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dos anos de impulso a la transferencia
de resultados de investigacion

OFICINA DE TRANSFERENCIA DE RESULTADOS DE INVESTIGACION DEL CTC

na de las principales actividades del

Centro Tecnolégico Nacional de la Con-

serva y Alimentacion es la Transferencia
Tecnolodgica y de Resultados de Investigacion y
dentro de este marco se comenz¢ a trabajar
hace ya dos afios en el proyecto AGROCSIC,
subvencionado por el
Ministerio de Educa-
cion y Ciencia y en co-
laboracién con la Ofici-
na de Transferencia
Tecnolégica del Conse-
jo Superior de Investi-
gaciones Cientificas
(OTT CSIC).
AGROCSIC naci6é con
un claro objetivo que
era transferir resultados
de investigacién del
CSIC al sector agroali-
mentario espafiol con
un lenguaje siempre
claro y directo evitando
complicados calculos,
siglas o acrénimos des-
conocidos, etc., y dando
los datos de contacto de
los investigadores para
facilitar la comunica-
cién entre empresa e
investigadores.
A través de este proyecto, cuyas principales he-
rramientas de difusion han sido la revista CTC
Alimentacion y la pagina web www.ctnc.es, po-
demos afirmar que el sector agroalimentario

se ha beneficiado por su relacién con investi-
gadores del CSIC y por haber tenido acceso a
numerosos articulos y noticias de [+D+I a los
que que sin AGROCSIC hubiese sido dificil ac-
ceder. La revista CTC Alimentacién ha sido un
perfecto puente de transmision entre las revis-
tas cientificas de alto
impacto, que general-
mente no llegan a las
empresas, y los técnicos
de las empresas agroa-
limentarias.

El CTC quiere agrade-
cer la colaboracién de
la OTT del CSIC y del
Ministerio de Educa-
cion y Ciencia asf como
de los investigadores de
Centros e Institutos del
CSIC de toda Espafia
que han confiado en es-
te proyecto aportando
sus trabajos, noticias,
contactando con em-
presas, etc.

Y aunque oficialmente
AGROCSIC finaliza en
2005, este Centro Tec-
noldégico continuara tra-
bajando en esta linea
por lo que invitamos a
los investigadores del Consejo Superior de In-
vestigaciones Cientificas a seguir enviandonos
cualquier informacién que consideren de inte-
rés para el sector agroalimentario. M
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reestructurados: una posibilidad

n producto se denomina reestruc

turado cuando se le trocea o pica y

después conjuntamente con ingre-
dientes o sin ellos, se crea una estructura
diferente que va a dar una nueva apa-
riencia y una nueva textura. En los ulti-
mos afios se ha desarrollado una nueva
generacion de productos pesqueros lla-
mados analogos, o sucedaneos, que imi-
tan en su mayoria a mariscos u otros pro-
ductos de alto precio, que no sélo han ga-
nado la popularidad de los habitantes del
lejano oriente, sino que han sido amplia-
mente aceptados por los norteamerica-
nos y mas recientemente por los europe-
os. Estos productos se fabrican funda-
mentalmente a partir de “surimi”, que es
pescado picado, muy lavado y refinado.
La razén de reestructurar musculo de
pescado la encontramos al considerar
que los productos pesqueros nobles son
limitados y muchos se estan agotando
por razén de una fuerte sobreexplota-
cién, por lo que existen pocas opciones
que no pasen por la utilizaciéon de las es-
pecies tradicionalmente poco o nada co-
mercializadas. Una de las mayores venta-
jas de los productos reestructurados es la
posibilidad de modificacion de la compo-
sicion del producto final mediante la re-
formulacion del producto original que ha
sido previamente troceado o picado. En
este sentido se podria hablar de la elimi-
nacion de unos constituyentes o de la in-
corporacién de otros nuevos ingredientes
o aditivos. Desde el punto de vista tecno-
légico, estos productos, ingredientes o
aditivos, se pueden dividir en los que: A/
favorecen la conservacion, B/ son ingre-
dientes funcionales desde el punto de
vista tecnolodgico y C/ son funcionales
desde el punto de vista nutracéutico. Hay
varios tipos de ingredientes que cumplen
mas de una de estas funciones, como es
el caso de la fibra dietética. Existen mul-
titud de referencias bibliograficas, e in-
cluso muchos productos en el mercado,
como productos lacteos, carnicos, de pas-
teleria etc., sin embargo apenas existen
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referencias a productos pesqueros con
adicion de fibra dietética.

Se designan bajo el titulo de fibra ali-
mentaria, elementos animales, como los
quitosanos (derivado de la quitina que se
halla de forma natural en el exoesqueleto
de crustaceos), o vegetales que aun figu-
rando en la alimentacién humana, no son
degradados por los enzimas digestivos.

Utilizacion de fibra en
miosistemas reestructurados
por su aptitud tecnoldgica

Las fibras presentan diversas propie-
dades en funcién de su composicion y de
su granulacién. Su interés es basicamente
nutracéutico, aunque también actuan co-
mo elementos funcionales desde el punto
de vista tecnologico, para lo cual es nece-
sario optimizar su forma de introduccion.
Las fibras pueden presentar un gusto par-
ticular dependiendo de su origen, lo cual
puede presentar una ventaja o un incon-
veniente, aunque diferentes técnicas de
extraccion permiten obtener fibras con sa-
bores bastante neutros. El color también
va a estar en funcion de su origen, aun-
que se puede modificar. De manera gene-
ral, la fraccion mayoritaria de las fibras es
insoluble, pero retienen agua de forma
eficaz, entre 3 y 6 veces su peso. Las fi-
bras, dependiendo de su tamafio de gra-
nulo, pueden comunicar a los productos
una textura excesivamente aspera, aun-
que esto se puede evitar haciendo que el
tamafio de particula sea muy pequefio

Apenas existen productos pesqueros
con fibra alimentaria afiadida, especial-
mente con fibras con alto contenido, sin
embargo las fibras vegetales han sido ex-
tensivamente utilizada en productos car-
nicos picados, especialmente como reem-
plazante textural de grasas. La mayoria de
las fibras vegetales utilizadas son proce-
dente de cereales, pero también han sido
utilizadas a partir de altramuces, arroz,
guisantes, bambu vy frutas. El interés tec-
nologico de su utilizacion es, fundamen-
talmente, como sustitutivo de la untuosi-

dad que provocan las grasas, retener
agua, disminuir la pérdida de rendimien-
to después del cocinado y retener la for-
ma del producto después del cocinado.
En relacién con las fibras procedentes de
frutas, su uso podria ser muy interesante
debido al equilibrio entre fracciones solu-
ble e insoluble y a las propiedades antio-
xidantes de algunas de ellas, como es el
caso de la de mango y la de uva. Este po-
der antioxidante tendria el doble efecto de
servir como un factor de salud para la
persona que la ingiera y el de evitar el en-
ranciamiento del producto con el que se
mezcle; por esto, y dada la alta capacidad
de oxidacion de las grasas de pescado
que son muy insaturadas, seria muy inte-
resante su incorporacién en productos
pesqueros. La forma de introducciéon po-
dria ser, tanto por inyeccion en filetes o
por su incorporacion en productos rees-
tructurados. Respecto del quitosano, pre-
senta multiples propiedades tecnolégicas
en alimentacién; entre cabe destacar su
poder antimicrobiano, capacidad de for-
macién de peliculas protectoras, como
texturizante y como antioxidante.



productos pesqueros

Utilizacion de fibra en
miosistemas reestructurados
por su accion nutraceutica

La necesidad de alimentarse que el
ser humano tiene, junto a la relevancia
alcanzada por los temas relacionados
con la salud en las sociedades ricas, e in-
cluso en los paises en desarrollo, han lle-
vado a un primer plano el interés de la
sociedad por los posibles efectos saluda-
bles de los alimentos. Son bastantes los
experimentos cientificos que avalan la
relacion entre el consumo de determina-
dos alimentos y el desarrollo de enfer-
medades. En opinién de expertos, las
mas importantes enfermedades crénicas
que afectan a la sociedad occidental
pueden estar relacionadas, en parte, con
la dieta alimenticia: cancer, obesidad, hi-
pertensién, enfermedades cardiovascu-
lares, etc. En este sentido se han puesto
de manifiesto los efectos beneficiosos de
ingredientes especificos capaces de de-
sempefiar un papel importante en la pre-
vencion e incluso en el tratamiento de
tales enfermedades. Entre estos produc-
tos caben mencion especial: aceites de

pescado, betacarotenos, colina, zinc, fi-
bra dietética, etc. El caso del pescado,
constituye un buen ejemplo de alimento
“nutracéutico” en si, ya que es la fuente
de uno de estos productos, como es el
aceite de pescado. Ademas contiene una
proteina facilmente digestible lo que ha-
ce de este alimento ideal para personas
delicadas. Sin embargo, un alimento tan
bueno seria mas completo con la pre-
sencia de fibra alimentaria. El hecho de
afiadir fibra a productos pesqueros, que
en principio no contienen, podria pare-
cer poco adecuado cuando se mantiene
una dieta equilibrada que contenga ade-
mas del pescado frutas, verduras y le-
gumbres. Sin embargo, la realidad nos
indica que poblaciones extensas de ni-
fios y adolescentes de Europa Occiden-
tal, consumen productos basicamente
proteicos o grasos, pero apenas ingieren
alimentos que les aporte la fibra en la
cantidad necesaria.

La fibra alimentaria ni se degrada ni
se asimila por parte del organismo, sola-
mente transitan por el tracto digestivo sin
aportar ni aporte de energia ni de nu-

trientes. Sin embargo, su papel es funda-
mental, ya que permite regular el transi-
to intestinal, tener un efecto favorable so-
bre el metabolismo de glucidos y lipidos,
facilita la eliminacion de sales biliares y, a
algunas, se le atribuye el efecto de dis-
minuir la tasa de colesterol sanguineo y
de disminuir el cancer de colon. Los qui-
tosanos actuan ademas como reductor de
la absorcién intestinal de lipidos y como
agente hipocolesterolémico, por lo que
disminuye la obesidad que es uno de los
principales problemas socio-sanitarios de
los paises occidentales, que ademas pue-
de favorecer el riesgo en otras enferme-
dades (diabetes Mellitus, problemas car-
diovasculares, cancer, etc.).

Estudios llevados a cabo sobre
la incorporacién de la fibra
dietética a productos pesqueros
reestructurados

Como se ha dicho mas arriba, apenas
existen referencias bibliograficas de la
incorporacién de fibras derivadas de
frutas, a productos pesqueros y tampoco
son conocidos por los autores productos
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pesqueros en el mercado que las posean.
Sin embargo, tanto desde el punto de vis-
ta tecnolégico como nutricional su utili-
zacion parece muy interesante, sin contar
con la instrumentalizacion, a nivel de
marketing, que se pudiese hacer. Por es-
tas razones, investigadores del Instituto
del Frio del Consejo Superior de Investi-
gaciones Cientificas trabajan en la posibi-
lidad de de introducir estas fibras en pro-
ductos pesqueros reestructurados gelifi-
cados y no gelificados y estudian las im-
plicaciones tecnoldgicas y nutracéuticas
que ello conlleva.

Se han realizado varios estudios sobre
inclusiéon de fibra dietética mayoritaria-
mente insoluble, en productos pesque-
ros reestructurados. Se han estudiado dos
tipos de fibra con diferentes origenes, fi-
bra de trigo y fibra de uva (con capacidad
antioxidante.

En el caso de la fibra de trigo, se esta
experimentando en tres tipos de produc-
tos reestructurados: geles a partir de suri-
mi de abadejo, pescado blanco (merluza)
picado y productos elaborados a partir de
trozos de filetes. La fibra de trigo se adi-

NUEVA GENERACION
DE FOTOMETROS

referencia.

Nuevo sistema de opticas

¢ Sin partes mecanicas ni moviles.
e Filtros en técnica diodo array con rayo de

¢ Todo controlado por un completo software.

ciond en proporciones de hasta el 6% y su
incorporacién, apenas supone modifica-
cion de la apariencia. La ventaja tecnolo-
gica mas relevante de esta fibra es la ca-
pacidad de ligar agua, con lo que ademas
de poder adicionar agua a los productos
reestructurados, el agua queda ligada
mas eficientemente incluso después del
cocinado. Asi mismo, la textura de los
productos reestructurados cambia, lo que
puede interesar, sobre todo, en el caso del
surimi para disminuir la sensacién de go-
mosidad de los productos gelificados.
Actualmente se esta comenzando a
trabajar con otros tipos de fibras, como la
de uva, en busca de propiedades comple-
mentarias a las anteriores, como va a ser
el poder antioxidante, es decir, que ten-
gan accion de inhibir la oxidacién de las
grasas de pescado, altamente insatura-
das, con lo que podra prolongar su tiem-
po de conservacion y se obtendran pro-
ductos con mejor sabor. De hecho los ex-
perimentos realizados hasta ahora, de-
muestran la confirmacion de la hipétesis.
Ademas se va a seguir estudiando la
accién de otras fibras como es el caso de

un Memochip.

tubidez.

NOVA 30: * 6 filtros.

NOVA 60: ® 12 filtros.

¢ Acepta test Spectroquant en cubetas y reactivos.
¢ Programable con nuevos métodos.
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Analitico Conformidad GLP.
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la de algunas especies de algas. Su finali-
dad es, ademas de todas las caracteristi-
cas nutracéuticas y tecnolégicas expues-
tas, incluida la capacidad antioxidante, la
de aportar yodo, elemento que del que es
deficitaria la poblacién europea. ®

El objetivo de la introduccion de fibra die-
tética en productos pesqueros es doble,
por un lado para anadir valor “saludable”
al pescado y por otro para que dicha fibra
cumpla una funcién de “conservante” na-
tural en los productos que se van a con-
servar en estado congelado.
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web: www.csic.es/ifrio
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Borderias.

E-mail: jborderias@if.csic.es

Tendencias de Investigacion:

« Valoracién de productos pesqueros.

« Desarrollo de productos pesqueros.

* Desarrollo de nuevos procesos en pro-
ductos pesqueros.

« Calidad de productos derivados de pesca.
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Productos carnicos

funcionales

“Un alimento funcional es aquel que, mas alla de su valor nutricional
habitual, ha demostrado satisfactoriamente tener un efecto beneficioso
sobre una o mas funciones especificas en el organismo en una forma que
resulta relevante para mejorar el estado de salud y bienestar y/o para la
reduccioén de riesgo de enfermedad.” (Diplock et al., 1999)

Introduccién

Tradicionalmente, los alimentos han
sido elementos de una dieta encaminada
a proveer cantidades adecuadas de nu-
trientes esenciales capaces de satisfacer
los requerimientos metabolicos necesa-
rios, y proporcionar satisfacciéon y bienes-
tar al consumidor. Sin embargo, en los ul-
timos afios la situacién esta cambiando,
entre otras razones, por la cada vez mas
evidente relaciéon entre la salud y diver-
sos elementos que conforma el estilo de
vida (estrés, actividad fisica, consumo de
alcohol y tabaco, atenciéon médica, etc.),
entre los que tienen un papel destacado
la dieta. Segun un reciente informe de la
Organizacion Mundial de la Salud, diver-
sos aspectos dietéticos junto con otros re-
lacionados con el estilo de vida (actividad
fisica, consumo de alcohol y tabaco) son
los principales factores de riesgo modifi-
cables en relacion con el desarrollo de di-
versas enfermedades entre las que estan
las cardiovasculares y el cancer (WHO,
2003). Determinados patrones de consu-
mo, en general el exceso de ciertos nu-
trientes, se han relacionado con el origen
y el desarrollo de diversas enfermedades,
siendo observaciones de este tipo las que
dieron lugar, en los paises desarrollados,
a la evolucion del concepto de “nutricion
adecuada” al de “nutricién éptima”, que
conlleva una serie de recomendaciones
dietéticas para modificar (reducir o au-
mentar) el consumo de determinados ali-
mentos o sus componentes, asi como el
desarrollo de nuevos alimentos modifi-
cando su composicion original, tanto res-
pecto a su contenido en nutrientes como
en no-nutrientes. Todo ello encaminado
a optimizar funciones fisioldgicas a fin de
maximizar su contribucion al bienestar y
la salud, y minimizar el riesgo de enfer-
medades. En este contexto surgen los de-
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nominados alimentos funcionales que en
la actualidad constituyen un mercado en
alza y uno de los principales impulsores
del desarrollo de nuevos productos, entre
ellos los de origen carnico.

Hoy dia todavia no existe una defini-
cién universalmente aceptada, aunque de
acuerdo a un reciente consenso cientifico
europeo “un alimento funcional es aquel
que, mds alla de su valor nutricional habi-
tual, ha demostrado satisfactoriamente te-
ner un efecto beneficioso sobre una o mds
funciones especificas en el organismo en
una forma que resulta relevante para mejo-
rar el estado de salud y bienestar y/o para
la reduccion de riesgo de enfermedad.” (Di-
plock et al., 1999). Un alimento funcional
puede ser un alimento natural o transfor-
mado en los que mediante procedimien-
tos tecnoldgicos o biotecnoldgicos se han
producido alguna de las siguientes modi-
ficaciones: a) eliminacién/reduccién de
algun componente con efectos fisiologi-
cos negativos, b) aumento de la concen-
tracion de algun componente natural-
mente presente (nutriente o no) hasta
unos niveles que produzcan efectos be-
neficiosos, c) incorporaciéon de un compo-
nente potencialmente beneficioso (macro
o0 micronutriente) que no se encuentre
naturalmente presente en el alimento, d)
sustitucion de algun componente con
efectos fisioldgicos negativos por otro con
efecto fisioldgicos beneficiosos, e) modifi-
cacion de la naturaleza o biodisponibili-
dad de uno o mas componentes encami-
nados a producir efectos beneficiosos, y
f) combinaciones de estas posibilidades.

Carne y productos carnicos
como alimentos funcionales

La carne y productos carnicos son ele-
mentos esenciales de la dieta que con-
centran y proporcionan gran numero de

FRANCISCO JIMENEZ COLMENERO. INSTITUTO

nutrientes (proteina, grasa, vitaminas,
minerales). Tradicionalmente, la carne ha
venido siendo un alimento de gran valor
nutricional muy apreciado, cuyo consu-
mo era relacionado con buena salud y
prosperidad. Sin embargo, la situacién ha
cambiado en los ultimos afios, debido en-
tre otras razones, a las asociaciones entre
la carne y sus derivados o varios de sus
constituyentes y el riesgo de algunas de
las enfermedades mas importantes de
nuestra sociedad (cardiovasculares, can-
cer, hipertension y obesidad). Si bien es
cierto que en ocasiones y en determina-
dos ambitos, la informacién manejada



preparados con nuez. Parte 1.

acerca de las implicaciones de la carne
en la salud no siempre resulta correcta,
no cabe duda de que el sector carnico
puede realizar diversos esfuerzos (y asi le
esta siendo reclamado a distintos niveles)
para modificar su composicién y poner a
disposicion del consumidor productos
mas saludables.

Aunque la inmensa mayoria de las
sustancias fisiolégicamente activas iden-
tificadas proceden de las plantas, algunas
también pueden ser localizadas en la car-
ne y sus derivados. Al margen de que va-
rias de ellas estan presentes de manera
natural, en muchos casos, cabe la posibi-

lidad de modificar su composicién a con-
veniencia la composicién de estos ali-
mentos alterando el contenido de algu-
nos compuestos (de origen tanto endoge-
no como exogeno) en razoéon de sus efec-
tos potenciales (beneficiosos o no) sobre
el organismo (Jiménez Colmenero, 2004).

Las estrategias para modificar cuali
y/0 cuantitativamente la composiciéon de
la carne y sus derivados con propositos
“funcionales”, son de varios tipos: a nivel
de produccién animal (genéticas y nu-
tricionales), asociadas a la seleccién de
carne y derivados, y dependientes de los
sistemas de transformacion (prepara-

DEL FRIO (CSIC). CIUDAD UNIVERSITARIA. 28040 MADRID. BEGONA OLMEDILLA. HOSPITAL UNIVERSITARIO PUERTA DE HIERRO. SAN MARTIN DE PORRES, 4. 28035 MADRID.

cion de materias primas carnicas, re-
formulacién y procesado) y condicio-
nes de consumo.

Estrategias genéticas y nutricionales
se han empleado para alterar la compo-
sicion de la canal, y por tanto la de los
cortes comerciales disponibles. Su aplica-
cién ha hecho posible: reducir el nivel de
grasa y colesterol, alterar el perfil de aci-
dos grasos, e incrementar la presencia de
antioxidantes y minerales. Los avances
en distintas areas del conocimiento estan
abriendo nuevas posibilidades.

Los procesos de transformacion de la
carne permiten actuar de varias maneras
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para promover el caracter funcional de
los derivados carnicos. La principal for-
ma de modificar la composicién de los
derivados carnicos surge de la enorme
posibilidad de introducir cambios en los
ingredientes (carnicos y no carnicos) uti-
lizados en su elaboracién y, en conse-
cuencia, sobre diversos compuestos bio-
activos de caracter endégeno y exégeno.
Basicamente responde a tres ideas clave
incluidas en la definicién de alimento
funcional: reduccién de la concentracién
de ciertos componentes con efectos fisio-
légicos negativos, sustitucion de algun
componente con efectos no deseados por
otro con efectos beneficiosos e incorpora-
cién de compuestos bioactivos exdgenos
con efectos beneficiosos (Jiménez Colme-
nero, 2004). Ya que la mayor parte de las
sustancias fisioldgicamente activas pro-
ceden de las plantas, su combinacién con
otros alimentos, como por ejemplo, los
derivados carnicos puede contribuir a do-
tarles de potenciales efectos funcionales.
La idea de emplear productos de origen
vegetal en la industria carnica no es nue-
va ya que se han utilizado distintos tipos
de ingredientes con propdsitos tecnolégi-
cos, sensoriales, econémicos y nutricio-
nales En tal sentido y por sus caracteris-
ticas especiales, la nuez abre interesantes
expectativas en el desarrollo de produc-
tos carnicos funcionales.

