es importante
para provocar una rapida acidificacion del embutido y asegurar su calidad higiénica (Nychas y
Arkoudelos, 1990; Raccach, 1992; Licke, 1998). La diferente evolucion de los valores de pH
segun el ensayo, responde a diferencias en el crecimiento de las BAL enddgenas. En los
apdos. 3.1.1y 3.1.2 se observo un rapido crecimiento de las BAL hasta la fase estacionaria que
se tradujo en un descenso del pH del producto hasta valores de 5,2-5,5. Por el contrario, en el
apdo. 3.1.3 las BAL, a pesar los elevados recuentos iniciales, experimentaron un crecimiento
lento y se mostraron incapaces de reducir los valores de pH. Estos resultados evidencian la
variabilidad derivada de la fermentacion espontanea y, consecuentemente, la falta de control
del proceso de fermentacion en los embutidos tradicionales.

Los bajos recuentos de Enterobacteriaceae y Enterococcus (102-103) detectados en la mezcla
carnica inicial (apdos. 3.1.2 y 3.1.3), inferiores a los descritos por otros autores (Papa y col.,
1990; Sanz y col., 1998; Castafio y col., 2002), sugieren una adecuada calidad higiénica de las
materias primas utilizadas. Elevados recuentos de Enterobacteriaceae se han relacionado con
la produccion de aminas biégenas (Bover-Cid y col., 2001a) y olores sulfurosos que pueden
reducir la aceptabilidad sensorial de los embutidos (Garriga y col., 1996). Por consiguiente, el
control de la poblacion de Enterobacteriaceae durante el proceso de maduracién es importante
desde el punto de vista sanitario y sensorial. Diversos autores han descrito una reduccion y
desaparicion de Enterobacteriaceae a medida que evoluciona el proceso de maduracion debido
a las condiciones de salinidad, anaerobiosis y acidez que se desarrollan (Licke, 1998; Lizaso y
col., 1999). En el presente estudio se observd un crecimiento de Enterobacteriaceae durante
los primeros dias del proceso en los embutidos control, coincidiendo con valores de a,
elevados. Posteriormente, las condiciones desarrolladas durante la maduracion, permitieron
controlar o reducir los recuentos. Por otro lado, al final del proceso se observaron mayores
recuentos de Enterobacteriaceae en los chorizos que en los fuets (apdos. 3.1.2. y 3.1.3). Las
diferencias entre ambos productos podrian relacionarse con su diferente composicion. La
inclusion de nitratos y nitritos, efectivos inhibidores de Enterobacteriaceae (Castafo y col.,
2002; Gonzalez y Diez, 2002), a la formulacién de los fuets podrian relacionarse con este

efecto inhibitorio.
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Por lo que respecta al género Enterococcus, no existe un claro consenso sobre la aceptacion
de su presencia en los alimentos. Por un lado, su presencia resulta interesante como cultivos
iniciadores, por su potencial para mejorar la apariencia de los alimentos y por su capacidad
para producir bacteriocinas (Trovatelli y Schiesser, 1987; Arihara y col., 1994; Coppola y col.,
1998; Aymerich y col., 2000). Sin embargo, algunos autores los consideran microorganismos
indeseables, indicadores de contaminacion fecal, responsables del deterioro de productos
carnicos y de la produccion de aminas biégenas (Roig-Sagués y col., 1997; Franz y col., 1999;
Giraffa, 2002). Ademas, durante las ultimas décadas, han tomado importancia como patdégeno
nosocomial, aunque no se han relacionado con infecciones de origen alimentario (Carton y col.,
1993). En los embutidos control, las condiciones que se sucedieron durante la fermentaciéon no
evitaron el crecimiento de los enterococos que experimentaron, principalmente durante los
primeros dias de maduracién, un importante crecimiento (apdos. 3.1.2. y 3.1.3). Los
enterococos son microorganismos muy resistentes a condiciones adversas, hecho que permite
su supervivencia y multiplicacion durante la fermentacion de los embutidos (Omar y col., 2004;
Deleg y col., 2005). Su resistencia al cloruro sédico y a valores bajos de a,, explicarian por qué,
a diferencia de las enterobacterias, no se observé reduccion del numero de enterococos en
ningin embutido control al avanzar la maduracién.

La acumulacion de aminas bidgenas en los embutidos supone un riesgo para el consumidor
(véase apdo. 1.2.1.3), de aqui la importancia de controlar su produccién durante la maduracién.
La presencia de AB en los embutidos se estudid en el apartado 3.1.2. En los chorizos control
se observd acumulacion de tiramina, putrescina y cadaverina durante el proceso, mientras que
en los fuets control se detectd un bajo contenido de tiramina, y no se detecté putrescina ni
cadaverina. La presencia de putrescina y cadaverina en productos fermentados se ha
relacionado con elevados recuentos de Enterobacteriaceae (Bover-Cid y col., 2001b; Bover-Cid
y col., 2003), mientras que las BAL constituyen el principal grupo microbiano productor de
tiramina, siendo los enterococos particularmente activos (Bover-Cid y col.,, 2000). La
acumulacion de putrescina y cadaverina en los chorizos control coincidi® con mayores
recuentos de Enterobacteriaceae en este producto. Asimismo, cabe considerar diferencias en
la composicion de la poblacion de enterobacterias entre productos. Los ingredientes utilizados
para cada formulacion aportarian especies y cepas distintas, probablemente con diferente
capacidad aminoacido descarboxilasa a cada producto, y afectarian a su capacidad de
crecimiento y supervivencia. Esta idea seria extrapolable a la acumulacion diferencial de
tiramina observada entre productos, que dependeria de las BAL dominantes en cada uno.

Con el objetivo de estudiar la prevalencia de patdégenos en los embutidos fermentados de baja
acidez se inocul6 artificialmente la masa carnica con una mezcla de cepas de Salmonella spp.,
L. monocytogenes y S. aureus de origen carnico, y se determin6 su capacidad para sobrevivir
ylo crecer en fuet y chorizo (apdos. 3.1.1 y 3.1.2). El proceso de maduracién resulté efectivo no
so6lo para prevenir el crecimiento sino también para reducir la poblacion de Salmonella spp. en
ambos productos. Otros autores han descrito la inhibicion de Salmonella spp. en embutidos de

mayor acidez, con valores finales de pH<5 (lhnot y col., 1998; Nightingale y col., 2006). Las

123



Discusion General

condiciones minimas de crecimiento para Salmonella se sitian alrededor de valores de pH 3,8
y ay 0,94 (ICMSF, 1996). Los embutidos tradicionales no experimentaron, en ningun caso, un
descenso de los valores de pH por debajo de 5. Este hecho junto con la sensibilidad de este
patdgeno a la desecacion sefialan a la reduccion de valores de a, como el principal factor
limitante del crecimiento de Salmonella spp. en este tipo de embutidos poco acidos. Después
de la maduracion los embutidos se almacenaron durante 28 dias a temperatura ambiente
(apdo. 3.1.2). Es importante destacar que este tipo de productos, por sus caracteristicas
finales, no permitieron el crecimiento del patégeno a temperatura ambiente.

El comportamiento de L. monocytogenes en los embutidos control presenté una mayor
variabilidad segun el ensayo, que podria relacionarse con la diferente acidificacion de los
embutidos durante los primeros dias de la maduracién (apdos. 3.1.1 y 3.1.2). Es importante
destacar el efecto determinante del pH sobre el crecimiento de L. monocytogenes cuando los
valores de a,, son todavia altos. En el umbral de crecimiento de L. monocytogenes, diferencias
de pH del orden de 0,1-0,2 (cercanas al limite de reproducibilidad de las medidas de pH)
pueden marcar la diferencia entre crecimiento y no crecimiento (Tienungoon y col., 2000). El
pH minimo de crecimiento de L. monocytogenes se ha establecido en 4,5, sin embargo se ha
descrito un aumento de este valor en presencia de otros factores limitantes del crecimiento
(FSIS, 2002). En los embutidos tradicionales, factores tales como la presencia de la sal,
nitratos y nitritos y especias afiadidas, podrian influir de manera determinante en el valor de pH
inhibitorio del crecimiento de L. monocytogenes durante la primera semana de maduracion,
cuando la a, es de 0,96-0,98. A partir de los resultados obtenidos en los apartados 3.1.1 y
3.1.2, se puede establecer para los chorizos un pH 5,2 como valor limitante del crecimiento de
L. monocytogenes en las condiciones estudiadas. En los fuets, con nitratos y nitritos afadidos,
se observd inhibicion del crecimiento a pH 5,3.

Mas alla de la primera semana de maduracion, no se observd crecimiento del patégeno en
ningun caso, indicando que las condiciones alcanzadas resultaron suficientes para controlar su
crecimiento. En este punto del proceso se registr6 un pH<5,5 y a,<0,95; ambos valores
combinados se consideran como limite de crecimiento de L. monocytogenes en alimentos
(FSIS, 2002). En el apdo. 3.1.2 se observo, segun el producto, un comportamiento diferente de
Listeria. En el producto acabado, se observé un incremento de los recuentos del patégeno
respecto al indculo inicial en los chorizos, mientras que los fuets mostraron niveles finales
iguales a los inoculados. Estos resultados sugieren, una vez mas, la participacion de los
nitratos y nitritos que, en combinacion con el descenso de pH, a, y potencial redox, ejercen un
efecto antimicrobiano (Lueck, 1980; Sanz y col.,, 1998). En el apdo 3.1.1 se observé un
descenso importante de la poblacion de L. monocytogenes al final del proceso de maduracion.
Nightingale y col. (2006) destacaron la importancia de la duracién del proceso para controlar el
crecimiento de Listeria durante la fabricacion de salami. EI mayor tiempo de maduracion
empleado en el apdo 3.1.1 (27 dias) respecto al apdo. 3.1.2 (21 dias), junto con los menores
valores de pH registrados, se revelan como las causas mas probables del descenso final de

L. monocytogenes en el primer ensayo. Por otro lado, cabe destacar la capacidad de
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L. monocytogenes para sobrevivir en condiciones adversas de acidificacion y desecacion. Por
consiguiente, la ausencia de L. monocytogenes en 25 g registrada en los chorizos del apdo.
3.1.1, hizo sospechar de la existencia de un factor antimicrobiano adicional, por ejemplo
bacteriocinas. El estudio de la poblacion de enterococos, potenciales productores de
bacteriocinas, aislados de ambos embutidos, confirmé la presencia de cepas con actividad
antagonista contra L. monocytogenes exclusivamente en los chorizos. Por ultimo, no se
observé crecimiento del patdgeno durante la conservacion del producto acabado a temperatura
ambiente (apdo. 3.1.2). A pesar de que el proceso de maduracién espontanea no permitid
reducir los niveles de contaminacién, se fabricé un alimento estable desde el punto de vista de
L. monocytogenes, al no permitir su crecimiento durante la vida util del producto. La a,,
registrada en el producto acabado (0,86-0,88), inferior al valor minimo de crecimiento de
Listeria, es determinante para la seguridad de los embutidos fermentados de baja acidez.

En cuanto a S. aureus, las condiciones que se sucedieron durante el proceso evitaron su
crecimiento incontrolado, experimentando cierta reduccion en los fuets y un crecimiento
moderado en los chorizos, en ambos casos, menores a 1 logaritmo (apdo. 3.1.2). Existen
evidencias de que S. aureus puede controlarse efectivamente en ambientes con valores de
pH<5,3, por lo que resulta esencial el descenso de los valores de pH durante los primeros dias
del proceso (Bacus, 1984; Sameshima y col., 1998). A pesar de la acidificacion observada en
ambos productos, ésta fue limitada, lo que explicaria por qué S. aureus fue capaz de crecer en
el chorizo, a diferencia del fuet, en que la presencia de nitratos y nitritos habria contribuido de
forma eficaz a controlar el patdégeno. La produccion de enterotoxinas se relaciona con
recuentos de S. aureus por encima de 10° ufc/g (ICMSF, 1996), niveles muy superiores a los
observados a final de proceso de maduracién (apdo. 3.1.2).

De los resultados expuestos, se extrae el potencial del proceso de maduracién de los
embutidos para ralentizar el desarrollo de la microbiota alterante y patégena, evitando su
crecimiento hasta numeros elevados. Sin embargo, la variabilidad observada en los embutidos
tradicionales, con fermentacion espontanea por parte de las BAL enddgenas, refleja los riesgos
derivados de una fermentacion inadecuada provocada por un crecimiento limitado de las BAL y
acidificacion insuficiente del producto. Este hecho sugiere la conveniencia de afiadir cultivos
iniciadores que permitan controlar el proceso y mejorar la homogeneidad del producto final
(Baracco y col., 1982; Garriga y col., 1996).