Productos carnicos
funcionales con nuez

La cardiopatia isquémica continua
siendo la causa principal de muerte en
los paises desarrollados. Estudios epide-
miolégicos han sefialado que el consumo
frecuente de frutos secos, en general y de
nueces en particular, esta inversamente
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relacionado con el riesgo de infarto de
miocardio, independientemente de otros
factores de riesgo como edad, sexo, taba-
co, hipertension, peso y ejercicio (Fraser
et al., 1992, Sabaté, 1993; Iwamoto et al.,
2000, entre otros).

Aunque no se conoce con exactitud el
mecanismo, los efectos positivos de la
nuez han sido atribuidos, al menos en
parte, a su peculiar composicion lipidica,
caracterizada por presentar un elevado
contenido graso (62-68%) y ser rica en
acidos grasos monoinsaturados (18% de
acido oleico en relacion con el total de
acidos grasos) y poliinsaturados (linoleico
y o-linolénico que constituyen el 58 y
12%, respectivamente del total de acidos
grasos). A esto hay que afadir la presen-
cia de otros componentes de interés: fi-
bra (5-10%), proteina (14%) rica en argi-
nina, vitaminas, minerales, fitosteroles,
polifenoles, etc. (Sabaté, 1993; Ravali,
1995). Las evidencias acerca del papel
beneficioso de la ingestién de nueces en
la salud ha motivado que recientemente
se esté insistiendo sobre la importancia
de incluirlas regularmente en la dieta. En
este contexto, la Agencia Alimentaria de
Estados Unidos (FDA) ha aprobado que
las nueces, con caracter general, puedan
ser anunciadas como alimentos que tie-
nen propiedades funcionales en cuanto a
la reduccién del riesgo de enfermedades
coronarias. En concreto se puede indicar
que “investigaciones no concluyentes
avalan que el consumo de 42,5 gramos
de nueces al dia como parte de una die-
ta baja en acidos grasos saturados y co-
lesterol, y no provocando un incremento
de la ingesta global de calorias, podria
reducir el riesgo de enfermedades coro-
narias” (FDA, 2003).

A pesar de tan notables ventajas, en
general el consumo de nuez esta por de-
bajo de lo recomendado, ya que muy po-
cas personas son capaces consumirlas en
cantidades suficientes de forma sistemati-
ca y durante largos periodos de tiempo.
Una manera de favorecer su ingestion se-
ria incorporarla como ingrediente en ali-
mentos de consumo frecuente, caso de los
derivados carnicos, a los que puede dotar
de la presencia de diversos compuestos
bioactivos que le confieren un caracter
mas cardiosaludable (Jiménez Colmenero
et al., 2001; Sanchez-Muniz, 2004). La
idea de obtener alimentos carnicos fun-
cionales con nuez esta siendo abordada al
amparo de un proyecto del Plan Nacional
de Investigacion Cientifica, Desarrollo e
Innovacién Tecnoldgica (I+D+I). Ministe-
rio de Ciencia y Tecnologia (AGL2001-
2398-C03) por investigadores del Instituto
del Frio (CSIC), de la Facultad de Farmacia
(UCM) y del Hospital Universitario Puerta
de Hierro. En el cual se estan llevando a
cabo diversos ensayos encaminados tanto
al desarrollo de los productos carnicos re-
formulados con nuez como al estudio de
biodisponibilidad y valoracién de su im-
pacto sobre marcadores intermedios de
riesgo cardiovascular.

Esta concepcién global (tecnolégica y
nutricional), plantea distintos tipos de
desafios:

« Disefio y desarrollo de productos car-
nicos con propiedades funcionales de ca-
racter cardiosaludables. Esto supone un
reto tecnoldgico teniendo en cuenta que
se propone elaborar derivados carnicos
de disefio, con propiedades preestableci-
das en relacién con aspectos sensoriales,
nutricionales, tecnoldgicos, higiénicos y
de conveniencia, sin olvidar que existen



aspectos no relacionados con la calidad
intrinseca del producto, que condicionan
su valoracién y grado de aceptacion.

» Evaluacién de la biodisponibilidad
de los nutrientes incorporados a dosis
de ingesta compatibles con una dieta
equilibrada. La mayoria de los estudios
realizados hasta ahora han utilizado
compuestos aislados (extractos natura-
les, preparaciones farmacolégicas) y do-
sis dificilmente aportadas por una dieta
variada.

» Evaluacion del impacto del consumo
regular de este nuevo alimento por suje-
tos en riesgo (grupo “diana”) sobre marca-
dores intermedios de exposiciéon, funcion
e indicadores de riesgo relevantes de en-
fermedad cardiovascular. Asi como la sus-
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cioso para la salud mediante estudios en
humanos, debido a que, por un lado tie-
nen limitada la presencia ciertos com-
puestos no deseados (ej. grasa animal), y
por otro incorporan una combinacién
compleja de compuestos bioactivos (ej.
gamma-tocoferol) con actividades y
efectos beneficiosos sobre el perfil lipidi-
co en suero y otros factores de riesgo en
el origen y desarrollo de patologias car-
diovasculares.

Los productos carnicos que estan
siendo empleados para valorar su efecto
funcional en humanos son filetes rees-
tructurados y salchichas tipo frankfurt
conteniendo un 20% de nuez, lo que
conlleva niveles de grasa proximos al
13% (> 85% de la nuez). Esto supone que
el consumo de 150 g de cualquiera de
esos derivados proporciona ca. 70% de la
cantidad diaria de nuez sugerida como
adecuada para contribuir a disminuir el
riesgo de enfermedades cardiovasculares
(FDA, 2003).
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 Conservacion de carne y productos car-
nicos.
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En un articulo publicado anteriormente (Jiménez
Colmenero y Olmedilla, 2004) se ha expuesto como la
utilizacion de nuez abre interesantes expectativas en el
desarrollo de productos carnicos funcionales. Asf
mismo se describié cdmo las investigaciones llevadas
a cabo al respecto, estan siendo abordadas al amparo
de un proyecto (AGL2001-2398-C03) en el que se
encuentran implicados investigadores del Instituto del

Frio (CSIC), de la Facultad de Farmacia (Universidad
Complutense de Madrid) y del Hospital Universitario
Puerta de Hierro. Los objetivos planteados en dicho
proyecto abarcan aspectos relacionados tanto con la
tecnologia de elaboracién de los productos carnicos
reformulados con nuez, como con el estudio de
biodisponibilidad y valoracién de su impacto sobre
marcadores intermedios de riesgo cardiovascular.

entro de este planteamiento el

equipo investigador del Instituto

del Frio ha sido el encargado de
abordar el primer objetivo centrado en el
desarrollo tecnoldgico de los productos
carnicos formulados con nuez, los cuales
han de responder a todos aquellos re-
querimientos exigibles a cualquier otro
derivado carnico. Los estudios realizados
al respecto han conducido al desarrolla-
do de diversos derivados carnicos refor-
mulados por un lado, para limitar la pre-
sencia de algunos componentes (grasa
de origen carnico, sal), y por otro para fa-
vorecer el contenido de diversos com-
puestos bioactivos cardiosaludables in-
corporados mediante la adicién de nuez.
Basado en este tipo de estrategias se han
desarrollado dos tipos de productos con
caracteristicas bien diferenciadas: filetes
reestructurados y salchichas tipo frank-
furt (sistemas gel/ emulsion).

Las condiciones de preparacion y ca-
racteristicas de los productos formulados
con nuez han sido descritas en varias pu-
blicaciones. Este articulo recoge un breve
resumen de los estudios llevados a cabo
enfatizando el impacto de distintas varia-
bles sobre la composicion, y las caracte-

risticas fisicoquimicas y sensoriales de los
productos en funciéon de diversos facto-
res. La valoracion del efecto funcional (re-
alizada por otros miembros del equipo
investigador) sera expuesta en una proxi-
ma publicacion.

FILETES REESTRUCTURADOS
La tecnologia de reformulacién hace
posible la obtencion de derivados carni-
cos con importantes ventajas para consu-
midores e industria. De especial interés
resulta su aplicacion en el ambito de los
reestructurados carnicos que ofrecen una
excelente oportunidad al representar una
gama de alimentos capaces de reunir to-
das las expectativas y necesidades del
consumidor. Por otro lado permiten la
posibilidad de alterar su composicién e
incorporar compuestos biolégicamente
activos con efectos beneficiosos para la
salud (alimentos funcionales). Esto, unido
a su apariencia de producto minimamen-
te procesado (filete) y a la aptitud para
realizar disefios especiales dirigidos a
segmentos de poblacién muy especificos
(@ nivel de composicion y propiedades
sensoriales), no deja la menor duda acer-
ca de sus posibilidades comerciales. No

parece posible encontrar en el sector car-
nico ningun otro tipo de derivado que sa-
tisfaga de manera conjunta los citados
requerimientos.

A continuaciéon se resumen algunos
de los factores estudiados en relacién con
los procesos tecnolégicos de elaboracion
de los productos carnicos.

Influencia del porcentaje de nuez

Un aspecto esencial del estudio con-
sistié en evaluar el efecto de distintos ni-
veles de nuez (0, 5, 10, 15, 20%) sobre las
caracteristicas de la matriz proteica (pro-
piedades fisico-quimicas, microestructu-
ra) y atributos sensoriales de los filetes re-
estructurados (Jiménez Colmenero et al.,
2003; Cofrades et al., 2004; Serrano et al.,
2004). Los resultados obtenidos sugieren
que si bien la adicion de nuez conlleva
ciertas modificaciones en la matriz, origi-
no productos con adecuadas caracteristi-
cas fisico-quimicas y sensoriales.

Influencia del grado de
desintegracion estructural
de la carne

Generalmente en la elaboracion de re-
estructurados carnicos se han venido
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practicando diversos procedimientos de
desintegracioén estructural, entre los cua-
les el picado ha sido el mas empleado
por su facilidad de uso. El tamafio y for-
ma de la particula de carne puede afectar
tanto a las caracteristicas del producto fi-
nal, como al efecto que imparten los in-
gredientes no carnicos empleados en su
formulacion. Diferencias en la relacion
superficie/volumen suponen cambios en
la aptitud interactiva entre los constitu-
yentes del musculo y los ingredientes no
carnicos, como puede ser el caso de la
nuez. A fin de valorar este tipo de varia-
bles se han estudiado filetes reestructura-
dos preparados con dos tamafios de pi-
cado (0,6-1,4 cm de diametro de orificio
de placa de picado). Los resultados obte-
nidos indican que el tamafio de particula
condiciona el efecto de la nuez sobre las
caracteristicas de los productos (Cofrades
et al., 2004).

Sistemas de gelificacion
(reduccion del nivel de sal)
Tradicionalmente, el proceso de rees-
tructuracion de los derivados carnicos se
ha realizado empleando sal y fosfato, que
con la ayuda de medios mecanicos favo-
recen la extractabilidad de las proteinas
miofibrilares, las cuales durante los pro-
cesos de calentamiento (gelificaciéon tér-
mica) sufren una serie de transformacio-
nes que dan lugar a la formacién de es-
tructuras proteicas estables responsables
de las caracteristicas (textura, retencion
de agua y grasa, etc.) de los productos
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carnicos. Con este procedimiento los pro-
ductos sélo pueden ser comercializados
precocinados o congelados, debido a que
la ligazén entre particulas es relativa-
mente pobre y no resiste las condiciones
de manipulacion exigidas a los productos
frescos. Uno de los aspectos que mas
atencion ha suscitado en los ultimos afios
en torno a esta problematica es el relati-
vo a los procedimientos de ligazén en frio
mediante agentes quimicos que posibili-
tarfan la comercializacién de reestructu-
rados en condiciones de refrigeracion,
mas acorde con las demandas del consu-
midor. Este es el caso del empleo de
transglutaminasa que permitiria reducir
la necesidad de emplear sal y fosfato,
consiguiendo una ventaja adicional al fa-
vorecer la reduccién de sodio con los
consiguientes beneficios para la salud.
Se ha ensayado la formulacién de file-
tes reestructurados con nuez en base a
procesos de gelificacion térmica y de ge-
lificacién en frio mediante combinacio-
nes de transglutaminasa/caseinato (MTG
/C). En relacién con los procesos de geli-
ficacion térmica (1,5% de sal) se han ela-
borado varios reestructurados, a fin de
valorar sus caracteristicas segun se pro-
duzca la comercializacién como producto
congelado (Jiménez Colmenero et al.,
2003), o precocinado (70 °C en el centro
térmico) (Cofrades et al., 2004). Procedi-
mientos de gelificacion en frio (mediante
TGM/C) se han utilizado en la elabora-
ciéon de filetes con distintos niveles de
nuez (0, 10 y 20%) y sin sal afiadida (Se-

rrano et al.,, 2004). De este modo se han
obtenidos reestructurados con caracteris-
ticas mecanicas adecuadas para soportar
la manipulacion a la que habitualmente
se somete un filete comercializado en
fresco. Sin embargo, simultdneamente
presentaron pobres propiedades ligantes
de grasa y agua (tanto en fresco como so-
metido a coccién), las cuales podrian ser
compensadas por la incorporaciéon de
nuez (20%) o la adicion de sal (2%). La
combinacion de MTG/C (0,7%) y sal (2%)
en la elaboracion de reestructurados con
nuez originé productos con adecuadas
caracteristicas sensoriales y excelentes
propiedades ligantes de grasa y agua (Se-
rrano et al., 2003).

Con el fin de mejorar la apariencia ex-
terna de los filetes reestructurados, se
procedié a ensayar una serie de recubri-
mientos proteicos, encaminados a, una
vez elaborado el filete, recubrirlo de una
pelicula proteica que le confiera una apa-
riencia proxima a la de un filete en su
presentacién “tradicional”. La aplicacién
y tecnologia de preparacion de los recu-
brimientos, asi como diversos aspectos
descritos en este articulo, estan protegi-
dos mediante una patente.

Perfil nutricional de los filetes
con nuez

El potencial efecto funcional que pue-
de proporcionar la presencia de nuez en
los reestructurados carnicos se basa en
los cambios originados sobre diversos
constituyentes con implicaciones en la
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salud: mejorar el estado de salud y bie-
nestar y/o reducir el riesgo de enferme-
dad. Se ha realizado un estudio encami-
nado en analizar cémo la presencia del
20% de nuez condiciona el perfil nutri-
cional (aminoacidos, acidos grasos, coles-
terol, minerales y vitamina E) de filetes
reestructurados. Comparado con el pro-
ducto control (sélo carne), el que llevaba
incorporado nuez presentd menor rela-
cion lisina/arginina, cantidades (mg/
100g producto) notablemente superiores
de acidos grasos monoinsaturados y n3
poliinsaturados (AGPI) (principalmente
acido o-linoleico), asi como menor rela-
cién de AGPI n6/n3 y mayor relacion aci-
dos grasos poliinsaturados/saturados. La
sustitucion parcial de nuez por carne in-
crementd los niveles de o-tocoferol, 8-to-
coferol y en mas de 400 veces la de y-to-
copherol (Serrano et al., enviado para su
publicacion).

Conservacion de filetes
reestructurados

Un aspecto de especial interés en rela-
cién con estos derivados carnicos consis-
te en analizar el efecto de la presencia de
nuez sobre la estabilidad de los mismos.
Diversos factores asociados a la naturale-
za del producto y composicion pueden
afectar el modelo de deterioro en funcion
de las condiciones de conservacion. Asi
por ejemplo, si bien el contenido en lipi-
dos y su elevado nivel de insaturacion
favorecerian la oxidacion lipidica, la pre-
sencia de antioxidantes de la nuez puede

contribuir a limitar su velocidad y exten-
sion. En consecuencia resulta esencial
evaluar su comportamiento en las condi-
ciones habituales de comercializacién,
entre ellas refrigeracion (empleando pro-
cedimientos de gelificacién en frio) y con-
gelacion.

— a) Conservacion en estado refrigerado.

Se ha estudiado la conservacion en re-
frigeracion (3 °C) de filetes reestructura-
dos. Para tal fin y empleando procedi-
mientos de gelificacion en frio, se formu-
laron productos con distintas proporcio-
nes de nuez (0, 10 y 20%). A lo largo del
periodo de conservacion se evaluaron
tanto aspectos microbiologicos, como la
formacion de aminas bidgenas (Ruiz-Ca-
pillas et al., 2004).

— b) Conservacién en congelacion.

Se ha analizado cémo la incorpora-
cion de nuez (0, 10 y 20%), condiciona la
estabilidad en congelacién (-20 °C duran-
te 128 dias) de filetes reestructurados. En
las condiciones de experimentacién, no
se apreciaron cambios importantes en las
caracteristicas fisico-quimicas (propieda-
des ligantes de grasa y agua, y textura)
de los productos estudiados, comporta-
miento asociado a la escasa incidencia de
procesos de desnaturalizacién proteica
inducidos en el proceso de congelacion y
conservacion. A pesar de la distinta com-
posiciéon que afecté a aspectos cuantitati-
vos (mayores niveles de grasa) y cualitati-
vos (mayor relacion entre acidos grasos
insaturados/saturados), los resultados
obtenidos sugieren que la incorporacién

de nuez no constituye un factor limitante
de la estabilidad en congelacion. Proce-
sos de decoloracion y oxidacion de lipi-
dos no parecen aparentemente correla-
cionados. En general cabe sefialar que
los filetes reformulados con nuez, a ex-
cepcidon de procesos de decoloracion (por
otra parte igualmente existente en filetes
sin nuez), no presentaron efectos adver-
sos sobre las caracteristicas fisico-quimi-
cas y sensoriales (Serrano et al., enviado
para su publicacion).

SALCHICHAS TIPO FRANKFURT

De manera simultanea al esfuerzo in-
vestigador realizado en relaciéon con los
filetes reestructurados, se han llevado a
cabo diversos estudios encaminados a
abordar el reto tecnolégico que conlleva
también la reformulacion (disefio y desa-
rrollo) de productos carnicos basados en
sistemas gel/emulsion. Se trata de un
grupo de derivados con destacada rele-
vancia econémica y amplia aceptacion
en determinados sectores de la pobla-
cién. A continuacion se detallan algunos
aspectos relacionados con los trabajos re-
alizados al respecto.

Efecto de la proporcidn de nuez
incorporada

Al igual que en caso de los filetes re-
estructurados, se procedié al estudio de
como la presencia de diferentes cantida-
des de nuez (7, 14 y 21%), condicionan
las caracteristicas (fisico-quimicas, morfo-
légicas y sensoriales) de productos carni-
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cos emulsionados: salchichas tipo frank-
furt. Morfologia, parametros texturales
(dureza, cohesividad y masticabilidad),
asi como propiedades ligantes de grasa y
agua, y color estuvieron influenciados
por los niveles de nuez. En general cabe
sefialar que los productos con nuez exhi-
bieron atributos sensoriales aceptables
para el consumidor (Carballo et al., 2003;
Ayo et al., 2004a; Carballo et al., en pre-
paracion).

Posibilidades de reducir/eliminar
sal en los productos formulados
con nuez

La ingestién de sodio en la mayoria
de los paises desarrollados excede las
necesidades fisiologicas. Debido a sus
implicaciones negativas en la salud y a
que, en torno a una cuarta parte de la sal
de la dieta procede de los derivados car-
nicos, existe un creciente interés en mi-
nimizar los niveles de sodio en los pro-
ductos carnicos. Con tal propdsito se han
realizado los ensayos que se refieren a
continuacion.

— a) Influencia de la presencia de sal en
homogenizados cdrnicos con nuez.

Se ha estudiado cémo el efecto que
induce la presencia de nuez (0 y 20%)
en homogenizados carnicos (crudos y
sometidos a coccidon) puede estar condi-
cionado por los niveles de sal (1,5 y
2,5%). La incorporacién de nuez en pre-
sencia de bajo contenido en sal mejora
la estabilidad de la emulsién, dando lu-
gar a la formacion de una matriz protei-
ca mas blanda y con buenas propieda-
des ligantes de grasa y agua (Ayo et al.,
2004b).

— b) Transglutaminasa en sistemas
gel/emulsion con distintos porcentajes de
nuez y en ausencia de sal.

Disefio experimental basado en meto-
dologia de superficie de respuesta se ha
empleado para evaluar de manera simul-
tanea el efecto de tres variables en las ca-
racteristicas fisico-quimicas de sistemas
gel/emulsion formulados en ausencia de
sal y fosfatos. Las tres variables analiza-
das fueron: porcentaje de nuez (0-15%) y
de transglutaminasa/caseinato sédico (0-
1,24%), asi como periodo de conserva-
cion (0-11 dias a 3 °C). Los resultados ob-
tenidos sugieren que los sistemas gel/
emulsion inducidos durante el proceso
de calentamiento forman estructuras con
pobres propiedades ligantes de grasa y
agua. Si bien la transglutaminasa no con-
dicioné tal comportamiento, la presencia
de nuez mejor6 dichas propiedades (Co-
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frades et al., 2004; Cofrades et al., envia-
do para su publicacién).

— ¢) Salchichas tipo frankfurt formula-
das con nuez y bajo contenido en sodio.

Teniendo en cuenta resultados ante-
riores se considerd necesario realizar un
estudio comparativo entre productos (con
nuez adicionada y sin sal) formulados
con combinaciones de transglutaminasa
y varios ingredientes no carnicos (casei-
nato, KCl y fibra de trigo), en relaciéon con
uno preparado con los niveles habituales
de sal. Los resultados obtenidos sugieren
que algunas de las combinaciones ensa-
yadas podrian ser empleadas para com-
pensar la ausencia de la sal en la elabo-
raciéon de salchichas con nuez (Jiménez
Colmenero et al., 2005).

Aplicacidn de altas presiones
hidrostaticas

En los ultimos afios se han realizado
numerosos estudios sobre la aplicaciéon
de altas presiones en alimentos, entre
ellos los de origen carnico. Entre las po-
sibles aplicaciones se encuentran aque-
llas que afectan el procesado de diversos
derivados carnicos y su influencia en los
procesos de gelificacion térmica, que
afecta las caracteristicas de los productos
(textura, color, etc.). La gelificacién asisti-
da por presiéon depende de factores aso-
ciados a las caracteristicas del material
bioldgico y a las condiciones de presuri-
zacion (por ejemplo, combinaciones pre-
sion/temperatura). En base a lo sefialado
se estimo de interés analizar el efecto de
la aplicacion de altas presiones hidrosta-
ticas (a presion y temperatura constante)
(400 MPa/10 min/10 °C) sobre las pro-
piedades de sistemas modelos (gel/emul-
sién) formulados con nuez (0, 10, 20%)
(Ayo et al., 2005).

Conservacion

Teniendo en cuenta las condiciones
de comercializacion habituales, se ha
evaluado la estabilidad (en refrigeracion)
de salchichas formuladas con distintos
porcentajes de nuez (0, 7, 14, 21). En es-
te estudio, que se prolongé durante 29
dias (2 £ 1 °C), se analizaron aspectos re-
lacionados con el desarrollo microbiano
(aerobios viables, bacterias lacticas y en-
terobacteriaceae) y con modificaciones en
textura, color y pérdidas de peso durante
la conservacion. Dependiendo del tipo de
formulacion, si bien se observaron algu-
nos cambios en textura por efecto de la
conservacion, no se produjeron cambios
de color. El desarrollo microbiano fue li-

geramente superior en las muestras con
nuez incorporada, alcanzandose en to-
das las muestras, valores (tanto en aero-
bios viables como en bacterias lacticas)
proximos a 10° (UFC/g) al final del perio-
do de conservacién (Carballo et al., en
preparacion).

Cambios en el perfil nutricional
Se ha realizado un estudio comparati-
vo entre un producto preparado con el
25% de nuez (grasa: 18,5%) y otros dos
que responden a las caracteristicas de
productos disponibles en el mercado:
uno con un nivel de grasa préoximo a lo
habitual (16,1%) y otro con bajo conteni-
do en grasa (6,9%). La influencia de los
tres tipos de formulacién ha sido valora-
da en base a sus propiedades sensoriales
y tecnoldgicas, asi como por medio de la
composicion (humedad, proteinas, grasa
y acidos grasos, cenizas y minerales, fi-
bra, polifenoles y taninos) (Ayo, 2004).




Los resultados obtenidos sefialan que
ademas de adecuadas propiedades sen-
soriales, la adiciéon de nuez favorecié el
contenido en compuestos potencialmen-
te funcionales a nivel de perfil lipidico,
presencia de determinados minerales,
aporte de fibra y riqueza en polifenoles y
taninos. Los resultados de este estudio
seran proximamente publicados.
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n este texto continuamos la infor-

macion sobre el estudio "Produc-

tos carnicos funcionales prepara-
dos con nuez" (MCYT. AGL2001-2398-
C03) que se ha expuesto en los dos nu-
meros anteriores de esta revista. En el
presente articulo describimos las aproxi-
maciones experimentales desarrolladas
para evaluar, en humanos, el efecto pro-
ducido por el consumo de los productos
carnicos descritos anteriormente (Jimé-
nez Colmenero et al, 2005). Como se re-
cordara, el planteamiento central se rela-
cionaba con el beneficio en salud comu-
nitaria que supondria una disminuciéon
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en el consumo de carne y un aumento de
determinados alimentos de origen vege-
tal (p.ej. nueces) (Jiménez Colmenero &
Olmedilla, 2004), basados en evidencias
epidemiologicas y la actividad biolégica
de ciertos componentes mostrados en
ensayos in vitro y en animales. De forma
especifica, el objetivo era desarrollar pro-
ductos carnicos modificados, cuali y
cuantitativamente, para obtener un perfil
nutricional asociado con menor riesgo
cardiovascular.

Como ya se expuso, las nueces fueron
elegidas como componente “funcional”
del nuevo producto carnico debido a su

composicion nutricional relevante en re-
lacion con enfermedades cardiovascula-
res comparado con otros frutos secos (ej.
contenido total en PUFA, acidos grasos
w-6 y w-3, contenido en _- y g-tocoferol,
fitosteroles, polifenoles, proteinas ricas
en arginina) y a su gran aceptabilidad
por la poblacién. Asimismo, la cantidad a
incorporar se basé en datos de consumo
de nueces por persona y dia en nuestro
pais, datos derivados de estudios epide-
mioldgicos y recomendaciones actuales
sobre ingesta de nueces (FDA, 2003).
Como se sefiald en los articulos ante-
riores (Jiménez Colmenero & Olmedilla,



2004; Jiménez Colmenero et al, 2005),
segun consenso cientifico europeo, “un
alimento puede considerarse funcional si
demuestra de forma satisfactoria que tie-
ne efecto beneficioso sobre una o mas
funciones diana en el organismo, aparte
de los efectos nutricionales, de forma que
sea relevante tanto para mejorar el esta-
do de salud o bienestar y/o para la re-
duccién de riesgo de enfermedad” (Di-
plock et al., 1999). No obstante, a pesar
del gran desarrollo de este tipo de ali-
mentos, existe una importante falta de in-
formacion sobre la “funcionalidad” de los
componentes (efecto sobre la salud hu-
mana) derivada del consumo habitual de
estos alimentos.

El contenido de la vitamina E en los
productos carnicos de nueva formulacion
(salchichas vy filetes reestructurados con y
sin nueces) y en la nuez en polvo, se ha
determinado mediante cromatografia li-
quida de alta eficacia (HPLC), con méto-
dos y resultados validados mediante nues-
tra participacion en el Programa de con-
trol de calidad "Fat-soluble Vitamins Qua-
lity Assurance Programme" (National Ins-
titute of Standards and Technology, USA).
Los analisis realizados (X Congreso Anual
de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos,
2004) muestran que la vitamina E en la
nuez se encuentra en forma libre, no este-
rificada, y la concentracion de los princi-
pales vitameros se muestran en la tabla 1.

Las pruebas que apoyen el efecto fun-
cional de estos alimentos pueden deri-
varse de estudios epidemiologicos, ex-
perimentales (in vitro, animales, ensayos
en humanos) y de intervencién en huma-
nos utilizando biomarcadores interme-
dios con relevancia en la deteccién pre-
coz y pronostico de la enfermedad. Me-
diante estos biomarcadores se deberian
decidir sobre los temas relativos a valida-
cion y verificacion cientifica de alegacio-

nes en alimentos e informaciéon al consu-
midor (PASSCLAIM, 2004).

Estudios para la valoracion
del efecto funcional de los
productos carnicos con nuez

La evaluacion del efecto funcional se
plante6 mediante dos tipos de ensayos
complementarios; por un lado, evaluan-
do la respuesta post-prandial en plasma
de g--tocoferol tras ingesta unica del pro-
ducto carnico (biomarcador de exposi-
cién) y, por otro, evaluando la biodisponi-
bilidad a medio plazo de algunos compo-
nentes derivados de la nuez (ej. g-tocofe-
rol, w-6/w-3 ratio) y el impacto del con-
sumo regular sobre marcadores e indica-
dores de riesgo cardiovascular (biomar-
cadores de funcion y riesgo), incluyendo
marcadores de homeostasis lipidica, in-
flamacioén, trombosis, antioxidantes, pre-
sion sanguinea, homocisteina y vitami-
nas Bo6, B12 y folato.

Biomarcador de exposicion:
gamma-tocoferol

Comparado con otros frutos secos, las
nueces contienen poca cantidad de a-to-
coferol (ca. 2 mg vs 25 mg/100g en ave-
llanas o almendras) pero un alto conteni-
do en g-tocoferol (41 mg vs 2 mg/100g)
(Souci et al., 1989), lo que las convierte en
una excelente fuente dietética de este vi-
tamero. Apoyando su actividad biolégica,
distintos estudios indican que el g-tocofe-
rol muestra una elevada actividad antioxi-
dante con, potencialmente, importantes
implicaciones fisioldgicas (Christen et al.,
1997; Devaraj & Traber, 2003) y ademas,
tanto g-tocoferol como su principal meta-
bolito (g-carboxietil hidroxicromano) pre-
sentan otras actividades como antioxidan-
tes frente a especies reactivas de nitroge-
no, actividad natriurética, efecto antiinfla-
matorio (por inhibicién de actividad COX-

2) o regulacién de oxido nitrico sintetasa
(Jiang et al., 2001). Por otro lado, distintos
estudios observacionales han descrito ba-
jos niveles de g-tocoferol (ajustados por
niveles lipidicos), pero no de a-tocoferol,
en sujetos con enfermedad coronaria
(Ohrvall et al., 1996; Kontush et al., 1999).
Por todo ello, y dado que el contenido de
g-tocoferol en los carnicos era significati-
vamente mayor que la aportada en la die-
ta, los niveles de g-tocoferol en suero se
utilizaron como marcador de exposicion
durante el estudio de intervencion con
carnicos reestructurados con nueces.

Estudio de intervencién con
productos carnicos con nuez

(a dosis de ingesta compatibles
con una dieta equilibrada)

La intervencion dietética a medio pla-
Z0O consistié en un ensayo de biodisponi-
bilidad no ciego, cruzado, con dosis mul-
tiples (5 veces/ semana durante 5 sema-
nas), con un mes de “lavado” entre am-
bos tratamientos (reestructurados con y
sin nuez). El estudio planteado tenia en
consideracion dos factores fundamenta-
les en este tipo de ensayos, la dosis y la
posible presencia de un retraso en la res-
puesta similar al observado para otros
nutrientes. Los sujetos recibieron la reco-
mendacion de no modificar sus habitos
dietéticos ni sociales, excepto para con-
sumir los productos a ensayar en vez de
otro producto carnico habitual. Teniendo
en cuenta el contenido de la nuez y la
composicion de los productos a ensayar,
el aporte de g-tocoferol a los voluntarios
en el ensayo es de ca. 6,3 mg de g-toco-
ferol por filete (aprox. 150g) y unos 4 mg
por racion de salchicha (aprox. 80 g). Es-
to supone que cada voluntario, mediante
el consumo de estos carnicos, ingieren
aproximadamente unos 29 mg g-tocofe-
rol por semana. En términos de consumo

CTC 23



equivalente de nueces, este seria de 30 g
nuez/ filete y 16 g nuez/ racion de sal-
chichas lo que implica un consumo de
136 g de nueces a la semana, que repre-
senta un consumo medio de 19,4 g nue-
ces / dia. (Figura 1) Este consumo supo-
ne alrededor del 70% de la cantidad con-
siderada como adecuada (FDA 2003) y es
consistente con las recomendadas por di-
versas entidades y grupos de cientificos
con el objetivo de reducir el riesgo de en-
fermedad coronaria (junto con una dieta
baja en grasas saturadas y colesterol).

Seleccién de participantes a partir de
poblacién con diversos factores de riesgo
de enfermedad cardiovascular:

Los criterios de inclusiéon establecidos
de acuerdo a los criterios de la OMS/FAO
(2003) para prevencion de enfermedades
crénicas, fueron de entre los factores no
modificables, la edad y de entre los facto-
res modificables, el sobrepeso, dislipemia,
habito al tabaco y presién arterial. En un
principio se establecié como requerimien-
tos para la inclusién: edad (hombres de
45-60 afos, mujeres de 55-65 afios y sin
terapia hormonal sustitutoria), sobrepeso
(IMC >25y <30), colesterol (>220 mg/dl e
< 300 mg/dl), y al menos uno de los dos
siguientes: presién arterial (proxima a
140/90 mm Hg) o tabaquismo.

El numero de participantes previsto
era de 32 (16 hombres y 16 mujeres). No
obstante, debido a la baja respuesta obte-
nida en funcién de estos requerimientos,
hubo que modificar algo los criterios de
inclusion, asi, se amplio el rango de edad
(hombres: 45-69 afios; mujeres: 50-69
afos) y sobrepeso (Indice de Masa Corpo-

ral > 25 kg/m2 y < 34.9 kg/m2 ), junto
con al menos uno de los siguientes: con-
sumo de tabaco, colesterolemia > 220
mg/dl o presiéon arterial aprox. 140/90
mm Hg. En conjunto, un total de 68 per-
sonas interesadas que crefan cumplir los
criterios de inclusion contactaron con el
equipo investigador de las cuales, 30 fue-
ron descartadas por diversas razones (uti-
lizacién habitual de farmacos para trata-
miento de hipercolesterolemia, hiperten-
sion u otros, hiperglucemia, etc), y 10 per-
dieron contacto, quedando finalmente in-
cluidos un total de 25 sujetos ( 15 hom-
bres, 10 mujeres).

Estudio de biodisponibilidad
en humanos de vitamina E
a partir del producto carnico
con nueces:

En tres sujetos se realizd el ensayo
tanto con filete de carne con nuez como
sin nuez "a dosis Unica" (modelo "farma-
cocinético"). El ensayo se realizé durante
el periodo post-prandial, 7 horas, duran-
te las cuales se tomaron muestras para
valorar vitamina E (a- y g-tocoferol) en
suero y en quilomicrones, entre otros pa-
rametros que se comentaran a continua-
cion. Los resultados muestran un aumen-
to en la concentracion de g-tocoferol (bio-
marcador de exposicion a este producto)
solo tras la ingesta de reestructurados
con nuez y no asi en los productos con-
trol (sin nuez), obteniéndose el valor ma-
ximo de g-tocoferol en plasma a las 6 ho-
ras de su ingesta (tiempo evaluado = 6
horas) ( Fig. 2). El producto carnico es efi-
caz para aportar, a dosis y pautas de con-

FIGURA 1. MARCADOR DE INGESTA DEL PRODUCTO CARNICO

FUNCIONAL (G- TOCOFEROL) Y CANTIDAD DE NUEZ QUE APORTA
POR ESTOS CARNICOS A LA DIETA

Ingesta de g-tocoferol y de nuez por racién y por semana:

6,3 mg g-tocoferol
4 mg g- tocoferol
29 mg g- tocoferol
30 g nuez

16 g nuez

136 g nueces

filete

salchicha

semana

filete

salchicha

semana (19,4 g/dia)

TABLA 1: CONTENIDO EN VITAMINA E (G-TOCOFEROL, A-TOCOFEROL

Y D-TOCOFEROL) EN LA NUEZ Y EN LOS PRODUCTOS CARNICOS
OBJETO DEL ESTUDIO

Producto g-tocoferol
(mg/100g)
Nuez en polvo (n=3) 26649
Filetes con nuez (n=6) 4165
Salchichas con nuez (n=7) 4980
Filetes sin nuez ca. 19
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a-tocoferol d-tocoferol
(mg/100g) (mg/100g)
708 5190
ca. 50 926
226 1205
ca. 50 n.d.

sumo compatible con una dieta equili-
brada: a) nuez en cantidades asociadas a
efectos cardiovasculares beneficiosos, b)
un aumento de g-tocoferol en suero,
principio activo asociado con disminu-
cion de riesgo cardiovascular.

Estudio en humanos del
consumo de 5 raciones
semanales del producto carnico
sobre marcadores de riesgo
cardiovascular:

Se ha utilizado un protocolo de ensayo
proximo a condiciones dietéticas habitua-
les como medio sostenible a largo plazo,
ya que se sustituye el consumo de carne
y derivados durante el periodo de 5 se-
manas por el consumo de 5 productos
carnicos modificados con nuez afiadida
por semana (4 filetes + 1 racién salchi-
cha)(35 dias). Como marcador de ingesta
se considera el g-tocoferol y entre los pa-
rametros e indicadores de riesgo cardio-
vascular estamos valorando los siguien-
tes: colesterol (LDL y HDL) y triglicéridos
en plasma y la presion arterial (SEN,
2004). También se han separado lipopro-
teinas (VLDL, LDL, HDL) mediante ultra-
centrifugacion, analizando en cada frac-
cion lipoproteica colesterol, triglicéridos,
fosfolipidos y proteinas totales. Se estan
realizando también analisis de eicosanoi-
des, Lp(a), Apo Al y Apo B, agregacion
plaquetaria, marcadores de inflamacion
(PCR y los marcadores de adhesion de
monocitos VCAM e ICAM) y marcadores
de peroxidacion lipoproteica y capacidad
antioxidante. La concentracion de gluta-
tion peroxidasa, gluation reductasa y su-
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Figura 2.- Respuesta de g-tocoferol (ug/dl) en quilo-
micrones tras la ingesta de filete con nuez (A) y file-
te sin nuez (B) en tres sujetos.



peroxido dismutasa se mide en glébulos
rojos y en plasma.

Resultados preliminares se han pre-
sentado en diversos congresos (congresos
(VI Congreso de la Sociedad Espafiola de
Nutricién Comunitaria - IV Congreso Ibe-
roamericano de Nutricién y Salud Publica,
2004; IX Congreso de la Sociedad Espa-
fiola de Nutricién, 2004, [ Jornada RCMN
del ISCIII, 2004; Congreso Biotec’2004; 1
Congreso de la FESNAD, 2005) y estos nos
sugieren que el consumo de carnico con
nueces tiende a disminuir el colesterol to-
tal y el ligado a lipoproteinas de alta den-
sidad (LDL), asi como la intensidad de
agregacion a las 5 semanas del estudio e
incrementa el tiempo de agregacion ma-
xima a las 3 semanas. Es decir se produ-
ce menor numero de plaquetas que agre-
gan y necesitan mas tiempo para hacerlo
de forma maxima. Se miden también
otras sustancias vasodilatadoras y antia-
gregantes como son las prostaglandinas
(PG). Ya que las nueces contienen cantida-
des significativas de acido linolenico es
posible que las células endoteliales pro-
duzcan mas PGI3. A partir de las plaque-
tas activadas se procedera a estudiar los
tromboxanos, sustancias proagregantes
plaquetarias y vasoconstrictoras.

Como marcadores de peroxidacion li-
poproteica se esta midiendo las LDL-oxi-
dadas mediante ELISA y marcadores mo-
noclonales de LDL-oxidada (Mercodia).
En suero mide la concentracién de malo-
nildialdehido mediante el test del acido
tiobarbiturico (TBARS) y también se valo-
ra la actividad de paraoxonasa y arileste-
rasa, enzimas que se considera partici-
pan en la protecciéon antioxidante de las
LDL y en el mecanismo de eliminacion
de radicales libres (Canales y Sanchez-
Muniz, 2003). La actividad arilesterasa se
ha medido mediante la técnica de Ecker-
son et al (1983), que utiliza como tampén

> ‘1}.1 J
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Tris/HCl, y mediante otra técnica original
del subproyecto realizado en la Facultad
de Farmacia (Nus et al., 2004).

Finalmente, dado que la respuesta a la
dieta es muy variable de unos individuos
a otros, parece importante estudiar la in-
teraccion del polimorfismo de algunos
genes candidatos y el consumo de carne
con nueces sobre diferentes marcadores
de riesgo cardiovascular. Dado que el nu-
mero de pacientes no es muy elevado, se
estudian solo algunos genes candidatos
de los que se ha observado tienen inte-
raccion en muchos estudios sobre el efec-
to de diferentes compuestos dietéticos so-
bre marcadores de riesgo cardiovascular.
Hasta el momento se ha procedido a ais-
lar ADN genomico de los participantes y
se ha probado la amplificacion del gen
de la ApoE, ApoA4, ABCG, CETP, PON1y
PON 2.

Los resultados definitivos estan en la
fase final de generacion y de valoracion
estadistica. En un préoximo articulo se co-
mentaran los resultados finales de este
estudio de intervencién con un alimento
potencialmente funcional sobre marcado-
res de riesgo cardiovascular.
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Leches fermentadas probidticas

1 término leche fermentada incluye

los productos lacteos obtenidos a

partir de una tecnologia equiva-
lente a la de fabricacion del yogur, pero
que emplea para su elaboracién microor-
ganismos diferentes a Lactobacillus del-
brueckii subsp. bulgaricus y Streptococcus
thermophilus, los cuales son los unicos
aceptados para la elaboracion del yogur,
tal y como establece la Norma de Calidad
para este producto (RD 179/2003). El yo-
gur posee una gran aceptacion social ba-
sada en su tradicional reputaciéon como
alimento saludable y en sus excelentes
caracteristicas sensoriales, lo que junto a
su riqueza nutricional convierte a estos
alimentos en componentes ideales de
una alimentacion supuestamente funcio-
nal y candidatos por excelencia a la in-
corporacion de microorganismos probio-
ticos, fundamentalmente de los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium. En este
contexto, han surgido en el mercado en
los ultimos afios una gran variedad de
productos lacteos que basan su publici-
dad en supuestos efectos beneficiosos pa-
ra la salud de los probioticos que incor-
poran, sin que exista, en algunos casos,
suficiente evidencia cientifica al respecto.

Probidticos

En un informe de la FAO elaborado
por un Comité de Consulta de Expertos se
definieron los probiéticos como: “orga-
nismos vivos que ingeridos en ciertas
cantidades ejercen un efecto beneficioso
para la salud mas alla de su inherente
aporte nutricional” (Guarner y Schaafsma,
1998). Estudios mas recientes indican
que algunas estructuras celulares aisla-
das pueden ejercer los efectos beneficio-
sos sin necesidad de que el microorga-
nismo se encuentre viable (Ouwehand et
al., 2002). En general, aspectos tales co-
mo viabilidad de los microorganismos,
administracion en alimentos y efecto be-
neficioso demostrado para la salud tras
Su consumo, son criterios permanentes
en la mayoria de las definiciones pro-
puestas para probidticos (Sanders, 2003).