El empleo de cultivos iniciadores mixtos debidamente seleccionados, compuestos por cocos
Gram-positivos catalasa positivos (CGC+) y lactobacilos competitivos, ofrece las ventajas y
propiedades de los dos grupos microbianos (Aymerich y col., 2004). Esta practica permite
beneficiarse de la contribucién positiva de los estafilococos sobre las cualidades organolépticas
del producto acabado, asi como de la produccion de acido lactico por parte de las BAL (Hugas
y Monfort, 1997). Es importante evaluar las propiedades tecnolégicas de cultivos iniciadores, es
decir su implantacion, competitividad, capacidad acidificante y desarrollo de propiedades
organolépticas durante el proceso de fabricacion (Hugas, 1993; Garriga y col., 1996). En el

presente estudio se seleccionaron, como cultivos iniciadores, cepas de L. sakei y S. xylosus
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aisladas de producto carnicos, sin actividad aminoacido-descarboxilasa in vitro y por lo tanto
incapaces de producir aminas bidgenas. La monitorizacion de las cepas inoculadas evidencio
una mayor implantacién de L. sakei CTC6626 y S. xylosus CTC6013, independientemente del
producto analizado, y por lo tanto de los ingredientes utilizados para su fabricacion (apdo.
3.1.2).

La inoculacion con cultivos iniciadores evidencio recuentos de BAL superiores a los obtenidos
en los embutidos control durante todo el proceso de elaboracion (apdos. 3.1.2 y 3.1.3). En
consecuencia, se produjo un descenso mas rapido y pronunciado de los valores de pH,
alcanzandose valores minimos (5,1-5,4 en los fuets y 4,8-5,2 en los chorizos) a la semana de
maduracion.

Los cultivos iniciadores resultaron utiles para inhibir el crecimiento de Enterobacteriaceae
(apdos. 3.1.2 y fuets del apdo. 3.1.3). Sin embargo, los chorizos con cultivo iniciador del apdo.
3.1.3, a pesar del descenso del pH durante los primeros dias de maduracion, permitieron igual
crecimiento de enterobacterias a los embutidos control. La variabilidad de resultados se podria
explicar por una diferente sensibilidad de las diversas especies y cepas de enterobacterias
presentes segun el ensayo. El comportamiento descrito sugiere que, un descenso rapido y
pronunciado de los valores de pH, no aseguraria per se la inhibicién del crecimiento de
Enterobacteriaceae. De ello se deriva que crecimiento de Enterobacteriaceae puede ser un
problema al inicio del proceso, cuando los valores de a, son superiores a su limite de
crecimiento a,,<0,93 (ICMSF, 1980). Castafo y col. (2002) describieron elevados recuentos de
Enterobacteriaceae (6 log cfu/g) en el segundo dia del proceso de maduraciéon de chorizos
fabricados con similar formulacion y con diferencias de pH considerables (5,9 vs 4,7). A medida
que avanza el proceso de maduracion se reducen los valores de Enterobacteriaceae, a causa
principalmente del descenso de la a,,. En los fuets fabricados con cultivos iniciadores se inhibio
el crecimiento de Enterobacteriaceae durante todo el proceso (apdos. 3.1.2 y 3.1.3). La
inhibicion observada en los fuets con cultivo iniciador contrasta con el crecimiento inicial
descrito en los fuets control. Estos resultados sugieren que la cantidad de nitratos y nitritos
afiadida a los fuets no seria suficiente para inhibir el crecimiento de Enterobacteriaceae al inicio
del proceso. Por el contrario, la estrategia de combinar nitratos y nitritos con cultivos
iniciadores, y por tanto menores valores de pH, fue efectiva para controlar Enterobacteriaceae.
La dificultad observada en controlar la poblacién de Enterobacteriaceae pone de manifiesto la
importancia de seleccionar materias primas de calidad higiénica adecuada, que aseguren la
calidad del producto final.

La adicion de cultivos iniciadores también permitid controlar el crecimiento de Enterococcus,
dando lugar a recuentos inferiores a los observados en el lote control (apdos. 3.1.2 y 3.1.3). De
acuerdo con estos resultados, Bover-Cid y col. (2001c) describieron menores recuentos de
enterococos en fuets poco acidos, inoculados con cultivos iniciadores mixtos, en comparacion
con los respectivos fuets de fermentacion espontanea. Deleg y col. (2005) también observaron
que la adicién de cultivos iniciadores inhibié el crecimiento de Enterococcus faecium, mientras

que otros parametros de la maduracién tales como el pH y el secado no influyeron sobre su
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crecimiento. Dada la resistencia de Enterococcus a valores extremos de pH y salinidad (Giraffa,
2002), estos resultados sugieren que el control de la poblacién en los embutidos con cultivos
iniciadores no se deberia tanto al descenso de los valores de pH observados, como al efecto
de competencia.

La inoculacion de cultivos iniciadores no productores de aminas biégenas in vitro dio lugar a
una reduccion importante de la produccién de tiramina, putrescina y cadaverina durante la
maduracion, conduciendo a la acumulacién de cantidades finales de AB muy bajas en ambos
productos carnicos. La rapida e intensa acidificacién observada en los embutidos con cultivos
iniciadores en comparaciéon con los respectivos lotes control, favorecié la competitividad del
cultivo inoculado en detrimento de la microbiota endégena potencialmente formadora de
aminas bidgenas (lactobacilos, enterococos y enterobacterias). Diversos autores han descrito
una menor acumulaciéon de aminas bidégenas en embutidos inoculados con cultivos iniciadores
(Maijala y col., 1995; Bover-Cid y col., 2001c).

La adicion de cultivos iniciadores no provoco ninguna reduccién adicional de la poblacion de
Salmonella spp. durante el proceso de fabricaciéon. En cuanto a L. monocytogenes, su
crecimiento fue inhibido durante la maduracién de los embutidos inoculados con cultivos
iniciadores (apdo. 3.1.2). El descenso rapido de los valores de pH durante los primeros dias de
maduracion, cuando los valores de a,, todavia eran altos, resultaron decisivos para prevenir su
crecimiento, tal y como han descrito otros autores (Rddel y col., 1993). En los embutidos poco
acidos, la baja temperatura de fermentacion puede provocar un retraso en el descenso de pH.
En estas condiciones, resulta efectivo afiadir cultivos iniciadores que aseguren el descenso de
pH y la competitividad frente al crecimiento de L. monocytogenes (Encinas y col., 1999). El
efecto de los cultivos iniciadores también se detectd durante el almacenamiento de los
embutidos a temperatura ambiente (apdo. 3.1.2), reduciéndose los recuentos hasta valores
finales inferiores al limite de deteccién, 100 ufc/g (resultados no mostrados). Los cultivos
iniciadores evitaron el crecimiento de S. aureus durante la maduracion de los chorizos.
Schillinger y Lucke (1989) describieron la importancia del réapido descenso de los valores de pH
por debajo de 5,3 para inhibir el crecimiento de S. aureus en productos fermentados a
temperaturas en torno a 18°C. En el presente estudio, esta reduccion de pH durante la primera
semana se asegurod, gracias a la inoculacion de los cultivos iniciadores. Metaxopoulos y col.
(1981a; 1981b) también observaron una reduccion significativa del crecimiento de S. aureus
durante la fabricacion de salamis inoculados con cultivos iniciadores (Lactobacillus spp.).