Por otra parte, estrechamente asocia-
do al concepto de probidticos se encuen-

TERESA REQUENA, CAROLINA JANER Y CARMEN PELAEZ.
DEPARTAMENTO DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE PRODUCTOS LACTEOS. INSTITUTO DEL FRIO (CSIC). MADRID.

tra el de prebidticos, los cuales represen-
tan ingredientes no digestibles de los ali-
mentos que alcanzan intactos el colon
donde son fermentados preferentemente
por los grupos de bacterias beneficiosas
alli presentes (Gibson y Roberfroid, 1995).
Entre los prebidticos se incluyen algunos
componentes de la leche (aminoazuca-
res), componentes de las paredes vegeta-
les como las hemicelulosas (arabinanos,
xilanos, galactanos) y pectinas, asi como
materiales de reserva de vegetales (inuli-
na, almidoén resistente). En la degrada-
cién de estos carbohidratos intervienen
de forma combinada varios enzimas gli-
coliticos bacterianos que son los respon-
sables de la liberacién de residuos de
monosacaridos de los extremos de las ca-

denas (Margolles y de los Reyes-Gavilan,
2003; Janer et al., 2004).

El potencial beneficio de la ingestion
en los alimentos tanto de probidticos co-
mo de prebidticos o de ambos (simbidti-
cos), se basa en la gran influencia que
ejerce la microbiota intestinal en el esta-
do de salud de los individuos, y en como
ésta puede verse influenciada por dife-
rentes habitos de conducta. La microbio-
ta presente en el colon alcanza cifras de
entre 1011 y 1012 células por gramo de
material colénico (Figura 1), constituyen-
do asi varios cientos de gramos de bacte-
rias vivas que afectan de manera impor-
tante a la homeostasis del individuo
(Guarner y Malagelada, 2003). Esta mi-
crobiota estd compuesta por una pobla-
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cién oportunista con potenciales efectos
nocivos (coliformes y clostridios) y una
microbiota potencialmente beneficiosa
(bifidobacterias y lactobacilos) que ya co-
loniza el intestino desde el momento de
la lactacion (Martin et al., 2004). Los as-
pectos nocivos de la poblaciéon intestinal
potencialmente dafiina para los indivi-
duos, se basan en determinadas activida-
des enzimaticas asociadas a un metabo-
lismo putrefactivo y a la producciéon de
toxinas y de sustancias potencialmente
carcinogénicas.

La microbiota potencialmente benefi-
ciosa presente en el colon, en contraste,
ejerce una serie de efectos positivos, co-
mo es la fermentacion de residuos no di-
gestibles de la dieta, que proporciona al
hospedador la recuperacion de energia
metabolica mediante la produccion de
acidos grasos de cadena corta. Estos
compuestos reducen el pH del medio a
valores acidos (5-6), facilitan la absorcién
de iones en colon, son fuente directa de
energia para los células epiteliales intesti-
nales e intervienen en la modulacién del
metabolismo de la glucosa (Cummings ef
al., 1987). Los acidos grasos de cadena
corta poseen ademas una importante
funcioén en el control de la proliferaciéon y
diferenciacién de las células epiteliales
intestinales, habiéndose sugerido un pa-
pel importante de estos compuestos en la
prevencién de alteraciones inflamatorias
crénicas y de carcinogénesis en colon
(Avivi-Green et al., 2000).

Otro de los aspectos de gran relevan-
cia de la interaccion de la microbiota in-
testinal con el individuo constituye su in-
fluencia en la modulacién del sistema in-
mune, ya que la mucosa intestinal cons-
tituye la principal area de interaccion del
sistema inmunolégico humano con anti-
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genos externos. Precisamente, el contac-
to del tejido linfoide intestinal con las
bacterias intestinales constituye el esti-
mulo mas temprano y mas importante
para el desarrollo del sistema inmunolé-
gico asociado a las mucosas (Kallioméki
et al., 2001). La interaccién entre las bac-
terias potencialmente beneficiosas y el
tejido linfoide de la mucosa intestinal su-
pone una de las bases mas importantes
para la promocién de fenémenos antiin-
fecciosos y antialérgicos en el organismo.

El equilibrio de la microbiota intesti-
nal puede desplazarse negativamente
con cierta facilidad a consecuencia del
estilo de vida, situaciones de estrés, cier-
tos habitos en la dieta, la edad o trata-
mientos con antibiéticos, entre otros fac-
tores. Este desequilibrio origina frecuen-
temente trastornos intestinales de mayor
0 menor gravedad que en ocasiones
pueden asociarse al desarrollo de enfer-
medades agudas o croénicas. En estas si-

tuaciones, la restauracion del balance in-
testinal donde prevalezca la microbiota
potencialmente beneficiosa es funda-
mental en la recuperacion de estas alte-
raciones. Ademas, esta microbiota supo-
ne una barrera de resistencia frente a
microorganismos patégenos contami-
nantes de los alimentos que pueden al-
canzar y colonizar el intestino (Salmone-
lla, Shigella, Campylobacter, etc.). Los
principales mecanismos de competencia
entre ambos tipos de microbiota consis-
ten en la competicion por zonas de ad-
hesién al epitelio intestinal y por los nu-
trientes disponibles y en la produccion
de sustancias antimicrobianas, tales co-
mo acidos grasos de cadena corta y
bacteriocinas, entre otros (Fooks y Gib-
son, 2002).

Bifidobacterium lactis
La incorporacion de bifidobacterias
como probidticos en productos lacteos

TABLA 1: VALORES MEDIOS DEL CONTENIDO EN LACTOSA, PROTEINA,
FRACCIONES NITROGENADAS, ACIDO SIALICO Y MINERALES DEL

CONCENTRADO DE PRQTEiNAS DE SUERO (WPC) EMPLEADO
PARA LA FABRICACION DE LAS LECHES FERMENTADAS

WPC (g/kg)
438,7

Componente
Lactosa

Proteina total
Nitrégeno no proteico
Nitrégeno aminico
Acido sialico

K

Na

Ca

Mg

351,4
11,4
1,2
6,7
9,1
1,3
1,9
0,6

P
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en concreto, y en cualquier alimento en
general, se encuentra con la dificultad
que representa la naturaleza anaerobica
obligada que poseen estos microorga-
nismos, lo cual impide que se desarro-
llen en presencia de oxigeno y, por tan-
to, perjudica su viabilidad en el produc-
to. Excepcionalmente, Bifidobacterium
lactis es una especie tolerante al oxige-
no hasta una concentracién del 10%, lo
que resulta tecnoldégicamente de gran
interés para su incorporacién en pro-
ductos fermentados comerciales. Ade-
mas, presenta una alta tolerancia a va-
lores bajos de pH como los que se al-
canzan en las leches fermentadas. Am-
bas propiedades diferencian claramente
esta especie del resto de las bifidobacte-
rias (Meile et al., 1997).
Los estudios sobre la capacidad pro-
i biodtica de B. lactis han demostrado que
f algunas cepas de estos microorganis-
mos poseen propiedades de gran interés
como son actividad antimutagénica,
|I competencia bacteriana y antirotavirus
| en el intestino y estimulacion de la res-
puesta inmune natural y adquirida, don-
i de se destaca su capacidad para reforzar
. las defensas inmunes de la poblacién
de edad avanzada y la reduccién de
reacciones alérgicas infantiles (Gill et
al., 2001; Kirjavainen et al., 2002). La
mayoria de los estudios de interven-
cién realizados con voluntarios pa-
ra analizar los efectos de la inges-
ta de leches fermentadas que con-
tenian B. lactis, han demostrado la
presencia de este microorganismo
en heces unicamente durante el
periodo de ingesta de los produc-
tos y su desaparicion al interrum-
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pirse ésta. Por tanto, la conclusién gene-
ral de estos estudios es que B. lactis so-
lo coloniza transitoriamente el colon
(Malinen et al., 2002). No obstante, se
puede considerar que seria posible
mantener una poblacién intestinal tran-
seunte de B. lactis, con los consecuentes
efectos beneficiosos derivados para el
organismo, mediante el consumo habi-
tual de productos que contengan este
microorganismo en altos niveles de via-
bilidad.

Viabilidad de B. /actis
en productos lacteos

La capacidad de B. lactis para ejercer
una actividad metabolica beneficiosa co-
mo microbiota intestinal transeunte de-
pende en gran medida de su ingestion
en cantidades significativas. De ahi la
gran importancia del mantenimiento de
unos niveles altos de viabilidad en los
productos fermentados adicionados con
estos microorganismos. En nuestro labo-
ratorio se han llevado a cabo ensayos pa-
ra analizar el potencial de componentes
derivados del suero de queseria, como es
el concentrado de proteinas de suero
(WPC), para mejorar el crecimiento y via-
bilidad de B. lactis en leches fermenta-
das. El suplemento con el 2% de WPC a
la leche de cultivo daba lugar a incre-
mentos de B. lactis en casi 2 unidades lo-
garitmicas después de 24 h de incuba-
cién a 37°C, alcanzandose recuentos de
109 ufc/ml. Los estudios de composicion
del WPC se muestran en la Tabla 1. El
principal aporte del WPC como suple-
mento a la leche radica en su contenido
en proteinas de suero, nitrégeno no pro-
teico, lactosa y K.

FIGURA 2: VIABILIDAD (UFC/G) DE BIFIDOBACTERIUM LACTIS EN
LECHES FERMENTADAS ELABORADAS A PARTIR DE LECHE DE CABRA
(BARRAS AZULES) Y DE LECHE DESNATADA DE VACA CON ADICION DE

ACIDOS GRASOS POLI-INSATURADOS (PUFA; BARRAS VERDES) Y EN
LAS MISMAS LECHES SUPLEMENTADAS CON WPC (BARRAS LISTADAS)

Cabra PLIF&,
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Teniendo en cuenta que el WPC es un
suplemento lacteo de bajo coste y que
hemos comprobado su efecto bifidogéni-
co, se elaboraron leches fermentadas
empleando como cultivo iniciador Strep-
tococcus thermophilus, Lactobacillus aci-
dophilus y B. lactis y suplementando la
leche con WPC al 3%. La Figura 2 mues-
tra los resultados obtenidos para los re-
cuentos de B. lactis en las leches fer-
mentadas después de 21 dias de conser-
vacion en refrigeracion (4°C), tiempo cer-
cano al maximo de 28 dias establecido
por la legislacion espafiola para la venta
de yogures al consumidor después de su
fabricacion (RD179/2003). Se elabora-
ron leches fermentadas a partir de leche
de cabra (barras azules) y de leche des-
natada de vaca que incorporaba una
mezcla de acidos grasos poli-insatura-
dos (PUFA; barras verdes). En ambos ca-
sos, la leche de partida también se su-
plementé con WPC al 3% (barras lista-
das). Como puede observarse, la viabili-
dad de B. lactis al final del almacena-
miento en refrigeracién se mantuvo
siempre por encima de 107 ufc/g en los
productos fermentados suplementados
con WPC. Este es el limite minimo de
bacterias viables en el producto en el
momento de la ingesta que se acepta co-
mo necesario para conseguir los benefi-
cios en salud asociados a las bacterias
probidticas (Stanton et al., 2001).

En ambos casos, leches fermentadas
de cabra y derivado lacteo enriquecido
en acidos grasos poli-insaturados, el
analisis sensorial de los productos mos-
traba las mayores puntuaciones en apa-
riencia, sabor, aroma, textura y acepta-
cién global para las leches fermentadas
adicionadas con WPC al 3%, siendo
comparables a los valores obtenidos por
los yogures de vaca que se emplearon
como referencia. En ningun momento se
apreciaron defectos en sabor o aroma ti-
pico a yogur debido al incremento del
crecimiento y viabilidad de B. lactis en
los productos.

La demanda creciente de productos
lacteos fermentados adicionados de bac-
terias probidticas que aumenten el valor
afiadido de su papel funcional, es una
realidad actual y una apuesta de futuro
para la innovacién empresarial y la in-
vestigacion [+D en el campo de la ali-
mentaciéon. Las bifidobacterias forman
parte de la microbiota intestinal y sus
posibles propiedades beneficiosas en la
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La acrilamida ha entrado ha formar parte del grupo de
agentes toxicos formados durante el procesado de
alimentos. Es un hecho indiscutible la formacion de
acrilamida durante el procesado o cocinado de
determinados grupos alimenticios y ello supone un peligro
en su condicion de perjudicar la salud. Sin embargo, el
concepto de riesgo hace referencia a la probabilidad y
severidad del peligro. Antes de definir una estrategia
efectiva y rigurosa de comunicacion y gestion de riesgos

sobre la presencia generalizada de acrilamida en alimentos
procesados térmicamente es preciso superar con éxito una
serie de etapas previas, actualmente, en fase de
evaluacion. Cuestiones tan importantes como la validacion
de una metodologia robusta de analisis, pasando por
complejos estudios tanto de biodisponibilidad como
epidemiologicos deben ser resueltos en los proximos anos.
Es por ello que debemos ser cautos y responsables con la
informacién que lancemos a debate publico.

asta Abril del afio 2002, la comu-

nidad cientifica y el publico en

general, pensabamos que la acri-
lamida (CAS n. 76-06-1, CH,=CH-CONH,)
era unicamente un importante interme-
diario en la sintesis de homo- y copoli-
meros de poliacrilamida, de amplia pre-
sencia en nuestra sociedad. Ademas de la
fabricacion de plasticos, es utilizada des-
de agente aglutinante en el tratamiento
de aguas residuales, en el procesado de

la pulpa de papel, hasta en el sector de la
cosmética, el textil y la construcciéon, en-
tre otros muchos. Sin embargo, queda-
mos sorprendidos cuando el grupo de in-
vestigacién de la Prof. Margareta Torvg-
vist (Univ. Estocolmo, Suecia) en conjun-
cion con personal de la Agencia sueca de
seguridad alimentaria (SNFA) anuncio en
rueda de prensa la deteccién de niveles
significativos de acrilamida en ciertos ali-
mentos fritos de amplio consumo. En

otras palabras, la acrilamida aparece de
“manera natural” en los alimentos duran-
te el cocinado o el procesado térmico,
donde los niveles estan relacionados con
la temperatura y tiempo de calentamien-
to. Es por ello que los procesos, como el
horneado, fritura, asado, etc., estan direc-
tamente relacionados con una mayor pre-
sencia de acrilamida en estos. En alimen-
tos crudos, frescos o simplemente hervi-
dos, no se detecté acrilamida. El grupo
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de alimentos donde se observé mayor
contenido fue aquel que contenia eleva-
dos niveles de carbohidratos, en concreto
en las patatas fritas. Se encontraron nive-
les entre 669-3000 de pg/kg, cuando el
limite aceptable para agua de consumo
es de 0.1 ug/L. Sin embargo, no aportan
informacion sobre el mecanismo de for-
macion. Estos primeros resultados indi-
can que el consumo promedio en la die-
ta sueca es de 0.3-0.8 ug acrilamida/kg
peso/dia, pero en determinados sectores
de poblacién como la infantil, el consu-
mo es de dos a tres veces superior al de
los adultos. Ademas se plante¢ la hipote-

principio se relaciond la presencia del
biomarcador con el consumo de tabaco,
la contaminacién ambiental, y el uso de
cosméticos, pero aun asi, habia una par-
te importante de niveles de acrilamida,
analizada como CEV (aducto entre el res-
to N-terminal de la valina en la hemoglo-
bina y la acrilamida), que no podia ser
explicada y debia provenir de la dieta. El
hecho lo confirmé la experimentaciéon
con ratas de laboratorio alimentadas con
dietas ricas en fritos. La determinacién de
CEV es valida como biomarcador de la
exposicion in vivo a la acrilamida pero no
es valida para hacer extensible un céalcu-

“El horneado, fritura, asado, etc., estan directamente
relacionados con la presdencia de acrilamida”

sis de que ciertos casos de cancer en Sue-
cia podrian ser explicados a partir de la
ingesta de acrilamida. Concretamente ci-
tan que de los 45000 casos de cancer
atribuidos, en principio, a causas desco-
nocidas, la tercera parte podrian ser ex-
plicados. La polémica esta servida.

El hallazgo fue fortuito, ya que los
cientificos pretendian identificar nuevas
vias de exposicion a la acrilamida ade-
mas de las ya conocidas (principalmente
el tabaco). Pero, sus investigaciones les
llevaron a relacionar elevados niveles de
biomarcadores de acrilamida con los ha-
bitos alimenticios de la poblacién. Hace
ya 30 afios que se conoce que la acrila-
mida y la glicidamida (epoxido derivado
de la acrilamida) pueden formar comple-
jos con restos aminoacidicos de la Hb. En
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lo de acrilamida via dieta.
Posteriormente, y en cuestion de 3 se-
manas los resultados fueron validados y
aceptados por diferentes agencias de se-
guridad alimentaria y universidades eu-
ropeas (Noruega, Suiza, Reino Unido),
ademas de Estados Unidos, Canada y
Australia. Desde entonces se ha iniciado
una actividad frenética en los ambitos
cientificos, gubernamentales e industria-
les implicados para evaluar el impacto
real de la presencia de acrilamida sobre
la salud de los consumidores.
Obviamente estos hallazgos han aler-
tado a la comunidad cientifica, ademas
de los diferentes organismos nacionales
e internacionales de seguridad alimenta-
ria, ya que los efectos toxicoldgicos de la
acrilamida han sido estudiados y consta-

e

tados en animales de laboratorio desde
hace tiempo. En este punto es importan-
te resaltar que las investigaciones se lle-
varon acabo con el producto puro, en
concentraciones no siempre acordes a
los niveles encontrados en los alimentos
y en animales de experimentacion. Des-
de que cocinamos nuestros alimentos,
los humanos llevamos miles de afios ex-
puestos a la acrilamida, quizas durante
ese tiempo nuestro organismo haya po-
dido adaptar un mecanismo de detoxifi-
cacion especifico. La toxicologia de la
acrilamida podemos dividirla en funcion
de sus efectos; genotoxico, clastogénico,
carcinogénico, neurotoéxico (la principal
alteracion descrita en humanos es el de-
sarrollo de neuropatia periférica) y, tam-
bién, esta implicada en procesos de in-
fertilidad en animales macho de labora-
torio. Aunque hasta la fecha, la carcino-
genicidad no ha sido demostrada en hu-
manos mediante estudios epidemiolégi-
cos, esta no puede ser totalmente exclui-
da. Por ello, la acrilamida ha sido clasifi-
cada por la IARC como “sustancia proba-
blemente carcinogénica en humanos”
debido a serios indicios a partir de resul-
tados realizados en mamiferos y lineas
celulares humanas. Por otra parte, la
Union Europea aplicando el indice CRAI
ha clasificado a la acrilamida en la cate-
goria 2 de carcinogenicidad.

Respecto a la bioquimica de la acrila-
mida en el organismo se van conociendo
diferentes rutas de metabolizacién. La
acrilamida es una molécula tremenda-
mente reactiva que participa en reaccio-



nes de radicales libres y reacciones de
adicion de Michael. Una de las mas co-
nocidas es la transformacién metabolica
hasta glicidamida. Se ha descrito que
puede participar en la modificacién qui-
mica de (a) grupos SH- no proteicos (cis-
teina, homocisteina, y glutation), (b) gru-
pos SH- proteicos (enzimas y proteinas
estructurales), (c) grupos NH,- terminales
de valina en la Hb, pero no se ha podido
constatar la accion sobre el resto epsilon-
NH,-lisina o el NH del anillo imidazol de
la histidina, (d) grupos NH, de la guani-
na y otros acidos nucleicos. Finalmente,
también se ha constatado la interaccion
no covalente con los residuos de triptofa-
no de las proteinas. Ademas, algunos re-
sultados sin confirmar, indican que la
acrilamida podria generarse en el orga-
nismo ya que se han determinado niveles
basales de CEV en animales salvajes los
cuales no estan expuestos a la acrilamida
por las vias antes citadas.

La investigacion que actualmente se es-
ta desarrollando sobre la presencia de acri-
lamida en alimentos es claramente multi-
disciplinar. De una manera muy general,
podriamos describir que los grupos de tra-
bajo formados para abordar el problema
estan adscritos a las siguientes areas:

» mecanismos de formacion de acrila-

mida en alimentos

» metodologia analitica

* exposicion y biomarcadores

* toxicologia, consecuencias metaboli-
cas y epidemiologia

+ evaluacion y comunicacion de riesgos.

En concreto la Uniéon Europea dentro
del sexto programa marco de investiga-
cién cientifica ha financiado diferentes
grupos de trabajo que abarcan el estudio
de la presencia de acrilamida en nuestra
dieta. Nuestro grupo esta participando en
la accion COST-927 denominada “Ther-
mally processed foods. Possible Health Im-
plications” donde se evalua la incidencia
de la acrilamida y otros compuestos so-
bre la salud. También participamos en el
programa Collective Research con la pro-
puesta de proyecto ICARE con el objetivo
de evaluar y disefiar estrategias para mi-
nimizar la formacién de acrilamida y
otros compuestos nocivos generados du-
rante el procesado térmico, como son las
aminas heterociclicas.

“Estos hallazgos han alertado a la comunidad cientifica
y a diferentes organismos de seguridad alimentaria”

Hasta la fecha se han descrito una se-
rie de metodologias para la cuantifica-
cién de acrilamida, aunque es importan-
te resaltar que no todos los métodos des-
critos son validos para ser aplicados en
todos los alimentos. Tampoco olvidemos
que aun no existe un método analitico
contrastado, validado, y totalmente acep-
tado por la comunidad cientifica para la
cuantificacién de acrilamida. Si bien es
cierto que los métodos y variantes desa-
rrollados hasta la fecha son sometidos re-
gularmente a diferentes programas de in-
tercomparaciéon organizados por BfR,
IRMM y FAPAS sobre diversas matrices.
Sera muy dificil desarrollar un método
generalista, ya que se debera contemplar
las particularidades de cada matriz; por
ejemplo en hamburguesas, cereales o ca-
fé las variantes en las etapas de extrac-
cion de muestra pueden ser diferentes.
Es también un objetivo la definicién y
puesta a punto de metodologias rapidas
y de bajo coste. Debido a la reactividad
de la molécula y su quimica los métodos
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mas utilizados hasta la fecha son GC/MS,
asi como LC/MS y LC/MSn. Las metodo-
logias de GC/MS fueron las primeras des-
critas, ya que los analistas trasvasaron
Sus experiencias tanto en migracion de
contaminantes a partir de envases al ali-
mento (por ejemplo niveles de acrilamida
mondmerica en plasticos) como procedi-
mientos de analisis de acrilamida resi-
dual en agua tratada.

En el estudio inicial presentado por los
investigadores suecos se analizaron unos
100 alimentos, agrupados en derivados
de patata (bien en trozos o en laminas),
cereales de desayuno, maiz, galletas y
pan. A la fecha de hoy mas de 700 pro-
ductos diferentes han sido ya evaluados,
incluidos en 35 grupos de alimentos.
También se han ido describiendo los ali-
mentos o preparados donde no se han
detectado niveles de acrilamida o estos
no son significativos. En la tabla 1 se re-
sumen los resultados presentados hasta
la fecha. La tabla muestra claramente
grupos de alimentos donde existe una
gran dispersion entre los datos. Ello indi-
ca que es posible, por ejemplo en el gru-
po de las patatas fritas, reducir los niveles
de acrilamida mediante modificaciones
en las condiciones del procesado ya que
la materia prima inicialmente es la mis-
ma. En este sentido se han descrito dife-
rentes estrategias para reducir los niveles
en los alimentos donde se requiere de un
profundo conocimiento de la quimica de
formacion:

- Reduccion o eliminacion de los
reactantes del alimento o formula-
cién. Es conocido que la presencia de
asparagina y compuestos dicarbonilo fa-
vorecen la reaccion. El contenido en as-
paragina en patatas varia entre 0.5 - 10
mg/g. Se pueden emplear variedades de
patata de bajos niveles de asparagina en
la produccion de patatas fritas. Otra es-
trategia planteada es tratar el producto
previamente con asparaginasa.

— Interrupcion de la reaccién. Se
podria incluir un inhibidor de alguna re-
accion limitante dentro de la cascada de
reacciones implicadas en la formacién de
acrilamida. El inhibidor empleado debe
ser un aditivo inocuo.

— Eliminacion después del procesa-
do. Esta opcidon es muy compleja ya que
seguramente el producto se veria altera-
do en su textura y organolepticamente.

Los resultados presentados hasta la fe-
cha no abarcan todos los sectores repre-
sentativos de la dieta europea. Es mas, se
prevé encontrar diferencias significativas
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“Respecto a la bioquimica de la acrilamida en el organismo
se van conociendo diferentes rutas de metabolizacion”

en los estudios epidemioldgicos entre di-
ferentes paises. Es por ello urgente la ela-
boracién de bases de datos, lo mas com-
pletas posibles, para determinar los nive-
les de acrilamida en la dieta, no solo eu-
ropea, sino dentro de cada pais o region.
Concretamente, la Comision europea a
través del SFC anima al estudio de los ni-
veles de acrilamida en productos regio-

nales o especificos de cada Estado. A par-
tir de la creacién de una base de datos
completa, se puede estimar los niveles de
distribucion de acrilamida en los grupos
de alimentos y relacionarlos con la inges-
ta en diferentes grupos poblacionales y
de esta manera llegar a obtener una esti-
macion de la distribucion de la exposi-
cién de la acrilamida. Paralelamente, los



estudios de biodisponibilidad (toxico-ci-
néticos) en animales de laboratorio debe-
rian clarificar el efecto del consumo sobre
la absorcion y eliminacion de la acrilami-
da. Uno de las principales interrogantes
es conocer el comportamiento de las ma-
trices alimenticias y de otros compuestos
presentes en nuestra dieta sobre el blo-
queo de la acrilamida. En estos estudios
se determinarian tanto los niveles de
acrilamida como de glicidamida en sue-
ro. En una etapa final, sera posible mo-
delizar (estudios cinéticos) y extrapolar
los resultados obtenidos en animales de
laboratorio a humanos.

Conclusion

Aunque han transcurrido escasamen-
te dos afios desde que tuvimos constan-
cia que una nueva via de contaminaciéon
por acrilamida en humanos era a través
de los alimentos que ingerimos diaria-
mente, se ha avanzado de una manera
sorprendente en el conocimiento cientifi-
co sobre la formacién e incidencia de
acrilamida en nuestra dieta. Se han mo-

vilizado agilmente y coordinado los re-
cursos de las principales instituciones in-
ternacionales y nacionales de seguridad
alimentaria, asi como de los laboratorios
de investigacién y desarrollo de las prin-
cipales compafiias productoras implica-
das. Las claves sobre la formacion e im-
pacto de la acrilamida sobre nuestra sa-
lud no estan, ni mucho menos, resueltos.
Es cierto que el ser humano lleva coci-
nando y procesando alimentos desde ha-
ce miles de afios y posiblemente el ries-

bles. Poco a poco se van conociendo di-
ferentes puntos criticos en la formaciéon
de acrilamida, aunque si bien es cierto
que la importancia relativa de cada uno
variara en funcién del grupo de alimen-
tos al cual nos estemos refiriendo. En ge-
neral se ha determinado que temperatu-
ras superiores a 120°C y tiempos prolon-
gados de procesado/cocinado, asi como
la elevada presencia de azucares y ami-
noacidos libres, un pH cercano a la neu-
tralidad y alta superficie de contacto en

“Es posible, en el grupo de las patatas fritas, reducir los
niveles de acrilamida modificando el procesado”

go para la salud que suponga la presen-
cia de acrilamida en la dieta no sea ma-
yor que la falta de ejercicio fisico o el ba-
jo consumo de frutas. Pero aun asi, ese
riesgo debe ser evaluado y clarificado.
Por otra parte, se deben de articular me-
canismos para eliminar, o cuanto menos,
reducir los niveles de acrilamida a los
mas bajos que técnicamente sean posi-

TABLA 1: CUADRO RESUMEN DE VALORES DE ACRILAMIDA EN DIFERENTES

GRUPOS DE ALIMENTOS RECOGIDOS HASTA MARZO DE 2004. VALORES APORTADOS
POR SNFA, FSA Y GRUPOS EUROPEOS (LINEA SUPERIOR) Y FDA (LINEA INFERIOR)

Grupo

Media (min-max) - n
19/Kg producto

537 (< 50 - 3.500) - 39

iz, [ 453 (20 - 2.762) - 40

340 (20 - 1.325) - 52

1.312 (170 - 2.287) - 38
464 (117 - 2.762) - 40

Patatas fritas

Crips, patata

218 (34 - 416) - 7

Crips, maiz -

o 423 (< 30 - 3.200) - 58
e e 110 (36 - 199) - 4
anader 110 (< 50 - 450) - 19
anaderia 70 (0 - 364) - 22

Galletas .

237 (36 - 432) - 8

298 (< 30 - 1.346) - 29

Cereales desayuno 113 (47 - 266) - 10

Palomitas de maiz 186 (97 - 352) — 4

35 (30 - 39) - 4

Pescado y derivados 12— 1

Vegetales 25 (0-83) -8

Grupo Media (min-max) - n
19/Kg producto
o 200 (170 - 230) - 3
Café molido

206 (45 - 365) - 53

Frutos secos 117 (28 - 457) - 13

30 (< 30-30)-1
Cerveza

<10-4
Sraok 280 (< 30 - 640) - 11
facrers 191 (26 - 504) - 7
Leche 16 (0 - 43) - 4
75 (< 50 - 100) - 2
Chocolate

114 (0 - 909) - 14

Aceitunas negras . (123 - 424) - 4

Salsas

Potitos

Alimentos infantiles

Formula Infantiles 2(0-10) - 11

el alimento, favorecen la formacién de
acrilamida.

En definitiva, la acrilamida ha vuelto
a poner a prueba los conocimientos y re-
cursos tanto de los cientificos y tecnolo-
gos como de los responsables de seguri-
dad alimentaria y salud en general. Se
ha superado la primera oleada de reac-
ciones mediaticas y todos los sectores
implicados somos conscientes de la im-
portancia de nuestra cooperacién para
evaluar el riesgo real de la ingesta de
diaria de acrilamida. La transparencia de
las investigaciones en curso son un claro
mensaje de tranquilidad al consumidor.
Por otra parte el consumidor no puede
quedar ajeno, debe de aplicar las mis-
mas recomendaciones de evitar el sobre-
cocinado. Obviamente los alimentos de-
ben seguir siendo cocinados en las con-
diciones apropiadas con el objeto de eli-
minar los posibles patdgenos presentes,
especialmente en carnes y pescados.

Abreviaturas

FDA = Food and Drug Administration
(Us)

SNFA = Swedish National Food Admi-
nistration

IARC = International Agency for Rese-
arch on Cancer

SFC = Scientific Food Committee (EU)

FAPAS = Food Analysis Performance
Assessment Scheme

IRMM = Institute for Reference Mate-
rials and Measurements

BfR = Instituto Federal Aleman para la
evaluacion de riesgos

FSA = Food Standard Agency

COST = European cooperation in the
field of Scientific and Technical Research

Hb = hemoglobina

CRAI = Carcinogenicity risk assess-
ment index

CTC 35



Referencias

Becalski, A., Lau, B., Lewis, D., Seaman,
S. (2002) Acrylamides in Food: occu-
rence and sources. Poster at 116th An-
nual International AOAC, USA.

IARC (1994) Acrylamide. Monographs on
the evaluation carcinogen risk to hu-
mans: Some industrial chemicals,
Lyon, Fance, 60, 389-433.

Mottram, D., Wedzicha, B., Dodson, A.
(2002) Acrilamide is formed in the
Maillard reaction. Nature, 419, 448.

Rosen, J., Hellenas, K.E. (2002) Analysis
of acrylamide on cooked foods by li-
quid chromatography by tandem
mass spectrometry. The Analyst, 127,
880-882.

Stadler, R., Blank, [, Varga, N., Robert, F,
Hau, J, Guy, P, Robert, M., Riediker, S.
(2002) Acrilamide from Maillard reac-
tion products. Nature 419, 449.

Tareke, E., Rydberg, P., Karlsson, P.,
Eriksson, S., Tornqvist, M. (2002)
Analysis of acrylamide, a carcinogen
formed in heated foodstuffs. J. Agric.
Food Chem. 50, 4998-5006.

BOLETIN

Tareke, E., y col. (2002) Acrilamide, a co-
oking carcinogen?. Chem. Res. Toxi-
col, 13, 517-522.

WHO (1996) Guidelines for drinking wa-
ter quality. Ginebra, Suiza, 940-949.

European Commission, European Chemi-

cals Bureau, Institute for Health and
Consumer Protection, 2002. European
Union Risk Assessment Report Acryla-
mide. O. O.Publications of the Europe-
an Communities, Luxembourg. (ISBN
92-894-1250-X).

Mucci, L.A., Dickman, PW.,, Steineck, G.,
Adami, H.-O., Augustsson, K., 2003.
Dietary Acrylamide and cancer of the
large bowel, kidney, and bladder. Ab-
sence of an association in a popula-
tion-based study in Sweden. British
Journal of Cancer 88, 84-89.

Weiss, G., 2002. Acrylamide in food: un-
charted territory. Science 297, 27.

FDA (2004) Action plan for acrylamide in
food. CFSAN/Office of Plant & Dairy
foods.

ASIOCSIC]
aiie

CENTRO DEL CSIC: Instituto del Frio.
Departamento: Ciencia y tecnologia de
productos lacteos.

Nombre Investigador: Francisco José
Morales Navas.

E-mail: fimorales@if.csic.es

Tendencias de Investigacion:

Nuestra linea principal de investigacion
esta centrada en estudio de la denomina-
da reaccién de pardeamiento no enzimati-
co que tan amplio impacto tiene en aspec-
tos tanto organolepticos como nutriciona-
les durante el procesado y cocinado de ali-
mentos. Tres grandes objetivos han ocu-
pado nuestros esfuerzos desde los 90; la
identificacion y aplicacion de indices qui-
micos de tratamiento térmico, la caracteri-
zacion de compuestos bioactivos deriva-
dos de la reaccion de Maillard y por ultimo
los factores implicados en la formacién de
acrilamida en determinadas matrices ali-
menticias. En ellos hemos ocupado nues-
tra experiencia en quimica de los alimen-
tos, quimica analitica y tecnologia de pro-
cesos. En la actualidad estamos colabo-
rando con investigadores de otros ambitos
cientificos para acometer un abordaje
multidisciplinar a estas tematicas.

SUSCRIPCION

C Deseo suscribirme a la revista CTC Alimentacién.
NOmbIre: ........cooooioooiioiiiee Apellidos: ...
T EMPIESQ: ...

C NGO e

Puede suscribirse por Correo: C/ Concordia s/n. 30500 MOLINA DE SEGURA (Murcia) Espafia.
Teléfono: 968 38 90 11 ® Fax: 968 61 34 01 e E-mail: cicfgalvez@ctnc.es

CTC 36




Instituto del frio

AcrocsiCl

Congelacion de alimentos bajo

alta presion

SANZ, PD.; OTERO, L.; MOLINA-GARCIA, A.D.; GUIGNON, B.; FERNANDEZ, PP Y APARICIO, C. INSTITUTO DEL FRIO (CSIC). 28040 MADRID.

El empleo de altas presiones en tecnologia de alimentos, se remonta a 1899, Hite realizé ensayos con alta
presién en leche para intentar incrementar su conservacion reduciendo la microflora. Sin enbargo en aquella
época no era posible este método en la industria, por lo que sus trabajos fueron olvidados hasta 1989 cuando el
Ministerio de Agricultura japonés con empresas de ingenieria y alimentacion formo la Asociacion para la
Investigacién y Desarrollo de la tecnologia de altas presiones” en la industria alimentaria.

Introduccion

Bajo la denominacion genérica de tec-
nologias emergentes, se asiste en nues-
tros dias, a la valoracion de la efectividad
de diferentes tecnologias que, de un mo-
do incipiente, se vienen desarrollando s6-
lo a nivel de laboratorio. De entre ellas,
aparecen, por ejemplo, la de la aplicacion
de campos electromagnéticos, la del uso
de pulsos eléctricos o la del empleo de al-

tas presiones hidrostaticas. Los trabajos
basicos de tipo fisico-fundamental que
sustentan esta ultima tecnologia son de-
bidos a Bridgman (1912), quien determi-
noé una serie importante de propiedades
termodinamicas del agua en ese dominio
de presiones.

Pero el empleo de altas presiones en
tecnologia de alimentos es todavia mas
antiguo. Ya en 1899, Hite realiz6 ensayos

con alta presion en leche para intentar
incrementar su conservacion reduciendo
su microflora. Sin embargo, en aquella
época no era posible emplear esta técni-
ca para trabajar a nivel industrial. Asi
pues, sus trabajos quedaron adormecidos
hasta 1989 cuando el Ministerio de Agri-
cultura japonés, en colaboracion con 21
empresas de ingenieria y alimentacion
nacionales, formo la “Asociacion para la
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investigacién y desarrollo de la tecnolo-
gia de altas presiones en la industria ali-
mentaria”. En 1990, la empresa japonesa
Meidi-Ya introdujo en el mercado japo-
nés las primeras mermeladas comercia-
les tratadas con alta presion. Esta misma
empresa, posteriormente, en 1991, inicié
la comercializacion de yogures, gelatinas,
salsas y macedonias de frutas. En ese
mismo afio, dos empresas mas, Pokka y
Wakayama, instalaron equipos semicon-
tinuos para tratar zumos bajo presién con
unas capacidades respectivas de 600 y
4000 1/h respectivamente. Desde enton-
ces, su implantacién en Japén ha sido
muy grande. En Europa y en USA tam-
bién se esta desarrollando esta tecnolo-
gia. Por ejemplo, en Francia, la empresa
Pernod Ricard comercializa zumo de na-
ranja presurizado; en USA y Méjico, la
compafiia Avomex comercializa guaca-
mole y en Espafia, las empresas Espufia
y Campofrio, tienen en el mercado jamoén
de york y otros productos carnicos listos
para un cocinado rapido.

Principios basicos y equipamiento

Esta tecnologia se basa en dos princi-
pios basicos: El Principio de Le Chatelier
(todo fenémeno que se acompafia de
una disminucion de volumen se ve ace-
lerado por un aumento de presion) y vi-
ceversa y la Ley isostatica (a presion se
transmite de forma instantanea y unifor-
me a través de toda la masa del produc-
to, independientemente de su volumen).
Por tanto, el tiempo de presurizacion es
independiente del volumen de la mues-
tra, al contrario de lo que ocurre con los
tratamientos térmicos.

El dominio de aplicacién de esta tec-
nologia comprende desde los 100 MPa
hasta los 1000 MPa. Por ese motivo, el
equipamiento empleado en esos proce-

FIGURA 2: CONGELACION POR CAMBIO DE PRESION.

PROCESO ABCDE: PROVOCADA POR UNA EXPANSIC)N RAPIDA;
PROCESO ABC12E: PROVOCADA POR UNA EXPANSION LENTA

sos ha de ser bastante especial. El alma
de esos sistemas es la vasija contenedora
de las muestras. La Figura 1 muestra una
de ellas, cuyo volumen ha de adaptarse
légicamente a las necesidades producti-
vas. Completan la instalacion, el sistema
de termostatizacion, el equipamiento de
presurizacion, las valvulas, el tubeado, el
aislamiento, ...

Las altas presiones, provocan desnatu-
ralizacion, coagulacion y gelificacion so-
bre proteinas, los almidones y los acidos
nucleicos por modificaciones en los enla-
ces no covalentes. Ya en 1914, Bridgman
observé la coagulacién de la clara de
huevo bajo presion debida a la desnatu-
ralizacion de proteinas. Dia a dia se co-
nocen nuevas fuentes de aplicacion de
las altas presiones a la tecnologia de ali-
mentos. La mas general es la de la pas-
teurizacién complementaria a los trata-
mientos térmicos. Otras de ellas se basan
en la potenciacion de la gelificacion del
almidon, la variaciéon de la temperatura
de fusion de las grasas, obtencién de
nuevos compuestos y alimentos, etc. El
grupo que realiza esta publicacion se de-
dica mas de lleno al estudio de los proce-
sos de congelaciéon y descongelacion re-
alizados en el dominio de las altas pre-
siones y las bajas temperaturas, que es lo
que se desarrolla a continuacion.

Procesos practicos de
congelacion y de descongelacion
con altas presiones

De entre los existentes, podriamos
destacar:

Congelacion por cambio en la pre-
sion

La congelacién por cambio de pre-
sion se caracteriza porque el cambio de
fase viene provocado por un cambio de
presion.

30|

20

FIGURA 1: VASIJA PARA EL
TRATAMIENTO POR ALTA PRESION

En este proceso, la muestra se enfria
bajo presion, tal y como se indica en la
Figura 2, permaneciendo en todo mo-
mento en estado liquido (tramo BC). Una
vez conseguida la temperatura deseada
en todo el volumen de producto se reali-
Za una expansion hasta presion atmosfé-
rica (tramo CE). En esta expansion, la
presion puede ser liberada lentamente
(tramo C12E) o rapidamente (tramo CDE).
Los puntos 1 y D, alcanzados en la ex-
pansion bien lenta o rapida, suponen un
elevado grado de subenfriamiento y pro-
vocan una nucleacion uniforme en todo
el volumen de producto de pequefios
cristales de hielo. Tras las expansiones
rapidas, el agua permanece en estado li-
quido a presion atmosférica y a tempera-
turas por debajo de 0°C (punto D), al me-
nos durante unos instantes (Sanz, Otero,
de Elvira y Carrasco, 1997; Otero y Sanz,
2000...). Asi, el agua se halla subenfriada
y en estado metaestable a presién atmos-
férica. Las expansiones lentas conducen
a condiciones metaestables solo bajo pre-
sion (punto 1) y la curva de fusion se al-
canza antes de la liberacién completa de
la presidn, tan pronto como se produce el
suficiente subenfriamiento necesario pa-

FIGURA 3: DESCONGELACION ASISTIDA POR ALTAS PRESIONES
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FIGURA 4: DESCONGELACIC
INDUCIDA POR PRESION
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FIGURA 5: SECCION TRANSVERSAL
DE UNA MUESTRA DE MUSCULO
DE VACUNO FRESCA

ra promover la nucleacion del hielo. Por
consiguiente, la nucleacion del hielo se
produce, en cada uno de esos casos, a
distintos niveles de subenfriamiento, que
son alcanzados a distintas presiones. Asi
pues, cada cinética de congelacion sera
diferente.

Las congelaciones provocadas por
cambio de presion son particularmente in-
teresantes debido al hecho de que apare-
cen subenfriamientos —y, por tanto, nucle-
aciéon— después de la liberacion de la pre-
sién, a través de toda la muestra y no soélo
en su superficie. Por ese motivo, los crista-
les de hielo que se forman se distribuyen
uniformemente en todo su volumen.

Descongelacion asistida por alta presion
La descongelacién asistida por alta
presion se caracteriza porque se produce
a presion constante, mayor que la atmos-
férica, mientras se incrementa la tempe-
ratura de la muestra por encima del pun-
to de fusion correspondiente (Figura 3).
La descongelacion se produce desde la
superficie hacia el centro de la muestra,
tal y como sucede a presion atmosférica.
En la practica, es dificil de llevar a ca-
bo este tipo de experimentos, ya que la
temperatura inicial de la muestra debe
ser lo suficientemente baja como para

FIGURA 6a

Corte transversal a las fibras de camne de cerdo
congelada con nitrégeno liquido. Zona superficial.