Como resumen, se puede afirmar que los embutidos, fermentados por accion de los cultivos
iniciadores, presentaron valores finales de pH tipicos de los embutidos fermentados de baja
acidez. El descenso de pH, aunque limitado para este tipo de productos de baja acidez, resulté
fundamental para mejorar la seguridad e higiene de los embutidos.

Como se apuntaba en el apartado 1.3.1, el uso de la alta presién hidrostatica como barrera
adicional al crecimiento microbiano parece adecuado, al tratarse de una tecnologia no térmica,
para mejorar la seguridad de los embutidos crudos-curados. Con el objetivo de determinar la

idoneidad de incorporar la presurizacion al proceso de fabricacion de embutidos poco acidos,
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asi como el diagrama de flujo 6ptimo del proceso modificado, se evaluaron los efectos de la
APH aplicada a los embutidos crudos, previa maduracion (apdo. 3.1.1) y a los embutidos
curados, después de la maduracién (apdo. 3.1.2).

El tratamiento de presion (300 MPa) de los embutidos crudos (apdo. 3.1.1) inhibi6 el
crecimiento de las BAL, retrasando el descenso de los valores de pH de los embutidos. La
presurizacion provocé una reduccion inmediata de los niveles de L. monocytogenes. Sin
embargo, se observo una rapida recuperacion de la poblacion durante los primeros dias de la
maduracion, favorecida por el retraso en la acificacion de estos embutidos. La inactivacion de
las BAL endogenas se presenta como la causa mas probable de los menores recuentos finales
del patégeno observados en los embutidos no tratados (NT) respecto a los embutidos
presurizados (APH). Por una parte, como se ha comentado, la APH inhibi6 las BAL v,
consecuentemente, retrasé la acidificacién. Por otra parte, la presion redujo la presencia de
enterococos con actividad antagonista contra Listeria, que pasé del 95% del total de
enterococos estudiados en los embutidos NT, al 27% en los embutidos APH.

Desde el punto de vista del control de Salmonella spp., la presurizacién resulté positiva,
conduciendo a recuentos inferiores en los embutidos APH, en comparacion con los NT durante
todo el proceso. Anteriormente se apuntaba al descenso de los valores de a, como causa
principal de la reduccion de Salmonella spp. durante la maduraciéon. En los embutidos
presurizados, la reducciéon de Salmonella spp. desde los primeros dias de maduracion indicaria
que la presurizacion, si bien no provocéd una reduccién inmediata del patégeno, si daié las
células de forma subletal, sensibilizandolas a valores de a,, limitante, pero que tal y como se ha
visto previamente, resultaban insuficientes para inhibir las células sanas.

El tratamiento de presurizacion de los embutidos crudos a 300 MPa (10 min. a 17°C)
constituyd, por tanto, una barrera adicional para controlar la poblacién de Salmonella. Sin
embargo, la presurizacién previa a la maduracion de los embutidos crudos ejercié un efecto
contraproducente en el control de L. monocytogenes. Este hecho, junto con la alteracion del
aspecto visual de los embutidos crudos (apdo. 3.1.1), hizo necesaria la optimizaciéon de la
aplicacion del tratamiento APH para aprovechar su potencial en el control de Salmonella spp.
Con este objetivo se planted otro ensayo con aplicacion de la APH (400 MPa), después del
proceso de maduracion, en el producto acabado (apdos. 3.1.2y 3.1.3).

El efecto del tratamiento APH aplicado después de la maduracion, se estudié después de la
presurizacion (apdos. 3.1.2 y 3.1.3) y durante la posterior conservacién del producto a
temperatura ambiente (apdo. 3.1.2). La presurizacion provocd una reducciéon inmediata de
niveles de Enterobacteriaceae de los embutidos control (datos no mostrados, apdos. 3.1.2 y
3.1.3). El efecto de la presion sobre Enterococcus fue variable segun el ensayo (apdos. 3.1.2 y
3.1.3). Se ha descrito la resistencia de los enterococos a la presion, aunque se ha observado
diferente sensibilidad entre especies y cepas diversas (Winckel y col., 1997; Fonberg-Broczek y
col., 2005). La heterogeneidad en la poblacion de enterococos segun el tipo de embutido, no
s6lo desde el punto de vista cuantitativo sino cualitativo (Martin y col., 2005), explicaria la

diferente sensibilidad a la APH observada. En cuanto a Salmonella spp., se observé como la
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presurizacién permitid obtener ausencia en 25 g, pasados los 28 dias de almacenamiento a
temperatura ambiente (apdo. 3.1.2). Al final del almacenamiento todos los embutidos,
independientemente de la presurizacién, presentaron niveles de Enterobacteriaceae y
S. aureus por debajo del limite de deteccién (apdo. 3.1.2). Estos resultados reflejan una mejora
de la calidad microbioldgica de los embutidos poco acidos durante su conservacién a
temperatura ambiente, gracias a las condiciones limitantes alcanzadas en estos productos
durante su maduracién. La presurizacion combinada con estas condiciones limitantes del
producto curado habria mejorado el control de Salmonella, Enterobacteriaceae y, por tanto, la
disminucién del contenido en AB.

Probada la eficacia de la utilizacién de cultivos iniciadores y del tratamiento de alta presion
hidrostatica para mejorar la calidad microbiolégica de los embutidos poco &cidos se procedio a
estudiar la incidencia de ambas tecnologias en la calidad final de los embutidos en relacién
con la calidad observada en los embutidos tradicionales obtenidos por fermentacion
espontanea (apdo. 3.1.3). En la fabricacion de embutidos fermentados de baja acidez, la
seleccion de cepas apropiadas para inocularlas como cultivos iniciadores es esencial para
obtener productos con los atributos de calidad caracteristicos de los embutidos tradicionales.
Las cepas seleccionadas fueron L. sakei CTC6626 y S. xylosus CTC6013, por su predominio
durante el proceso de maduracion y mayor implantacioén en fuet y chorizo (apdo. 3.1.2). En el
apartado 1.2.1 se ha aludido al papel que ejercen los cultivos iniciadores en las propiedades
finales de los embutidos. Las BAL inoculadas aseguraron el descenso de los valores de pH,
presentando el producto acabado valores de pH esperados para este tipo de embutidos de baja
acidez (Sanz y col., 1998; Aymerich y col., 2003). Los CGC+ influyen a su vez en la formacion
del color y oxidacion de los acidos grasos libres.