Corte transversal a las fibras de carne de cerdo con-
gelada por cambio brusco de presion. Zona superficial.

mantenerse por debajo de la curva de fu-
sion durante todo el proceso de compre-
sion (Otero y Sanz, 2003). Por los mismos
motivos, no es posible alcanzar elevadas
presiones.

Descongelacion inducida por presion

La descongelacion inducida por pre-
sion se caracteriza porque la transicion
de fase se inicia por un cambio de pre-
sién y se continuda a presién constante
(Figura 4). Durante la compresién, una
vez se alcanza la curva de cambio de fa-
se (punto B) se inicia la descongelacion
que se ve reflejada en un descenso en la
temperatura de la muestra (tramo BC).
Una vez alcanzada la presién de trabajo
(punto C), el proceso de descongelacién
se completa a presién constante durante
el tramo CD.

Para dos muestras a una misma tem-
peratura inicial, cuanto mayor es la pre-
sion de trabajo, el descenso de tempera-
tura es mayor y menor la duracion del
plateau debido a que se descongela una
mayor cantidad de agua durante la pre-
surizacion. Ademas, a mayor presion,
menor es el calor latente que ha de su-
ministrarse, mientras que el gradiente
térmico entre la fuente de calor y el fren-
te de fusion es mayor.

FIGURA 6b

Corte transversal a las fibras de carne de cerdo
congelada con nitrégeno liquido. Zona central.

Corte transversal a las fibras de carne de cerdo
congelada por cambio brusco de presion. Zona central.

Para procesos de descongelacion a
igual presion de trabajo, las muestras con
una temperatura inicial mayor se descon-
gelan mas deprisa, debido a que hay que
suministrar menor cantidad de calor pa-
ra alcanzar la curva de cambio de fase
durante la presurizacién y, por tanto, an-
tes inician su descongelacion.

Efectos de la congelaciéon por cambio
brusco de presion sobre la microestructu-
ra de de los alimentos.

Con objeto de analizar los efectos de
este tipo de congelacion sobre la micro-
estructura de los alimentos, se describe,
a continuacién, una serie de resultados
obtenidos para los alimentos de origen
animal y para los de origen vegetal. En
general, se han congelado alimentos en-
teros y de gran volumen. Eso ha sido asi,
debido a la necesidad de poner de mani-
fiesto diferencias acusadas en las veloci-
dades de congelacion, como consecuen-
cia de los gradientes térmicos provoca-
dos en la congelacion, las cuales son,
obviamente, mas visibles en esos casos.
La Figura 5 muestra la microestructura
oOptica de un musculo de carne fresca.
Los procesos tradicionales de congela-
cién estan completamente regidos por la
presencia de gradientes térmicos. Por
ejemplo, una congelaciéon con un tunel
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de aire posée un coeficiente de transmi-
sién superficial menor que cuando se
congela con un método criogénico. En
estos casos, cuanto mas alta es la veloci-
dad de congelacién, mas “calidad” se
aporta al alimento. La congelacién crio-
génica con nitrogeno liquido es capaz de
extraer suficiente calor para producir la
nucleacion dentro de las fibras de carne
y, por tanto, el agua permanece dentro
de las células. La Figura 6(a) muestra la
multitud de pequefios cristales intracelu-
lares que se producen en la superficie
del producto, en contacto con el medio
de congelacion, con un didmetro maxi-
mo medido de 8 um. También se produ-
cen cristales extracelulares; sin embargo,
éstos ocupan poco volumen relativo; ya
que, aproximadamente el 90% de agua
en la carne fresca se encuentra en el es-
pacio intracelular. La velocidad de con-
gelacién es, en esta zona, muy alta con
un tiempo caracteristico de congelacién
de 7 minutos. Sin embargo, debido a los
gradientes térmicos que se establecen,
esto es solo posible en la superficie del
producto. En el centro de la muestra, el
tiempo caracteristico se ha triplicado al
disminuir la velocidad de congelacién,
alcanzando los 21 minutos. Por ello, la
zona interna presenta cristales de hielo
intra- y extracelulares, Figura 6(b), con
didametros medios mucho mayores que
los correspondientes a la superficie, que
distorsionan, de nuevo, las fibras. Por
tanto; desde el punto de vista microes-
tructural, cuando se trabaja con alimen-
tos grandes, los beneficios atribuidos a la
congelacion criogénica se limitan solo a
su zona externa; ya que, los gradientes
térmicos que se establecen impiden que
en el centro de los productos se alcancen
velocidades de congelacién altas. La
principal limitacién que presentan todos
estos procesos de congelacion, a presiéon
atmosférica, es que en alimentos gran-
des, tras la nucleacién cerca del borde
refrigerado, se alcanza pronto la tempe-
ratura de cambio de fase debido a la sa-
lida de calor latente, y; por tanto, no se
forman mas nucleos. Asi, la congelacion
del agua que queda todavia en estado li-
quido se produce por la subsecuente ex-
traccién de calor, principalmente por
conduccion, a través del tejido congela-
do. Por ello, los pocos nucleos de hielo
formados en el sistema crecen desde la
superficie del producto hasta su centro,
de forma dendritica, convirtiéndose en
grandes cristales de hielo a expensas del
agua extraida de las fibras.
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Alimentos congelados bajo alta presion.

Los distintos tiempos caracteristicos de
congelaciéon que se consiguen para un
mismo proceso en la superficie y en el
centro de la muestra (practicamente se
triplican desde un punto a otro en todos
los procesos estudiados en este experi-
mento) ponen de manifiesto los efectos
negativos de los gradientes térmicos que
se establecen entre el centro térmico del
alimento a congelar y el medio de conge-

FIGURA 7: MELOCOTON FRESCO

lacién. Esto es de particular importancia
en alimentos de gran volumen en los que
las velocidades de congelacion pueden
ser elevadas en la superficie del produc-
to, pero disminuir mucho hasta el centro.

Las fotografias correspondientes a car-
ne congelada por cambio brusco de pre-
sion (Figuras 6(c) y 6(d)) muestran, tanto
en el centro como en la superficie de la
muestra, la existencia de gran cantidad

FIGURA 8: MANGO CONGELADO

EN TUNEL. ZONA SUPERFICIAL
DE LA FRUTA

o r
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de pequeftios cristales de hielo extra- e in-
tracelulares, estos ultimos con un didme-
tro maximo de 7 um. Los cristales intra-
celulares, como se ha visto en las conge-
laciones clasicas, son sinénimo de altas
velocidades de congelacién. En las con-
gelaciones realizadas a presién atmosfé-
rica, solo se consiguieron cristales intra-
celulares, con un diametro equivalente
medio de 3 pum, en la congelacién con ni-

FIGURA 9: MANGO CONGELADO
CON NITROGENO LiQUIDO.
ZONA CENTRAL DE LA FRUTA.
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trégeno liquido; y esto, sélo en la super-
ficie de las muestras, donde se alcanzaba
un tiempo caracteristico de congelacion
de 7 minutos. En las congelaciones por
cambio brusco de presién, los tiempos
caracteristicos son marcadamente mayo-
res tanto en la superficie (20 minutos) co-
mo en el centro del producto (50 minu-
tos); sin embargo, se consiguen diame-
tros de cristal de hielo muy pequefios. Es-

FIGURA 10: MELOCOTON CONGELADO
POR CAMBIO BRUSCO DE PRESION.
ZONA SUPERFICIAL DE LA FRUTA.

to se debe a que, tras la expansion adia-
batica, aproximadamente el 30% del
agua presente en la muestra cristaliza de
manera instantanea y uniforme alli don-
de se encuentre, debido al alto grado de
subenfriamiento que se alcanza en todo
el volumen de la misma, dada la natura-
leza isostatica de la presion. Tras esta
cristalizacion, se alcanza la temperatura
de cambio de fase y el agua que queda
sin congelar lo hace ya a presién atmos-
férica, de manera similar a los sistemas
clasicos de congelacion; pero, con la ven-
taja de disponer de nucleos de hielo uni-
formemente repartidos en todo el volu-
men de la muestra.

Si la velocidad de congelacion, tras la
expansion es suficientemente alta, el
agua que queda sin congelar lo hace ad-
heriéndose a la gran multitud de nucle-
os que hay dispersos por todo el volu-
men de la muestra, de manera que el re-
sultado final es una gran cantidad de pe-
quenos cristales de hielo de forma gra-
nular, distintos a los cristales de forma
dendritica tipicos de aquellas congela-
ciones en las que la nucleacion soélo se
produce en la superficie, unico sitio don-
de se podian alcanzar los subenfriamien-
tos necesarios para iniciar la nucleacion.
Los cristales de hielo aparecen con for-
ma redondeada lo que demuestra, clara-
mente, la forma granular de los cristales
de hielo formados.

La Figura 7 muestra la microestructu-
ra de un melocoton fresco. Las paredes
celulares aparecen enteras, sin dafios, tal
y como corresponde. La estructura en la
fruta fresca aparece, sin embargo, mas
comprimida que en las muestras conge-
ladas que se presentan a continuacion.

El proceso de congelacion en tunel,
requiriendo un tiempo caracteristico de
congelaciéon de aproximadamente 10 mi-
nutos en la superficie de las frutas y de
83 minutos en el centro, para el caso del
melocotén, y 91 minutos, para el caso

FIGURA 11: MELOCOTON CONGELADO
POR CAMBIO BRUSCO DE PRESION.
ZONA CENTRAL DE LA FRUTA.
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del mango (ya que, el tamafio de este ul-
timo es mayor). Asi, es en este tipo de
congelacion donde se observa los mayo-
res danos celulares provocados por el
crecimiento de los cristales de hielo. Es-
tos dafios ya son visibles en las zonas
mas superficiales de la fruta que mues-
tran las paredes celulares rotas, tal y co-
mo se aprecia en la Figura 8. En ella se
muestra la zona superficial de un mango
congelado en tunel y algunas de las pa-
redes celulares rotas se sefialan con fle-
chas amarillas. Las micrografias obteni-
das del centro de la fruta congelada en
tunel mostraron que los dafios aumenta-
ban de importancia desde la superficie
del producto hacia el interior del mismo,
igual que ocurria para el caso de la car-
ne ya descrito.

La congelacion con nitrégeno liquido,
a pesar de caracterizarse por ser un pro-
ceso muy rapido, con un tiempo caracte-
ristico de congelacién aproximadamente
tres veces menor que el que se observo
para el tunel, en los experimentos reali-
zados, sufre, sin embargo, también los
efectos negativos de los gradientes térmi-
cos en productos de gran volumen como
los que se han congelado. Asi, en la su-
perficie de las frutas se formaron cristales
de hielo extracelular de reducido tamano;
ya que, en las micrografias obtenidas no
se observaron dafos relevantes en las
paredes celulares; sin embargo, en el
centro, las roturas ocasionadas en las pa-
redes, Figura 9, delataban la existencia
de cristales extracelulares mayores. Ade-
mas, hay que destacar que en el trans-
curso de la congelacion se produjeron
dafios por agrietamiento (freeze-cracking),
tanto en melocotén como en mango. Es-
te dafio critico e irreversible se produce,
debido a que la rapida congelacion de la
superficie del producto forma una coraza
de hielo que se opone a la posterior ex-
pansion del volumen del alimento cuan-
do la parte interna de éste, que inicial-
mente esta sin congelar, sufre la transi-
cién de fase. Asi, cuando los esfuerzos
que se generan en el interior del produc-
to superan la resistencia del material con-
gelado en la superficie se produce el
agrietamiento.

La congelacion por cambio brusco de
presion fue la que produjo los menores
dafios en la microestructura de los pro-
ductos vegetales estudiados a las veloci-
dades de congelacion que se experimen-
taron. Asi, en la superficie de las frutas
(Figura 10) no se observaron dafios apre-
ciables. Las paredes celulares aparecen
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enteras y las micrografias parecen co-
rresponder a fruta fresca. Solo se diferen-
cian de éstas en que la estructura del te-
jido no se muestra comprimida, puesto
que la fruta congelada sufre en menor
medida la deshidratacién del proceso de
fijacion previo a la observacion microsco-
pica, como se comenté anteriormente.
Las micrografias correspondientes al cen-
tro de la fruta (Figura 11) muestran ya al-
gunas paredes celulares rotas, provoca-
das por los gradientes térmicos que se
establecen cuando la congelacion, tras la
expansion, se completa a presién atmos-
férica. Estos dafios observados son pe-
quefios, pero podrian reducirse al mini-
mo, como se comentoé para el caso de la
carne, aplicando tras la expansién poten-
cias frigorificas mayores. Por otra parte,
es importante destacar también que, en
ningun caso se observaron dafios por
agrietamiento, dado que la nucleacion
inicial del hielo es instantanea y homo-
génea en todo el volumen del producto,
evitandose asi esfuerzos internos poste-
riores. Sin embargo, si se detectaron ro-
turas en los huesos de las frutas produci-
das, presumiblemente, por las camaras
de aire existentes en el interior de los
huesos, de mayor compresibilidad, que
crearon importantes tensiones, capaces
de romper el tejido lefioso de los mismos,
durante la fase de compresion del proce-
so de congelacion.

Consideraciones finales

La congelacion y descongelacion
asistidas por presion se benefician de la
disminucién de calor latente del agua
con la presiéon. Los procesos, por tanto,
se llevan a cabo mas rapido que sus ho-
mologos a presion atmosférica. En el ca-
so de la descongelacién, dado que la
temperatura de cambio de fase es me-
nor, el gradiente térmico entre la fuente
de calor y la temperatura de cambio de
fase es también mayor, lo que contribu-
ye a una mayor celeridad en el proceso.
Un beneficio afiadido es ademas el he-
cho de que la presion aporta una reduc-
cién en la carga microbiana del produc-
to. En el caso de la congelacion por
cambio de presion y la descongelacion
inducida por presion son importantes
los cambios de fase que se producen du-
rante la expansion y la compresion, res-
pectivamente. Para la congelacion, los
elevados grados de subenfriamiento
que se consiguen dan lugar a nucleacio-
nes generalizadas en todo el volumen
de la muestra con formaciones de cris-

tales de hielo homogéneos y de forma
granular, lo que supone un menor dafio
estructural.
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Influencia de la materia prima y el proceso
de componentes responsables del aroma

Instituto de agroquimica y tecnologia de alimentos

1 proceso de curado del jamon se

remonta a tiempos inmemoriales

cuando se utilizaba preferente-
mente como técnica de conservacion pa-
ra la provision de alimento en tiempos de
escasez. Hoy en dia, y gracias al uso ex-
tendido de la refrigeracién y a un mayor
conocimiento de la tecnologia del cura-
do, se ha modificado y mejorado el pro-
ceso dando lugar a productos sabrosos y
exquisitos que estan presentes en nume-
rosas ceremonias y eventos asi como en
los restaurantes mas prestigiosos.

El jamon, al igual que todas las car-
nes, esta constituido por agua, proteinas,
lipidos y pequefias cantidades de vitami-
nas y minerales. El jamoén procedente
del cerdo recién sacrificado apenas pre-
senta aromas, tan solo cierto aroma a
sangre fresca con algunas connotaciones
segun el cruce y alimentacion. Sin em-
bargo, conforme se procede a la salazén
y posterior curado, el jamon adquiere un
progresivo aroma y sabor, cada vez mas
caracteristico como consecuencia de nu-
merosas reacciones bioquimicas y qui-
micas, reguladas por la temperatura,
grado de humedad en su interior y tiem-
po de curado. Actualmente, existen gran-
des diferencias en la calidad sensorial de
los jamones curados debido tanto a las
diferencias en la materia prima como a
los distintos procesos empleados para su
elaboracion. Un claro ejemplo lo tene-
mos en cualquier establecimiento dedi-
cado a la venta de jamoén curado. Asi
pues, se describen a continuacién los
principales efectos de la materia prima y
el proceso de elaboracion en la calidad
del jamon curado.

Importancia de la materia
prima para la elaboracion
de jamdn curado
Existen dos grandes grupos de jamo-
nes curados en nuestro pais; un grupo

mayoritario compuesto por aquellos ja-
mones elaborados a partir de distintos
cruces genéticos de cerdo blanco y otro,
minoritario pero extremadamente selec-
to, compuesto por los elaborados a partir
de cerdo Ibérico como linea genética ma-
yoritaria. Como se describe a continua-
cion, el origen de los jamones tiene una
gran influencia en la calidad final y de
ahi que las fabricas de jamoén curado de-
ban extremar al maximo el conocimiento
del historial completo de los jamones que
reciben para procesar.

La calidad depende de muchos facto-
res relacionados con la materia prima,
entre ellos la genética, edad, sexo y ali-
mentacion. Los principales efectos de la
materia prima en la calidad son pues los
siguientes:

1) Incidencia de defectos por stress. La
susceptibilidad al stress es tipico de ciertas
razas como Pietrain y Landrace Belga que
han experimentado mucho auge por su
reducida cantidad de grasa y buena con-
formacion y que las hacen idéneas para el

“La calidad depende de muchos factores relacionados con la
materia prima: genética, edad, sexo, alimentacion, etc.”

consumo de carne fresca. Por el contrario,
estar razas son propensas a desarrollar
defectos conocidos como PSE (carnes pa-
lidas, blandas y exudativas) o DFD (carnes
oscuras, firmes y secas) por su susceptibi-
lidad al stress que generan un metabolis-
mo postmortem muy acelerado con im-
portantes cambios quimicos y bioquimi-
cos que dificultan y desaconsejan su uso
para el jamoén curado. Otras razas, como
Duroc o Large White, dan mayores canti-
dades de grasa y no presentan dichos pro-
blemas de susceptibilidad al stress por lo
que son mas adecuadas para su uso en la
elaboracién de jamoén curado. Ademas,
sus indices productivos y reproductivos
son similares a los de otras razas por lo

“El jamon adquiere un aroma y sabor caracteristico como
consecuencia de reacciones bioquimicas”
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que a su mejor calidad sensorial unen
una buena aptitud tecnologica.

2) La cantidad de grasa y el nivel de
infiltracion de la grasa intramuscular de-
pende, fundamentalmente, del cruce ge-
nético. Asi, aquellos cruces con Duroc
dan buenos niveles de infiltracion mien-
tras que si abunda el Pietrain, los niveles
de grasa infiltrada son minimos. Los cer-
dos de raza Ibérica dan una gran canti-
dad de grasa, gran parte de la misma in-
filtrada. La grasa infiltrada aporta jugosi-
dad y aromas adicionales al jamon. Por el
contrario, también hay que recordar que
afecta a la difusion de sal y al secado que
requieren un mayor tiempo. No obstante,
las mayores ventajas, tanto sensoriales
como tecnolégicas, que la raza Duroc
aporta al jamoén curado han recomenda-
do su inclusién en los reglamentos de
distintas denominaciones de origen.



de fabricacion en la generacion enzimatica
y sabor del jamon curado
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3) La composi-
cion en acidos grasos de
la grasa de cobertura. La com-
posicién de la grasa depende esen-
cialmente de la alimentaciéon del animal
que es monogastrico y, por tanto, refleja
en su tejido graso la composicion de las
grasas de las que se alimenta. Aquella ali-
mentacion rica en acidos grasos insatura-
dos propiciara las reacciones de oxidacion
durante el proceso de curado dando me-
jores aromas. Este es el caso de la bellota,
rica en &cido oleico y acidos grasos po-
lilnsaturados que dan lugar a aromas ex-
quisitos durante el curado estando ade-
mas protegidos de una excesiva oxida-
cién por los propios antioxidantes natura-
les (como la vitamina E) de la bellota. Sin
embargo, se deben cuidar las alimenta-

ciones
ricas en aci-
dos grasos insatura-

dos y controlar la oxidacién pa-
ra evitar un exceso de la misma que se
traduce en el enranciamiento que se de-
tecta facilmente por el color amarillento
de la grasa y los aromas rancios.

teristica de la nitrificacion (reaccion de la
mioglobina con el 6xido nitrico proceden-
te del nitrito). Normalmente, se prefieren
cerdos adultos porque acumulan mayor
cantidad del pigmento natural mioglobi-
na. De ahi que el cerdo Ibérico, que se sa-
crifica ya adulto, tenga una coloraciéon
mas intensa que los jamones producidos
a partir de cerdos blancos que se suelen
sacrificar con 6 meses de edad a lo sumo.
Otro aspecto importante de la uniformi-
dad del color es la idoneidad del proceso
de secado. Aquellos jamones que han ex-
perimentado un secado demasiado rapi-
do presentan una excesiva pérdida de hu-
medad en las zonas exteriores y retienen
mas humedad en las zonas internas. Este
defecto se conoce como encostramiento
del jamoén y se detecta porque al corte,
estos jamones presentan una zona exter-
na rojiza oscura y un interior con colora-
ciones rosaceas palidas que delatan el ex-
ceso de humedad.

5) Edad del animal. Conforme el ani-
mal envejece, sus niveles de enzimas
musculares varian. Asi, los animales mas
adultos presentan menores niveles de
proteasas de tipo endo, es decir, aquellas
que cortan las proteinas de la estructura
y hacen la carne mas tierna pero, por el
contrario, tienen mayores niveles de pro-
teasas de tipo exo, es decir, aquellas ca-
paces de generar pequefios péptidos y
aminoacidos libres que contribuyen al sa-
bor del jamoén.

6) Aroma y sabor. Como se ha mencio-
nado anteriormente, y se vera también
en el apartado siguiente relativo al proce-
so, la materia prima resulta esencial para
conseguir un excelente aroma y sabor.