La evaluacion de las propiedades de oxidacién, color, textura y sensorial de los embutidos
(véase apdo. 3.1.3) no mostré alteraciones evidentes de la calidad global de los embutidos
inoculados con cultivos indicadores, que presentaron caracteristicas similares a los embutidos
tradicionales. Igualmente, el tratamiento por alta presion hidrostatica, aplicado después del
proceso de maduracion, no alteré6 las propiedades caracteristicas del producto. La
estabilizacién del producto, como consecuencia de los procesos madurativos, evitd
alteraciones del producto a causa de la presurizacion, al contrario de lo sucedido al aplicar la
APH al producto crudo (apdo. 3.1.1). Considerando estos resultados y la mejora de la
seguridad observada al aplicar la APH (apdo. 3.1.2), el uso de la APH se podria recomendar
como una etapa final en la fabricacion de embutidos fermentados de baja acidez
conjuntamente con la inoculacién de cultivos iniciadores adecuados.

Los resultados expuestos muestran una mejora de la higiene y seguridad de los embutidos
poco acidos al aplicar cultivos iniciadores y APH post-maduracion, como barreras adicionales a
la fermentacién. Ambas tecnologias, aplicadas de forma combinada, ejercieron un efecto
complementario. Los cultivos iniciadores permitieron mejorar la higiene (Enterobacteriaceae,
Enterococcus, AB) y seguridad (L. monocytogenes, S. aureus) de los embutidos, y el

tratamiento APH asegur6é la ausencia de Salmonella spp. en el producto acabado. Sin
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embargo, es importante destacar que dada la complejidad de los procesos madurativos,
fuertemente influenciables por factores tales como las condiciones de ensayo, las materias
primas utilizadas, los cultivos iniciadores seleccionados, o la planta de fabricacion, es
conveniente validar cada proceso productivo previo a la comercializaciéon del producto. Los
procesos de fabricacion deben de ser validados en condiciones reales de fabricacion para
garantizar la eliminacién de cualquier peligro biolégico presente en el producto (Barbuti y
Parolari, 2002).

4.2 JAMON COCIDO LONCHEADO

En un mercado con una creciente demanda de productos listos para el consumo, se ha
producido una diversificacion en la produccién de jamén cocido, surgiendo presentaciones del
producto destinadas a facilitar su venta y consumo. El jamén cocido es un alimento sometido a
un tratamiento de calor suficiente para garantizar su seguridad. Sin embargo, cualquier
operacion posterior de pelado, loncheado, y reenvasado a la que se someta el producto,
incrementa los riesgos de contaminacién. Durante estas operaciones, los diversos
microorganismos patdgenos procedentes del entorno, los manipuladores, el equipo de
fabricacion y los ingredientes crudos pueden provocar una contaminacion cruzada del
producto. Cabe destacar la prevalencia de patégenos como L. monocytogenes en las
superficies de los equipos de fabricacién en la industria carnica (Elischerova y col., 1977;
Chasseignaux y col., 2001; Garriga y col.,, 2004). Si a ello sumamos la capacidad de
L. monocytogenes para crecer a temperaturas de refrigeracion en productos como el jamén
cocido, que proporciona unas condiciones adecuadas para su crecimiento (Blom y col., 1997;
Geornaras y col., 2005), podemos considerar este patégeno como un riesgo para la seguridad
de este tipo de productos. En alimentos listos para el consumo tales como el jamén cocido, que
pueden favorecer el crecimiento del patégeno, se establece un limite de 100 ufc/g para L.
monocytogenes al final de la vida util del alimento (CE, 2005).

En los apartados 3.2.1 a 3.2.3 se evalud la seguridad del jamén cocido loncheado inoculado
artificialmente con L. monocytogenes. Con este fin se fabricé jamdn cocido picado con una
formulacion extra y se sometié a las citadas operaciones de post-procesado. La evolucion del
patégeno se monitorizé a lo largo de la vida util del producto refrigerado.

En el jamén acabado de envasar y a lo largo de toda su conservacion se observaron recuentos
de BAL y Enterobacteriaceae, indicadores de la calidad higiénica del producto, por debajo del
limite de deteccion (resultados no mostrados). Estos resultados sugieren la aplicacion de un
tratamiento térmico adecuado y unas buenas practicas de fabricacion (BPF) durante las
operaciones de post-procesado. Es importante minimizar la presencia de las BAL en el
producto acabado al ser consideradas, por sus caracteriticas psicotréficas y capacidad para
crecer en ambientes libres de oxigeno, las principales responsables del deterioro de los

productos carnicos cocidos envasados al vacio (Debevere, 1989; Borch y col., 1996).
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En cuanto a L. monocytogenes, la refrigeracién del jamon cocido control a 6°C favorecio su
crecimiento exponencial, alcanzando la fase estacionaria de crecimiento a las 3 semanas de
conservacion (apartados 3.2.1-3.2.3). Con estos datos se demuestra que el jamén cocido, por
sus caracteristicas de falta de microbiota competitiva, bajo contenido de sal (2% aprox.) y
valores de pH y a,, en torno a 6,0 y 0,97, respectivamente, constituye un medio idéneo para el
crecimiento de L. monocytogenes a temperaturas de refrigeracion.

Existen evidencias de que el limite de crecimiento de L. monocytogenes en alimentos estériles
con pH neutro se encuentra alrededor de los 0°C (ICMSF, 1996). Por ello, con el fin de inhibir el
crecimiento del patdégeno, se aplic6 una temperatura de refrigeracion menor durante la
conservacion. En este sentido, la refrigeracion a 1°C ejerci6 un importante efecto
bacteriostatico contra L. monocytogenes, controlando su crecimiento durante 40 dias (apdos.
3.2.1y 3.2.3). Es importante destacar la efectividad de refrigerar el producto a una temperatura
suficientemente baja para prolongar de manera significativa la fase de latencia de
L. monocytogenes. Sin embargo, este tratamiento fue insuficiente para evitar el crecimiento del
patdgeno en un producto con una vida util tan larga como la del jamén cocido envasado al
vacio (estimada en 2 meses).

Por otro lado, hay que tener en cuenta que los alimentos almacenados en frigorificos
comerciales y domésticos frecuentemente son expuestos a temperaturas abusivas (Sergelidis y
col.,, 1997; Bakalis y col., 2003). Resulta poco realista pensar que se puedan mantener
temperaturas de refrigeracion tan bajas durante toda la cadena de distribucion del alimento.
Con el fin de evaluar con mas detalle la incidencia de la temperatura en la evoluciéon de
L. monocytogenes se realizaron pruebas de abuso de temperatura, simulando la rotura de la
cadena de frio durante la vida util del jamon (apdos. 3.2.1 y 3.2.3). En ambos ensayos, en el
producto refrigerado a 6°C, el patdégeno ya se encontraba en la fase estacionaria de
crecimiento en el momento del abuso de temperatura, por lo que sus consecuencias se
observaron uUnicamente a 1°C. Las consecuencias negativas del abuso de temperatura se
hicieron evidentes de manera inmediata, favoreciendo el crecimiento exponencial del patégeno,
imposible de detener a pesar de volver a refrigerar el producto a 1°C. Estos resultados reiteran
una vez mas la importancia del control de temperatura durante el almacenamiento para reducir
el riesgo derivado de L. monocytogenes.