‘Algunos de los aromas tipicos del jamon, se producen como
consecuencia de la oxidacion acidos grasos insaturados”

4) La coloracion al corte. Se trata de un
aspecto muy importante ya que la prime-
ra impresion del consumidor es la visual.
Debe ser uniforme y con una coloracién
rojizo-rosaceo, tipica del curado y carac-

Una gran cantidad de los aromas tipicos
del jamoén se producen a partir de la oxi-
dacion controlada de ciertos acidos gra-
sos insaturados. Esta proporcion de aci-
dos grasos depende en gran medida de
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“Desarrollar un correcto proceso de secado es una tarea dificil
que requiere de gran experiencia y dedicacion”

la alimentacién que ha recibido el ani-
mal, especialmente durante los ultimos
30-40 dias. Otro factor de importancia es
la genética del animal ya que los enzimas
implicados en la hidrdlisis de proteinas y
lipidos (proteasas y lipasas, respectiva-
mente) varian segun el cruce genético vy,
por tanto, produciran mayor o menor in-
tensidad de aroma y sabor segun sean
los niveles enzimaticos.

7) Olor sexual. Diversos compuestos
como la androstenona y el escatol pue-
den acumularse en exceso en los cerdos
machos no castrados de edad adulta y
generar olores anémalos, conocidos co-
mo olor sexual y que se acentuan a lo lar-
go del proceso. El problema de la no cas-
tracion suele ser debido a que los ma-
chos enteros crecen mas y mejor, con
una mayor eficiencia de la alimentacién y
con menor acumulacién de grasa. Preci-
samente al objeto de evitar la potencial
aparicion de este defecto es por lo que di-
versas empresas priman la elaboracion
de jamon curado a partir de hembras.

Importancia del proceso de
elaboracion del jamén curado

El proceso de elaboracion es largo y
mas complejo de lo que a simple vista
pueda parecer. Por una parte, existen
unos procesos de tipo fisico consistentes
en la aportacion de sal y nitrificante du-

rante el salado y su difusiéon durante el
postsalado hasta alcanzar una homoge-
neidad, mas o menos perfecta, en toda la
pieza. Por otra, un proceso de difusion
del agua muscular desde el interior de la
pieza hasta la zona externa y una poste-
rior evaporacion durante el postsalado y
secado. Desarrollar un correcto proceso
de secado es una tarea dificil que requie-
re de gran experiencia y dedicacién, con
una inspeccion diaria de los secaderos y
control de la humedad relativa y veloci-
dad de aireacion segun lo requieran los
jamones. Cabe destacar que el equilibrio
entre las velocidades de difusion del
agua a través de la pieza y de evapora-
cion hacia el medio ambiente resulta
esencial para evitar el encostramiento,
defecto detallado con anterioridad.

Pero los cambios mas importantes son
consecuencia de reacciones bioquimicas
(de tipo enzimatico) y quimicas que se
describen a continuacion:

Reacciones bioquimicas

Estas reacciones son fundamentalmen-
te de dos tipos, proteolisis y lipolisis. Con-
sisten en la actuacion de los enzimas en-
dégenos del propio musculo como son las
proteasas y lipasas sobre las proteinas y
lipidos. Como se ha mencionado anterior-
mente, los niveles de estos enzimas vari-
an segun la genética animal y la edad. La

FIGURA 1: ESQUEMA DE LA PROTEOLISIS EXISTENTE EN LAS PROTEINAS

DEL JAMON DURANTE EL PROCESO DE CURADO. SE INDICAN EN CURSIVA
LAS ENZIMAS MUSCULARES IMPLICADAS

Proteinas sarcoplasmicas y miofibrilares

Catepsinas
Calpainas

Peptidasas

Aminopeptidasas

Péptidos

Tri y di- péptidos

Y

Aminoéacidos libres

l

SABOR

CTC 46

mayoria de los enzimas musculares son
estables durante todo el proceso de cura-
do normal pero también se ha detectado
actividad residual incluso tras mas de dos
afos de curado de jamoén Ibérico.

La proteolisis consiste en una cadena
sucesiva de actuacion sobre las proteinas
sarcoplasmicas y miofibrilares de distin-
tos enzimas proteoliticos musculares. Es-
ta cadena se muestra en la figura 1. El
primer eslaboén consiste en la rotura de
las proteinas responsables de la estruc-
tura por parte de proteasas de tipo endo,
como son las calpainas y catepsinas,
dando como resultado una mejora de la
terneza. Los siguientes eslabones consis-
ten en la sucesiva actuaciéon de proteasas
de tipo exo, como son peptidasas y ami-
nopeptidasas, para generar un buen nu-
mero de pequefios péptidos y aminodaci-
dos libres que, una vez superan el um-
bral de deteccion, contribuyen al sabor.
Segun qué aminodacidos predominen, el
sabor serda mas dulce, amargo o salado.
Ademas, algunos de estos aminoacidos
también sirven de precursores de ciertos
aromas.



La lipdlisis genera acidos grasos libres
por rotura de su enlace con los triglicéri-
dos y fosfolipidos. Segun la lipdlisis ten-
ga lugar en los lipidos intramusculares o
en los del tejido adiposo, intervendran
unos tipos de enzimas u otros, tal como
se muestra en la figura 2. Los lipidos in-

tramusculares estan compuestos por tri-
glicéridos y fosfolipidos, actuando sobre
ellos las lipasas y fosfolipasas muscula-
res, respectivamente. En el caso del teji-
do adiposo, la grasa estd compuesta fun-
damentalmente por triglicéridos sobre los
que actuan las lipasas presentes de for-

FIGURA 2: ESQUEMA DE LA LIPOLISIS EXISTENTE EN LA GRASA DEL JAMON
DURANTE EL PROCESO DE CURADO. SE INDICAN EN CURSIVA
LAS ENZIMAS MUSCULARES IMPLICADAS
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ma natural en dicho tejido. Las reaccio-
nes de lipdlisis son muy importantes co-
mo precursoras del aroma especialmente
cuando se generan acidos grasos insatu-
rados libres ya que, una vez liberados,
son mas susceptibles de oxidacion y con-
version en compuestos volatiles con de-
terminados y caracteristicos aromas.

Reacciones quimicas

Las principales reacciones quimicas
que generan compuestos volatiles con
aromas caracteristicos se muestran en la
figura 3. Aquellas que aportan un mayor
numero de compuestos volatiles son las
reacciones de oxidacion de los acidos
grasos libres insaturados que se han ge-
nerado por lipdlisis. Los productos de es-
ta oxidacion son compuestos volatiles de
tipo aldehidos y cetonas, fundamental-
mente que aportan aromas caracteristi-
cos. También se han detectado ésteres re-
sultantes de la interaccion entre acidos
grasos libres y alcoholes generados por
oxidacion lipidica. La oxidacion se ve fa-
vorecida por la cantidad de sal afiadida al
jamoén, que actia como prooxidante, asi
como por otros factores tipicos como la
incidencia de radiaciones (luz), presencia
de hierro en la mioglobina, calor, enzi-
mas oxidativas presentes en el musculo,
etc. La presencia de nitrito en el jamon,
procedente de la reducciéon del nitrato
inicialmente afiadido, ejerce cierta accion
antioxidante y evita una excesiva oxida-
cién que podria deteriorar el aroma final
hacia notas rancias. La presencia de an-
tioxidantes naturales como la vitamina E
también actuan en el mismo sentido.

Otras reacciones consisten en la trans-
formaciéon de aminoacidos azufrados en
compuestos volatiles (aldehidos ramifica-
dos) con aromas muy caracteristicos. Se
han detectado numerosos compuestos
volatiles pertenecientes a las familias de
los hidrocarburos, alcoholes, aldehidos y
cetonas. Finalmente, existen diversas ru-
tas de formacion de compuestos aromati-
cos por interaccién entre los productos de
origen proteico con los de origen lipidico.

Las velocidades a las que se desarro-
llan todas estas reacciones van a depen-
der en gran medida de las condiciones
del proceso, especialmente en el salado
(cantidades de nitrato y sal incorporados)
y en el curado (temperatura, humedad
relativa y tiempo). Ademas, se debe tener
presente que el aroma final es funcién
del conjunto de los compuestos volatiles
y, por tanto, le afectan multitud de facto-
res como son las cantidades relativas de
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cada compuesto, umbrales de deteccion,
proporciones, etc.

En resumen, el aroma y sabor finales
dependen, fundamentalmente, del nivel
de enzimas proteoliticos y lipoliticos, que
son funcién de la genética y la edad, asi
como del perfil de acidos grasos libres ge-

nerados y de los niveles de antioxidantes
que son funcién de la alimentacion del
animal. Se observa pues, que se trata de
un proceso bastante complejo, con mu-
chas variables y parametros a controlar y
que exige, cada vez mas, de un mayor ni-
vel de conocimientos y experiencia. B

FIGURA 3: ESQUEMA DE LAS PRINCIPALES REACCIONES QUIMICAS EXISTENTES
DURANTE EL PROCESO DE CURADO DEL JAMON
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Se podria considerar que la elabora-
cion del vino es simultanea a la apariciéon
de la propia civilizaciéon. Los primeros
testimonios del cultivo de vifiedos pare-
cen datar del afio 7000 a.C., en la antigua
Mesopotamia; existen también eviden-
cias de la produccién de vino, por egip-
cios y fenicios, hacia el afio 5000 a.C., y
se considera a griegos y romanos como
los verdaderos impulsores de la viticultu-
ra en Occidente. El siglo XVII representa
el comienzo de los métodos modernos
del cultivo, produccién y almacenamien-
to de vino, pero no es hasta mediados del

siglo XIX cuando Louis Pasteur demues-
tra que las levaduras son las responsa-
bles de la fermentacién alcohélica del
mosto de uva; si bien, como se muestra
en este articulo, la conversién de mosto
de uva en vino, en estos momentos, pue-
de llegar a ser algo mas controlado, que
las fermentaciones espontaneas llevadas
a cabo con anterioridad.

Desde el punto de vista microbioldgico,
la transformacion del mosto de uva en vi-
no o vinificacién es un proceso complejo
en el que intervienen distintos microorga-
nismos, y donde las levaduras, principal-
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mente Saccharomyces cerevisiae, juegan el
papel mas destacado. Durante la vinifica-
cion las levaduras utilizan los azucares y
otros componentes del mosto para su cre-
cimiento, produciendo etanol, anhidrido
carbonico, y en menor medida otros com-
puestos responsables de la composicion
quimica y las cualidades sensoriales del
vino. Desde un punto de vista bioquimico,
el vino puede considerarse como un pro-
ducto de la transformacién enzimatica del
mosto de uva. Un esquema del proceso
de elaboracion de vinos blancos y tintos
aparece en la Figura 1.
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En las ultimas décadas, coincidiendo
con el avance de la Biotecnologia, se han
desarrollado nuevas técnicas de vinifica-
cién, que incluyen, entre otras, la utiliza-
cién de cepas seleccionadas de S. cerevi-
siae (para normalizar la microbiota inicial
y dar lugar a fermentaciones homogéne-
as afio tras ano), y el empleo de enzimas
(para solucionar problemas puntuales del
proceso y mejorar la calidad del produc-
to final). El uso de levaduras selecciona-
das, capaces de conducir la fermentacion
alcohdlica e imponerse al resto de leva-
duras presentes, abre la posibilidad de
aplicar técnicas de ingenieria genética a
la levadura vinica para obtener nuevas
cepas capaces de producir, a lo largo de
la fermentacion, las enzimas de interés
en enologia cuya adicion se realiza de
forma regular. Asimismo, las técnicas de
ADN recombinante se estan aplicando a
la vid, donde se estan produciendo im-
portantes avances (como por ejemplo la
produccién de plantas resistentes a cier-
tas enfermedades viricas y fungicas) y a
los microorganismos productores de los
preparados enzimaticos comerciales de
uso en enologia (por ejemplo para conse-
guir mayores rendimientos y preparados
mas especificos).

Mientras que la utilizacion de levadu-
ras seleccionadas, en forma de levaduras
vinicas secas activas, y de preparados en-
zimaticos es una practica generalizada
en las bodegas desde la década de los
70, el empleo de vides o levaduras vini-
cas modificadas genéticamente se en-
frenta al rechazo que existe en estos mo-
mentos, principalmente en la Unién Eu-
ropea, hacia los alimentos modificados
genéticamente. Aunque en algunos pai-
ses ya se esta evaluando la posibilidad de
producir vinos transgénicos, la Organiza-

cién Internacional de la Vifia y el Vino
(O.I.V.) no ha aceptado, por el momento,
ni las vifias de origen transgénico, ni
tampoco el uso de microorganismos mo-
dificados para la vinificaciéon. De hecho,
las levaduras y las uvas transgénicas son,
mas que una realidad, una alternativa de
futuro para mejorar el proceso de vinifi-
cacion y conferir nuevas caracteristicas a
los vinos.

En el Departamento de Biotecnologia
del Instituto de Agroquimica y Tecnolo-
gia de Alimentos (IATA-CSIC) se esta rea-
lizado un importante esfuerzo en la se-
leccién y caracterizacién de levaduras vi-
nicas y de enzimas de interés en enolo-
gia, en la clonacién de los genes que las
codifican y en la construcciéon de nuevas
cepas de levaduras vinicas que mientras
llevan a cabo la fermentaciéon del mosto
secretan eficazmente las enzimas de inte-
rés; ademas se esta trabajando en la
construccion de hongos hiperproductores
de dichas enzimas y en la ingenieria pro-
teica de las mismas para mejorar sus ca-

racteristicas enologicas. Este articulo pre-
tende dar una visién actualizada sobre el
empleo de enzimas en enologia, a la vez
que revisa los avances conseguidos en la
obtencion de cepas de levaduras vinicas
transgénicas.

La importancia de las enzimas
en enologia

Las enzimas juegan un papel funda-
mental en el proceso de obtenciéon de vi-
no a partir de mosto de uva, es por tanto
fundamental entender la naturaleza y el
comportamiento de las distintas enzimas
que intervienen durante la vinificacion,
para poder asi potenciar la actuacion de
las enzimas beneficiosas e inhibir aque-
llas cuya actuacion pueda ir en detrimen-
to de la calidad del vino. La mayoria de
estas enzimas provienen de la uva y de
su microbiota, asi como del resto de mi-
croorganismos presentes durante la vini-
ficacion. Estas enzimas, llamadas endoé-
genas, son, por lo general, poco abun-
dantes y poco efectivas en las condicio-

FIGURA 1: ESQUEMA DEL PROCESO DE ELABORACION
DE VINOS BLANCOS Y TINTOS
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nes de vinificaciéon por lo que en la ac-
tualidad es una practica comun en las
bodegas la utilizacién de enzimas, llama-
das exodgenas, adicionadas en forma de
preparados enzimaticos comerciales,
principalmente de origen fungico, que
tratan de suplir las carencias y/o reforzar
la accién de las primeras.

La utilizaciéon de preparados enzimati-
cos comerciales se justifica fundamental-
mente por dos razones: (i) conseguir un
incremento del rendimiento en mosto y a
la vez mejorar la clarificaciéon y procesa-
do del vino, para lo que se utilizan pecti-
nasas, glucanasas, xilanasas y proteasas,
e (ii) incrementar la fraccion aroméatica
mediante la acciéon de glicosidasas. La re-
duccién de la concentracion de carbama-
to de etilo utilizando ureasas acidas, y la
reduccion de los niveles de alcohol debi-
do a la accién de glucosa oxidasa tam-
bién aparecen documentadas en la bi-
bliografia, si bien su relevancia tecnolo-
gica es mas limitada.

Pectinasas, glucanasas y xilanasas,
también llamadas de forma genérica “en-
zimas de maceracion”, sirven tanto para
degradar los polisacaridos estructurales
de las paredes celulares de las uvas que
dificultan el procesado del mosto y del vi-
no, como para mejorar la extraccion de
compuestos fendlicos y de precursores
aromaticos.

El tratamiento del vino con proteasas
pretende sustituir el tratamiento clasico
de clarificaciéon con bentonita, realizado
para evitar la quiebra proteica. Esta con-
siste en la aparicion, en vino embotella-
do, de precipitados de proteinas asocia-
dos con compuestos fenolicos. Sin em-
bargo, en estos momentos se duda de la
eficacia de los tratamientos proteoliticos,
debido, no a que las proteasas exégenas
no sean activas en condiciones de vinifi-
cacion, sino a la resistencia inherente de
las proteinas responsables de la quiebra
proteica a la proteolisis.

El incremento de la fracciéon aromatica
mediante la utilizacion de glicosidasas se
basa en el hecho de que en la uva, cier-
tos componentes del aroma, entre los que
destacan los terpenos (fundamentalmente

geraniol, nerol y linalool), ademas de en
su forma libre se encuentran formando
compuestos glicosidicos no volatiles. Es-
tos complejos donde, en general, el com-
ponente aromatico se encuentra unido a
un disacarido, pueden ser hidrolizados en
dos pasos mediante la accién primero de
una o-arabinofuranosidasa, B-apiosidasa
o0 o-ramnosidasa, y a continuaciéon me-
diante la accién de una B-glucosidasa
que hidrolizara el enlace entre la glucosa
y el compuesto volatil (ver Figura 2).

Preparados enzimaticos
comerciales

A principios de los afios 50, se comer-
cializé el primer preparado de caracter
pectinolitico desarrollado especificamen-
te para ser usado en vinificaciéon. La ven-
taja de este preparado frente a los utiliza-
dos en la clarificaciéon de zumos de man-
zana, era que producia muy poco meta-
nol al degradar las pectinas de la uva, de-
bido a que su actividad mayoritaria era
una pectin liasa. Con el paso de los afios
se fueron comercializando nuevos prepa-
rados enzimaticos utiles no solo para cla-
rificar sino también para mejorar la ex-
traccion vy filtracion del mosto, aumentar
la extraccion de color y reducir la turbi-
dez y el pardeamiento de los vinos. Esta
eficacia mayor se debia a la presencia en
estos preparados de niveles elevados de

FIGURA 2: HIDROLISIS ENZIMATICA DE PRECURSORES GLICOSILADOS. A: o-L-ARABINOFURANOSIL-(1,6)-3-D-GLUCO-
6)-3-D-GLUCOPIRANOSIDO; C: a-L-RAMNOPIRANOSIL-(1,6)-3-D-GLUCOPIRANOSIDO;

PIRANOSIDO; B: B-D-APIOSIL-(1,
ABF: a-L-ARABINOFURANOSIDASA; API: B-D-APIOSIDASA; RAM: o-L-RAMNOSIDASA; BGL: B-D-GLUCOSIDASA
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otras actividades colaterales
tales como celulasas, hemi-
celulasas, proteasas y gluco-
sa oxidasa.

Desde los afios 70, cuando
el uso de preparados pectino-
liticos se convirtié en una
practica generalizada, hasta
nuestros dias, se han ido de-
sarrollando nuevos y mejores
preparados enzimaticos (Tabla
1). Actualmente se comerciali-
zan como “enzimas de mace-
racién”, constituidos funda-
mentalmente por enzimas re-
lacionadas con la degradacion
de paredes celulares vegetales
y glicosidasas. Estas ultimas,
como ya se ha comentado, es-
tan relacionadas con el incre-
mento de la fracciéon aromati-
ca de los vinos.

Sin embargo, estos prepa-
rados usados tradicional-
mente en las bodegas pue-
den presentar una serie de
inconvenientes, entre los que
se han descrito tanto su falta
de especificidad y su poca
actividad en las condiciones
de vinificacién, como la pre-
sencia de actividades conta-
minantes que pueden tener
efectos negativos sobre el
producto final, tal es el caso
de la actividad cinamil esterasa, implica-
da en la formacion de fenoles volatiles.
Tanto las compafiias productoras de en-
zimas como los laboratorios de investiga-
cién, estan tratando de solucionar estos
inconvenientes mediante la seleccion y
caracterizacion de microorganismos pro-
ductores y de enzimas especificas para
aplicaciones enoldgicas. Asimismo, la
adicion de enzimas, aunque realizada de
forma racional y juiciosa, no esta exenta
de cierta polémica, debido en parte a la
tendencia cada vez mas extendida por
parte del consumidor de reclamar pro-
ductos con la minima cantidad de aditi-
vos, asi como ser considerada, por algu-
nos puristas, como una practica “artifi-
cial” y poco “natural” del endlogo.

Levaduras vinicas modificadas
genéticamente: “Let the yeast
do the work”

Las levaduras se han utilizado para
producir alimentos y bebidas desde el
Neolitico. Aunque su implicacién en fer-
mentacion se reconocié entre los afios
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1836-1838, no es hasta los trabajos de
Louis Pasteur cuando se demuestra su
papel en la bioconversién del azucar en
etanol y anhidrido carbénico. En un prin-
cipio, la mejora de cepas industriales se
basaba tradicionalmente en técnicas de
genética clasicas tales como mutagéne-
sis, hibridacion, fusién de protoplastos,
etc. La mayor limitacién de esas técnicas
es la dificultad de afiadir o quitar ciertas
caracteristicas sin modificar otras. Los
avances en las técnicas de ADN recombi-
nante han hecho posible introducir nue-
vas propiedades en cepas industriales de
levadura. Las ventajas de la aplicacién de
las técnicas de ingenieria genética sobre
las de genética clasica son precisamente
especificidad, versatilidad y rapidez.

En los ultimos 12 afios se ha realizado
un gran esfuerzo por mejorar varios as-
pectos en levaduras vinicas, principal-
mente tratando de conseguir: (i) que ten-
gan una mayor capacidad fermentativa y,
(ii) que rindan un producto de mayor ca-
lidad, bien sea en relacién con sus carac-
teristicas organolépticas, funcionales y/o

de seguridad. Hoy en dia es
posible conseguir levaduras
que hiperproduzcan o dejen
de producir una determina-
da enzima, que expresen de
novo una, o mas de una, de-
terminada actividad enzima-
tica y/o que expresen una
enzima propia pero modifi-
cada para tener nuevas ca-
racteristicas mas adecuadas
al proceso de vinificacion.