La evidencia del crecimiento de L. monocytogenes durante la vida util del jamdn cocido
refrigerado sugiere la necesidad de aplicar barreras adicionales a las bajas temperaturas para
prevenir su crecimiento. En el contexto de la demanda creciente de alimentos sin conservantes
sintéticos, una opcidén cada vez mas aceptada por los consumidores es la adicion de
antimicrobianos naturales. La adicion de lactato potésico (1,4%) y diacetato sodico (0,1%)
a la formulacién del jamon ejercié un efecto bacteriostatico contra L. monocytogenes durante
su refrigeracion a 1°C y 6°C (apdo. 3.2.1). Estos aditivos, disponibles comercialmente, son
aditivos utilizados en la fabricacién de productos carnicos por su demostrado efecto
bacteriostatico (Blom et al., 1997; Mbandi & Shelef, 2002). Los resultados del apdo. 3.2.1

mostraron la potencia bacteriostatica del lactato-diacetato, capaz de inhibir el crecimiento de
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L. monocytogenes, independientemente de la temperatura de refrigeracion, e incluso capaz de
contrarrestar los efectos de la rotura de la cadena de frio. Por consiguiente el uso del lactato-
diacetato se podria proponer como estrategia para reducir el riesgo de contaminaciéon por
L. monocytogenes durante la distribucion del producto, cuando las condiciones de refrigeracion
escapan al control del fabricante. Y mas teniendo en cuenta que la normativa vigente dispone
que, el fabricante del alimento es el responsable del cumplimiento de los criterios
microbiolégicos hasta el final de la vida util del alimento comercializado (CE, 2005).

Las enterocinas producidas por E. faecium CTC492 (véase Introduccion General) fueron
asimismo evaluadas como agentes antimicrobianos. Las enterocinas, afadidas como
ingrediente de fabricacién (2.400 UA/g), no provocaron efecto alguno sobre el crecimiento de
L. monocytogenes durante la conservacion del jamén cocido (apdo 3.2.1). Diversos autores
han senalado una posible alteracion de la actividad de las bacteriocinas afadidas a
formulaciones carnicas por factores tales como la adsorciéon por parte de las proteinas e
interacciones con la grasa (Hugas y col., 2002; Drider y col., 2006). Una alternativa efectiva
para evitar las interacciones de las bacteriocinas con los componentes de la masa carnica seria
la pulverizacién de las lonchas de jamén con una soluciéon de bacteriocinas (Aymerich y col.,
2000). Con todo, esta alternativa supone una operacion post-procesado extra, con los riesgos
de recontaminacién derivados si no se consideran las condiciones higiénicas adecuadas. Por
ello, y con el objetivo de minimizar al maximo la manipulacién del producto, se opté por incluir
las enterocinas en el material de envasado.

El envasado antimicrobiano constituye una forma de envasado en alza que permitiria aplicar
las bacteriocinas, evitando las posibles interacciones con la mezcla carnica. Como materiales
de soporte se eligieron el alginato, la zeina y el polivinil alcohol por su capacidad para formar
laminas y por su biodegradabilidad (véase Introduccidon General). Un primer ensayo in vitro
(apdo. 3.2.2) permiti6 comprobar la actividad antagonista contra L. monocytogenes de las
enterocinas incluidas en las ldminas biodegradables y su estabilidad a las dos concentraciones
estudiadas (200 y 2.000 UA/cm?). Asi, la inclusion de enterocinas a los biopolimeros permitio
ampliar las propiedades funcionales de las laminas utilizadas para el envasado, confiriéndoles
un caracter antimicrobiano. Posteriormente se realiz6 un ensayo in vivo en jamén cocido
refrigerado a 6°C, para comprobar la efectividad del tratamiento contra L. monocytogenes
(apdo. 3.2.2).

En primer lugar, se evaluaron los efectos del envasado antimicrobiano durante la refrigeracion
a 6°C del jamon loncheado envasado en aire (vida Gtil maxima estimada de una semana). El
envasado antimicrobiano con baja concentracién de enterocinas (200 UA/cmz), si bien retras6
el crecimiento de L. monocytogenes, resulté insuficiente para prevenir su crecimiento. La
concentracion de 2.000 UA/cm?, cantidad maxima de enterocinas que se pudo incluir en las
laminas sin modificar su funcionalidad, provocé una mayor inhibicién del patoégeno. El
envasado en laminas de alginato fue el Unico tratamiento capaz de controlar los niveles de
L. monocytogenes durante la vida util del jamén envasado en presencia de aire. Desestimada

la menor concentraciéon de enterocinas, se realizé un estudio comparativo del efecto ejercido
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por las enterocinas segun el polimero utilizado, durante la refrigeracion a 6°C del jamén
envasado al vacio en presencia de las laminas activas (2.000 UA/cmz). El envasado
antimicrobiano, para todos los biopolimeros ensayados, derivd en una extension de la fase de
latencia de L. monocytogenes. El efecto inhibitorio de las enterocinas incluidas en las laminas
de polivinil alcohol desaparacio a lo largo de la conservacioén, permitiendo un crecimiento final
del patdégeno similar al observado en el lote control. En el envasado antimicrobiano es
importante ajustar la tasa de liberaciéon del antimicrobiano con la tasa de crecimiento del
microorganismo diana, para evitar una liberacion demasiado rapida y la desaparicion del
antimicrobiano o, por el contrario, para evitar una liberacién demasiado lenta que permita el
crecimiento microbiano. Desde un punto de vista practico, se decidié seleccionar el alginato
como material de envasado para ensayos posteriores por haber mostrado mayor poder
inhibitorio (apdo. 3.2.2). El uso de la zeina como polimero de soporte se desestimé, a pesar de
haber mostrado un efecto antilisteria comparable al observado en las laminas de alginato. Por
un lado, por considerarse su actividad inhibitoria debida principalmente a los disolventes
utilizados en la preparacion de las laminas y no a la inclusién de enterocinas en dicho material.
Asimismo, se estimé que su aspecto (color amarillo intenso) e intenso olor, resultaban poco
apropiados para su aplicacion en productos carnicos.

Un ensayo posterior confirmé la efectividad del envasado antimicrobiano con ldminas de
alginato (2.000 UA/cm?) para retrasar el crecimiento de L. monocytogenes en el producto
refrigerado a 6°C (apdo. 3.2.3). Sin embargo, el envasado antimicrobiano, en las condiciones
estudiadas, no resulté suficiente per se para inhibir el crecimiento del patégeno. Por ello, en
base al efecto bacteriostatico observado previamente, se planteé refrigerar el producto a 1°C
como barrera adicional al envasado antimicrobiano. La combinacion del envasado
antimicrobiano y la baja temperatura de refrigeracion (1°C) permitié controlar efectivamente los
niveles de L. monocytogenes durante la vida util del jamén cocido. Por consiguiente, la suma
de los dos factores de estrés, insuficientes por si mismos para inhibir el patégeno durante 60
dias, mejoré la seguridad del jamén cocido a lo largo de su vida util. Dicha combinacién de
tecnologias resulté a su vez efectiva para frenar el crecimiento de L. monocytogenes frente a
un abuso de temperatura (apdo. 3.2.3).

Nuevamente, se ha hecho evidente la importancia de controlar la temperatura de refrigeracion
como factor clave para garantizar la seguridad de este tipo de producto. No obstante, como ya
se habia indicado previamente, no resulta facil mantener bajas temperaturas a lo largo de la
vida util del alimento, de modo que convendria valorar estrategias alternativas a esta
propuesta. Otra barrera al crecimiento de patégenos, aplicada con anterioridad a los embutidos
crudos-curados, es la aplicaciéon de alta presién hidrostatica. La presurizacion (400 MPa, 10
min. a 17°C) del jamodn cocido loncheado provocd una reduccion inmediata de la poblacion de
L. monocytogenes en todos los lotes ensayados (apdos. 3.2.1 y 3.2.3). Sin embargo, las
células supervivientes crecieron en mayor o menor medida, en funcién de las condiciones de
conservacion. A 6°C, L. monocytogenes alcanzé recuentos finales en el jamén presurizado

similares a los observados en el producto no tratado. La APH no fue capaz, por si misma, de
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inhibir el posterior crecimiento del patégeno, sin embargo, retrasé considerablemente su
crecimiento, proporcionando una mayor proteccion contra L. monocytogenes a lo largo de la
vida util del producto. Cabe destacar la importancia de conservar el producto a 1°C después de
la presurizacién para inhibir o minimizar el crecimiento del patégeno (apdos. 3.2.3 y 3.2.1,
respectivamente). Por otro lado, entre las muestras presurizadas se detectaron recuentos por
debajo del limite de deteccidén que, después de un enriquecimiento, mostraron presencia de L.
monocytogenes. Estos datos demuestran la presencia de células dafiadas, pero viables, entre
las muestras presurizadas. El dafo subletal es un importante aspecto a considerar para
cualquier método de conservacion, puesto que las células danadas, en condiciones favorables
tales como una conservacién prolongada en un sustrato adecuado, pueden tener capacidad
para recuperarse (McClements y col., 2001). Esta potencial recuperacion resulta especialmente
problematica en el caso de microorganismos psicotropicos, tales como Listeria, que pueden
crecer a temperatura de refrigeracion. En este sentido, en las muestras APH conservadas a
1°C, con recuentos al final de la vida util inferiores al limite de deteccion, el abuso de
temperatura favorecidé la recuperacion de las células dafiadas y su posterior crecimiento
exponencial (apdo. 3.2.3).

En los ensayos realizados se observo la capacidad bactericida de la APH y las enterocinas. La
APH provocé reducciones inmediatas de 3-4 log ufc/g de la poblacion de L. monocytogenes
(apdos. 3.2.1 y 3.2.3). Las enterocinas, aunque menores, también mostraron reducciones de 1-
2 log cfu/g (apdos. 3.2.2 y 3.2.3). Sin embargo, ninguna de las dos tecnologias pudo mantener
per se los niveles reducidos de contaminacion durante la vida util del producto. De ello se
deriva la necesidad de combinar ambas tecnologias para descontaminar un producto con
riesgo de elevados niveles de contaminacion y mantenerlo seguro a lo largo de su vida util.

Los resultados obtenidos cuando se aplicaron los antimicrobianos como aditivos de fabricacion
(apdo. 3.2.1) muestran 6ptimos resultados en la combinacion triple de APH, antimicrobianos y
refrigeracion a 1°C, consiguiendo una reduccion de la contaminacion inicial mantenida durante
toda la vida util del jamodn, a pesar de la rotura de la cadena de frio. Entre los antimicrobianos
estudiados, la enterocina mostré6 mayor efectividad en las condiciones descritas, atribuible a su
potencial actividad bactericida frente a la actividad bacteriostatica del lactato-diacetato. Otro
factor a considerar es la menor efectividad de la presion observada en presencia del lactato
(Aymerich y col., 2005; apdo. 3.2.1). La presencia de L-D en el jamén habria provocado un
efecto de proteccién cruzada, entendiendo como tal la habilidad mostrada por un factor de
estrés, en este caso el lactato, para proporcionar proteccién contra otro factor de estrés, la
presion (Bearson y col., 1997). Por otro lado, la combinacién de APH y antimicrobianos a
mayor temperatura de refrigeraciéon (6°C), también redujo los niveles de L. monocytogenes
durante 42 dias. Aunque después del abuso de temperatura las enterocinas afiadidas como
aditivo, resultaron inefectivas para evitar el crecimiento exponencial del patégeno en el
producto a 6°C. El lactato-diacetato, en cambio, evité el incremento del patdégeno respecto a los
niveles inoculados, mostrando de nuevo su potente efecto bacteriostatico. De los resultados

expuestos, se podria recomendar el uso del L-D como aditivo para mejorar la seguridad del
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jamoén cocido presurizado. Sin embargo, teniendo en cuenta el efecto protector contra la
presion ejercido por el lactato, sera necesario para cada producto y proceso de fabricaciéon
valorar la conveniencia de incluir el lactato en la formulacion de productos carnicos que se
sometan a un tratamiento de alta presion hidrostética.

La combinacién de la APH y el envasado antimicrobiano, con inclusion de enterocinas en las
laminas, derivd en bajos niveles del patégeno (<100 ufc/g) durante tres meses de conservacién
del jamén a 6°C (apdo. 3.2.3). A 1°C, el envasado antimicrobiano no aporté proteccion
adicional a la ejercida por la presion durante la vida util del jamon presurizado (3.2.3). Pero hay
que destacar la contribucién del envasado antimicrobiano para evitar la recuperacion de las
células dafadas después del abuso de temperatura a que se sometieron las muestras a los 60
dias de conservacion. Asi la combinacion de APH, envase antimicrobiano y 1°C resulté efectiva
no solo para controlar y reducir los recuentos, sino para superar la rotura de la cadena de frio.
Los resultados expuestos evidencian la dificultad de controlar el crecimiento de
L. monocytogenes en el jamon cocido loncheado en condiciones de refrigeracion y la
necesidad de plantear estrategias que proporcionen obstaculos efectivos al crecimiento del
patdgeno, para garantizar la seguridad del producto en caso de contaminacion. La combinacién
de barreras aplicadas (APH, antimicrobianos naturales y/o refrigeracion a 1°C) minimizo el
riesgo, reduciendo la contaminacion y limitando el crecimiento de L. monocytogenes, aunque
no consiguié ausencia del patégeno. Sin embargo, hay que tener en cuenta que, el uso de
inéculos elevados (103-‘I05 ufc/g), en comparacion con los recuentos de L. monocytogenes
esperados para productos carnicos cocidos LPC (1-10 ufc/g), podria conllevar una
sobreestimacion el riesgo (Uyttendaele y col., 2004). Ademas se ha descrito menor
probabilidad de crecimiento y fases de latencia mas extensas para indculos inferiores a 10°
ufc/g (Gay y col., 1996; Robinson y col., 2001; Pascual y col., 2001). Con todo, la combinacién
de APH y 1°C permiti6 reducir la contaminacién por debajo de las 100 ufc/g, niveles
establecidos por el Reglamento (CE) 2073/2005 como limite de L. monocytogenes al final de la
vida util del alimento (CE, 2005).

Finalmente, es importante destacar que las estrategias para controlar el crecimiento de
L. monocytogenes deben ir acompanadas de una prevencion adecuada, el uso de materias
primas de calidad y aplicacion de BPF y APPCC durante la fabricacion y distribucion del

alimento.
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5 Conclusiones

En los embutidos tradicionales poco acidos con fermentacidon espontanea, la falta de
control de la fermentacion se mostr6 como el factor critico para asegurar la calidad
microbioldgica de los embutidos. Los fuets, con nitratos y nitritos afiadidos a la formulacién,

fueron mas seguros que los chorizos.

La inoculacién de cultivos iniciadores (L. sakei y S. xylosus) seleccionados aseguré el
descenso del pH de los embutidos y mejoré su seguridad y calidad higiénica, previniendo el
crecimiento de microorganismos alterantes, patégenos y la acumulacién de aminas
biégenas. Los embutidos resultantes presentaron una calidad comparable a la de los

embutidos tradicionales.

El tratamiento de alta presion hidrostatica (300 MPa), previo al proceso de maduracion,
potenciéd la reduccién de la poblacion de Salmonella durante la maduraciéon de los
embutidos poco acidos, minimizando el riesgo del mencionado patégeno. Sin embargo, la
presurizacion resulté contraproducente para la seguridad global de los embutidos al danar
la microbiota enddégena, comprometiendo el descenso de pH y su actividad antimicrobiana,

obstaculos al crecimiento de L. monocytogenes.

El tratamiento de alta presion hidrostatica (400 MPa), posterior al proceso de maduracion,
permitid obtener embutidos con ausencia de Salmonella spp., sin comprometer la calidad

global (color, textura y sensorial) de los embutidos poco acidos.

La combinacion de cultivos iniciadores y la alta presion hidrostatica, después de la
maduracion, fue necesaria para mejorar la higiene y seguridad durante el proceso de
fermentacién de los embutidos poco acidos y conseguir ausencia de Salmonella spp. en el

producto final.

El control de la temperatura resulté clave para mejorar la seguridad del jamdn cocido
loncheado. La refrigeracion a 6°C permiti6 el crecimiento exponencial de
L. monocytogenes, mientras que la conservacion a 1°C desempefié un importante efecto

bacteriostatico, retrasando 40 dias el crecimiento del patégeno.
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Las enterocinas incluidas en laminas biodegradables contribuyeron a prolongar la fase de
latencia de L. monocytogenes. El envasado antimicrobiano (2.000 UA/cm?) combinado con
la refrigeracion a 1°C aseguraron el control de los niveles de contaminacion durante los

60 dias de vida util del jamén cocido loncheado.

El lactato potasico y el diacetato sddico, afiadidos a la formulacion del jamon, ejercieron un
efecto bacteriostatico sobre L. monocytogenes durante la vida uatil del jamén cocido
loncheado, independientemente de la temperatura de refrigeracién (1 y 6°C). El efecto del

lactato-diacetato se mantuvo incluso después de la rotura de la cadena de frio.

La alta presion hidrostatica (400 MPa) fue efectiva para reducir la contaminacion inicial de
L. monocytogenes en el jamén cocido loncheado, aunque fue necesario refrigerar el

producto a 1°C para mantener el patégeno en los niveles conseguidos tras la presurizacion.

La combinacién de alta presion hidrostatica (APH) y lactato-diacetato redujo la
contaminacion inicial de L. monocytogenes del jamén cocido loncheado y mantuvo estos
niveles durante su vida util, independientemente de la temperatura de refrigeracion. Esta

estrategia permitié contrarrestar los efectos negativos del abuso de temperatura.

La alta presion hidrostatica combinada con las enterocinas incluidas en el material de
envasado fue el tratamiento mas efectivo, a 1 y 6°C, para reducir la contaminacion y
mantener los niveles de L. monocytogenes, incluso después del abuso de temperatura. En
el caso de afiadir enterocinas a la formulacion del jamén fue necesaria la refrigeracion a

1°C posterior a la presurizacion para obtener un efecto comparable.



AB
ADN
AENOR

apdo.
APH
APPCC

aprox.
aw
BAL
BOE
BPF
CAC
CE
CFIA

CGC+

cm
CNE
col.
EFSA
Eh
FDA
FSIS
ICMSF

ABREVIATURAS

Aminas biégenas
Acido desoxirribonucleico

Asociacion Espafiola de
Normalizacién y Certificacion

Apartado
Alta presion hidrostéatica

Andlisis de peligros y puntos de
control critico

Aproximadamente

Actividad de agua

Bacterias acido lacticas

Boletin Oficial del Estado
Buenas practicas de fabricacion
Codex Alimentarius Commission
Comisién Europea

Canadian Food Safety and
Inspection Agency

Cocos Gram-positivos catalasa-
positivos

Centimetro cuadrado

Centro Nacional de Epidemiologia
Colaboradores

European Food Safety Authority
Potencial redox

Food and Drug Administration

Food Safety and Inspection Service

International Commission on
Microbial Specifications for Foods

GRAS

kDa
kg
LPC
Mb
MetMb
mg
MPa

NT
NO
NOMb

p.e.

ppm
PVA

RASFF

UA

ufc

USDA

()

Gramo

Generally recognized as safe
Hora

Kilodalton

Kilogramo

Listo para el consumo
Mioglobina
Metamioglobina
Miligramo
Megapascal

Minuto

No tratado

Oxido nitrico
Nitrosomioglobina
Por ejemplo

Punto isoeléctrico
Partes por millén
Polivinil alcohol

Rapid alert system for food and
feed

Unidades arbitrarias

Unidades formadoras de
colonias

United States Department of
Agriculture

Microgramo
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