Levaduras vinicas
productoras de
enzimas de
maceracion

La importancia de las enzi-
mas de maceracién en el
proceso de vinificacién tam-
bién se refleja en el hecho de
que las primeras levaduras
vinicas recombinantes fue-
ran productoras de este tipo
de enzimas. A principio de
los noventa, dos grupos de
investigacion de diferentes
laboratorios publicaron los
primeros trabajos en los que
se desarrollaron las primeras
levaduras vinicas transgéni-
cas: una levadura vinica en-
doglucanolitica en el Institu-
to de Agroquimica y Tecno-
logia de Alimentos (CSIC)
(Pérez-Gonzalez, Gonzalez, Querol, Sen-
dra y Ramon, 1993) y otra levadura que
mejoraba la degradacion de pectinas, al
coexpresar una pectato liasa y una poli-
galacturonasa, construida en la Universi-
dad de Stellenbosch en Sudafrica (Laing
y Pretorius, 1993). Con posterioridad se
han construido levaduras vinicas xilanoli-
ticas y nuevas versiones de levaduras
pectinoliticas y celuloliticas, por lo que en
la actualidad se dispone de levaduras vi-
nicas que expresan practicamente todo el
espectro de las llamadas “enzimas de
maceracion” (ver Tabla 2).

Levaduras vinicas productoras
de glicosidasas y enzimas
implicadas en la formacion de
ésteres afrutados

Dado que el aroma es una de las ca-
racteristicas mas importantes que deter-
minan la calidad de un vino, las glicosi-
dasas, enzimas implicadas en liberacion
de terpenos y otros compuestos volatiles,
y las alcohol acetiltransferasas, enzimas
responsables de la produccién de ésteres



de acetato, han sido objetivo de distintos
grupos de investigacién a la hora de
construir levaduras vinicas recombinan-
tes. En la actualidad se dispone de leva-
duras transgénicas que secretan de for-
ma eficiente las enzimas o-arabinofura-
nosidasa, B-glucosidasa y o-ramnosida-
sa, y se ha demostrado que los vinos re-
sultantes de fermentaciones llevadas a
cabo conjuntamente por estas dos ulti-
mas levaduras recombinantes, presenta-
ban un incremento en la concentracion
de terpenos. Asimismo, también se ha
construido una levadura vinica que me-
diante la hiperproducciéon de una unica
enzima, una exoglucanasa propia de S.
cerevisiae, incrementa la fraccion térpéni-
ca de los vinos.

En cuanto a la mejora de la calidad
aromatica del vino mediante el incremen-
to de ésteres afrutados, se ha construido
una levadura vinica que, tras sobreexpre-
sar un gen propio que controla la produc-
cion de ésteres de acetato, el gen ATFI,
produce vinos con cantidades incremen-
tadas de acetato de isoamilo (aroma a ba-
nana) y acetato de 2-feniletilo (aroma
afrutado y floral con toque a miel). A pe-
sar del inconveniente de una produccion
simultanea de acetato de etilo, que puede
conferir al vino un caracter avinagrado,
estos estudios abren las puertas a vinos
embotellados que conserven el caracter
afrutado durante mas tiempo.

Levaduras vinicas productoras
de glucosa oxidasa

La demanda por parte del consumidor
de vinos con menor contenido alcoholico
ha centrado el interés de los investigado-
res en la enzima glucosa oxidasa. La re-
duccion del contenido alcoholico de los
vinos puede conseguirse, como se indico
anteriormente, mediante la adicién de
glucosa oxidasa o mediante la utilizacion
de una cepa de levadura vinica que ex-
prese el gen que codifica dicha enzima.
Ambas aproximaciones han resultado sa-
tisfactorias con la glucosa oxidasa de As-
pergillus niger, y los vinos resultantes de
la fermentacién con esta levadura recom-
binante presentan una reduccién de
aproximadamente un 2% en su contenido
alcoholico.

Existen ademas otros ejemplos de le-
vaduras vinicas recombinantes que, al
igual que en el caso de la formacién de
ésteres de acetato, tampoco tienen su
contrapartida en forma de enzimas exo6-
genas. Asi, ya se han realizado estudios
acerca de la acidificacién bioloégica de
vinos utilizando cepas de S. cerevisiae
productoras de acido lactico mediante la
expresion del gen LDH de Lactobacillus
casei, que codifica la enzima lactato des-
hidrogenasa, o del aumento del conteni-
do en glicerol, compuesto que propor-
ciona cuerpo al vino, sobreexpresando
el gen propio GPD1, que codifica la en-

TABLA 1: ALGUNOS PREPARADOS ENZIMATICOS RECOMENDADOS

PARA VINIFICACION DISPONIBLES EN EL MERCADO

Preparado comercial Fabricante
’ Distribuidor
AR2000 DSM

Gama de Biopectinase Quest International

Gama de Endozym AEB Group
Gama de Enovin Agrovin
Gama de Lallzyme Lallemand

Gama de Progress Esseco Group

Gama de Rapidase DSM
Gama de Rohavin AB Enzymes
Gama de Rohapect AB Enzymes

Gama de Uvazym Esseco Group

Gama de Vinozym Novozymes
Novarom Novozymes
Novoclair FCE Novozymes
Ultrazym 100 Novozymes

Actividades principales
(segiin fabricante)

Glucosidasas

Pectinasa, celulasa

Pectinasa, B-glucosidasa, hemicelulasa, celulasa
Enzimas pectoliticas

Pectinasa, glicosidasa, galactanasa, celulasa
Enzimas pectoliticas

Pectinasa, hemicelulasa, glucanasa
Pectinasa, celulasa, glucanasa, proteasa
Pectinasa, hemicelulasa, proteasa

Enzimas pectoliticas

Pectinasa, hemicelulasa, celulasa
Glicosidasas

Pectinasa

Pectinasa

zima glicerol-3-fosfato deshidrogenasa,
lo que lleva a un incremento entre 1.5y
2.5 veces del contenido en glicerol. Por
otra parte es también factible obtener
cepas malo-etandlicas de levadura vini-
ca capaces de llevar a cabo también la
fermentacién malolactica, realizada tra-
dicionalmente por bacterias acido-lacti-
cas. Esta caracteristica ya se ha conse-
guido coexpresando una permeasa de
malato de Schizosaccharomyces pombe y
la enzima malolactica de Lactococcus
lactis en una cepa de laboratorio de S.
cerevisiae.

Otros ejemplos interesantes y de gran
actualidad son el desarrollo de levaduras
vinicas que puedan actuar también como
agentes de biocontrol inhibiendo el creci-
miento de microorganismos alterantes, lo
que permitiria reducir las cantidades de
sulfuroso que se adicionan al mosto y vi-
no como agente antimicrobiano. De he-
cho la O.IV. ha aprobado recientemente
el uso de preparaciones comerciales de
lisozima como agente antimicrobiano,
con el fin de controlar la fermentacién
malolactica. En este sentido, ya se han
construido cepas bactericidas de levadu-
ras de laboratorio que expresan el gen
pedA de Pediococcus acidilactici (codifica
una bacteriocina); resultado que abre las
puertas a la construccion de cepas vini-
cas similares que aparte de la fermenta-
cién alcoholica, pudieran controlar las
bacterias alterantes. En cuanto a la posi-
ble mejora de las caracteristicas funcio-
nales, se ha conseguido el aumento en
los vinos del contenido en resveratrol, fe-
nol relacionado con la prevencién de
ciertas enfermedades, tras expresar el
gen bgin, que en Candida molischiana co-
difica una B-glucosidasa, en la cepa vini-
ca S. cerevisiae T3.

Perspectivas futuras

En nuestro pais, contamos con una
superficie de vifiedo de mas de un mi-
1lén de hectareas, que supone la tercera
parte del total de la Unién Europea y ca-
si un 15% de la mundial, con una pro-
duccién superior a los 35 millones de
hectolitros de vino. Estos datos, que re-
flejan la importancia del sector vitivini-
cola espafiol, se enmarcan en un contex-
to de creciente globalizacion de la pro-
duccién de vino, donde nuevos paises
productores con menor tradicion como
E.E.U.U., Alemania, Argentina, Sudafrica,
Australia y Chile han aumentado sus ex-
portaciones durante la ultima década en
un 137%. Ante este hecho, los paises tra-
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dicionalmente productores, entre los que
se encuentra Espafia, junto con Francia
e [talia, deben, sin olvidar sus peculiari-
dades, admitir nuevos caminos de inno-
vaciéon que permitan una diferenciacion
y especializacion de las bodegas y de los
productos.

En este contexto, la biotecnologia eno-
légica podria proporcionar a los bode-
gueros nuevos desarrollos que permitie-
ran elaborar “vinos a la carta”. Sin em-
bargo, en estos momentos es bien sabi-
do, como ya se ha indicado anteriormen-
te, que la aplicacién de la ingenieria ge-
nética en la alimentacion plantea proble-
mas de aceptacion por parte del consu-
midor, fundamentalmente en la Unién
Europea. Esta resistencia del consumidor
podria ser incluso mayor en el caso del
vino, ya que se trata de una bebida con
un componente cultural importante. Es
por ello que los estudios de tipo toxicolé-
gico, unidos a los de impacto ambiental,
resultan imprescindibles para convencer
al consumidor de la bondad de este tipo
de alimentos.

Son tantos y tan diferentes los posibles
beneficios que para la industria del vino
supondria la aplicaciéon de la ingenieria

genética y metabolica en levaduras vini-
cas, que este tipo de desarrollos son una
de las principales lineas de investigacion
tanto en nuestro Instituto como en otros
laboratorios punteros en enologia como
el Institute for Wine Biotechnology de la
University of Stellenbosch en Sudafrica o
el Australian Wine Research Institute. Sin
embargo, no hay que olvidar que todos
estos posibles beneficios solo se haran re-
alidad si estas nuevas tecnologias se apli-
can de una manera racional y sistemati-
ca y sobre todo, respetando la naturaleza
propia de un producto tan caracteristico y
unico como el vino.
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TABLA 2: ALGUNAS LEVADURAS VINICAS RECOMBINANTES DISPONIBLES

Gen manipulado
egl1 Trichoderma longibrachiatum

pelE Erwinia chrysanthemi
peh1 Erwinia carotovora

end1 Butyrivibrio fibrisolvens
pelE E. chrysantemi
pehl E. carotovora

PpelA Fusarium solani

abfB Aspergillus niger

bgln Candida molischiana

xInA Aspergillus nidulans

LDH Lactobacillus casei

GPD1 Saccharomyces cerevisiae
PGU1 S. cerevisiae

ATF1 S. cerevisiae

mae1 Schizosaccharomyces pombe
mae2 Schiz. pombe*

rhaA Aspergillus aculeatus
goxC A. niger*

EXG1 S. cerevisiae

Enzima(s) que hiperproducen
f-(1,4)-Endoglucanasa

Pectato liasa
Poligalacturonasa

Endo-B-1,4-glucanasa,
Pectato liasa
Poligalacturonasa

Pectato liasa
o-L-Arabinofuranosidasa
f3-D-Glucosidasa
B-(1,4)-Endoxilanasa

Lactato deshidrogenasa
Glicerol-3-fosfato deshidrogenasa
Poligalacturonasa

Alcohol acetiltransferasa

Permeasa de malato
Enzima malica

o-L-Ramnosidasa
Glucosa oxidasa

Exo-1,3-B-glucanasa

* Trabajo realizado sdlo en cepas de laboratorio de S. cerevisae, con posible aplicacién en cepas vinicas.
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Instituto de agroquimica y tecnologia de alimentos

El analisis sensorial en el control
y aseguramiento de la calidad
de los alimentos: una posibilidad real

El concepto de calidad sensorial es dificil
de definir porque no esta ligado exclusi-
vamente a caracteristicas o propiedades

intrinsecas del alimento sino que es el re-
sultado de la interaccion entre éste y el
consumidor (Figura 1).

ELVIRA COSTELL.

LABORATORIO DE PROPIEDAD FISICAS Y SENSORIALES. IATA. CSIC. APTDO. 73. 46100 BURJASSOT. VALENCIA. E-MAIL: ECOSTELL@IATA.CSIC.ES

a puesta a punto de un programa

para el control y aseguramiento

de la calidad de un alimento re-
quiere, en primer lugar, definir una espe-
cificacién y desarrollar o seleccionar los
métodos que permitan medir con garan-
tias, si un producto la cumple o no. Si el
establecimiento de sistemas de control y
aseguramiento de la calidad de los ali-
mentos en aspectos relativos a su com-
posicién quimica, seguridad microbiolo-
gica y toxicoldgica o caracteristicas nutri-
tivas, presenta problemas practicos en la
eleccion de las caracteristicas o propieda-
des medir y en la de los métodos analiti-
cos a utilizar, cuando se trata de estable-
cer sistemas para controlar lo que habi-
tualmente se denomina “calidad senso-
rial”, estos problemas se multiplican. La
evaluaciéon sensorial es una disciplina
“joven”, si la comparamos con otras dis-

ciplinas cientificas, como la quimica o la
microbiologia. Su nacimiento y evolucién
metodoldgica se han producido en la se-
gunda mitad del siglo XX y su consolida-
cién, tanto a nivel académico como in-
dustrial, no ocurre hasta la década de los
80 (Moskowitz, 1993, Costell, 2000).

El concepto de calidad sensorial ha ido
evolucionando desde que, en 1959, Kra-
mer la defini6 como “Conjunto de caracte-
risticas que diferencian entre distintas unida-
des de un producto y que influyen en acep-
tacion del mismo por el consumidor”. Algu-
nos autores consideran mas importante la
primera parte de esta definiciéon y para
ellos, la calidad sensorial de una alimento
depende principalmente de las caracteris-
ticas del propio alimento. Otros, ponen el
acento en la segunda parte y piensan que
la calidad sensorial esta ligada principal-
mente a las preferencias de los consumi-

FIGURA 1
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dores. En el primer caso, la definicién de la
calidad dependeria de los criterios de un
grupo de expertos y podria considerarse
relativamente constante durante un deter-
minado periodo de tiempo (Molnar, 1995).
Con el segundo planteamiento, la calidad
estaria relacionada directamente con las
preferencias de los consumidores y por
ello, habria que considerarla variable y
muy dependiente del contexto (Cardello,
1995). Si la primera postura puede dar lu-
gar a unos resultados de dudosa validez
practica porque asume que la opinién de
los expertos es representativa de la de los
potenciales consumidores del producto,
tampoco la segunda es totalmente satis-
factoria porque para establecer una espe-
cificaciéon de calidad no es suficiente, en
muchos casos, tener en cuenta exclusiva-
mente los datos de aceptabilidad de un
producto (Booth,1995).




Las dificultades ligadas a la “juventud”
y lento desarrollo del analisis sensorial,
han impedido que durante muchos afios,
los especialistas sensoriales pudieran
ofrecer soluciones convincentes para re-
solver los problemas relacionados con el
control de la calidad sensorial de los ali-
mentos. Cuando se analizan los diferentes
métodos propuestos y utilizados por dis-
tintas entidades, la primera impresién es
que existe una gran variabilidad de plan-
teamientos, de rigurosidad y de aplicabi-
lidad préactica (Costell 2002). En general,
aun se considera que los métodos senso-
riales son lentos y costosos y que la infor-
macioén que proporcionan requiere trata-

mientos estadisticos mas o menos com-
plicados. Si es légico que los especialistas
en analisis sensorial pongan de manifies-
to la necesidad de utilizar correctamente
los distintos métodos sensoriales para ob-
tener resultados cientificamente validos
(Lawless, 1994) también lo es considerar
las limitaciones practicas de algunos de
ellos en el control de calidad y la necesi-
dad de disponer de métodos rapidos que
permitan tomar las decisiones oportunas
en el momento preciso (Mufioz et al,
1992). Es evidente que conciliar ambas
posturas no es facil. Quizd un camino sea
diferenciar entre los métodos sensoriales
que se deben utilizar para definir una es-

El contenido de los estandares sensoriales depende principal-
mente del grado de calidad que se desea controlar y de las ca-
racteristicas del producto que se evalla

pecificacion de calidad y los métodos
aplicables para establecer si un determi-
nado producto las cumple o no.

Métodos sensoriales aplicables a la
seleccién o desarrollo de estandares y a
la definicion de especificaciones

El establecimiento o desarrollo de los
estandares y la definicién de las especifi-
caciones de calidad es el punto crucial en
la implantacion de un programa de con-
trol de calidad. En la practica, cada em-
presa o entidad debe definir el nivel de
calidad que necesita controlar en su pro-
ducto y en funcion de ello, desarrollar el
estandar y la especificacion que mas se
ajuste a sus objetivos.

Estandares de calidad
Cuando se trata de alimentos y de su
calidad sensorial, en la mayoria de los ca-

FIGURA 2

CUANDO SE TRATA DE
ALIMENTOS PERECEDEROS

DIFICIL DISPONER DE UN PRODUCTO DE REFERENCIA
DE CALIDAD SENSORIAL INALTERABLE
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sos, es dificil e incluso practicamente im-
posible, disponer de un producto o de
una serie de productos de caracteristicas
sensoriales fijas e inalterables durante un
periodo de tiempo suficientemente am-
plio para que puedan ser utilizados como
referencias (Figura 2). Sin embargo este
tipo de estandares si suele utilizarse en el
control de calidad de algunos ingredien-
tes 0 materias primas cuya vida util es
suficientemente amplia. Por otro lado,
para controlar determinados atributos,
especialmente los relacionados con el as-
pecto o con el color de los alimentos, se
han desarrollado diferentes tipos de es-
tandares de calidad, generalmente foto-
graficos (Figura 3). Cuando no hay posi-
bilidad de utilizar el propio producto co-
mo estandar y no es posible recurrir a fo-
tos o a reproducciones, la situacién se
complica y tradicionalmente, el proble-
ma en la industria alimentaria se ha re-
suelto de dos formas: confiando en el es-
tandar mental que sobre la calidad de un
producto ha desarrollado uno o un grupo
reducido de expertos o elaborando un es-
tandar escrito en el que se incluyen un
numero determinado de atributos.

Uno de los puntos mas conflictivos
del control de la calidad sensorial de los
alimentos es la calificacién de su calidad
de acuerdo con el estandar mental que
sobre ella ha desarrollado uno o un gru-
po de expertos (Figura 4). Las criticas a
este sistema se centran principalmente,
en dos aspectos: a) La posible falta de
concordancia entre los estandares men-
tales de diferentes expertos sobre la cali-
dad de un mismo producto y b) No se
puede asumir que la opinién de los ex-
pertos representa siempre a la de los con-
sumidores.

El contenido de los estandares senso-
riales escritos depende principalmente
del grado de calidad que se desea con-
trolar y de las caracteristicas del produc-
to que se evalua.. A grandes rasgos, un

FIGURA 3

estandar de este tipo debe incluir los atri-
butos criticos que varian perceptiblemen-
te en funcion de las caracteristicas de la
materia prima o del proceso, los atributos
que influyen directamente en la acepta-
cion del producto por el consumidor y, en
muchos casos, aquellos que describen los
defectos mas frecuentes (Figura 5). Para
un mismo tipo de productos no es lo mis-
mo desarrollar un estandar para separar
los productos aceptables de los que no lo

Escala de referencia para evaluar el grado de veteado con el jamén curado (Guerrero et al. 2004)
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son, que hacer uno que permita decidir,
entre dos productos aceptables, cual de
ellos es de mayor calidad o poner a pun-
to un estandar que sea aplicable a la des-
cripcion de las diferencias entre produc-
tos de alta calidad y los de calidad éptima
o excepcional. Como es logico, la dificul-
tad se incrementa de la primera situaciéon
a la ultima porque aumentan los atribu-
tos criticos a considerar y la seleccion de
los mismos se complica (Figura 6)

FIGURA 4

Expertos evaluando la calidad de batidos de chocolate
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Especificaciones de calidad

Una especificacion de calidad sensorial
es la que establece el intervalo de varia-
cion aceptable o tolerable de un producto
respecto a un estandar previamente esta-
blecido, sea éste un producto de referen-
cia, un estandar mental o uno escrito. En
este ultimo caso, hay que definir el inter-
valo de variacion de la intensidad que se
considera aceptable, de los atributos in-

cluidos en el estandar. Este intervalo de
variacion lo puede establecer la propia in-
dustria unilateralmente, hacerlo en fun-
cion de la respuesta de los consumidores
o considerar conjuntamente ambos crite-
rios. Esta ultima solucién es la que pro-
porciona unas especificaciones mas rea-
listas porque tiene en cuenta, por un lado,
las limitaciones que la variabilidad de las
materias primas y de las condiciones del
proceso generan en las caracteristicas del

FIGURA 8

Evaluacion sensorial de batidos de chocolate

producto final y por otro, como incide la
variabilidad del producto o de cada uno
de los atributos incluidos en el estandar,
en la aceptabilidad del mismo por el con-
sumidor. Hay que tener en cuenta que no
siempre las diferencias perceptibles entre
una serie de productos se traducen direc-
tamente en diferencias en la aceptabili-
dad de los mismos (Figura 7). Pero tam-
bién hay que considerar que, algunas ve-
ces, aunque la variabilidad de un atributo
no incida directamente en la aceptabili-
dad de un producto, puede afectar a la
confianza en el mismo del consumidor.
Por ejemplo, en una investigacion realiza-
da en nuestro laboratorio (Yanes, 2002), al
analizar la influencia de distintos atribu-
tos sensoriales en la aceptabilidad de ba-
tidos de chocolate comerciales (Figura 8),
no se detecté una relacién directa entre
las diferencias de color y su aceptabilidad.
Productos de color claramente distinto,
resultaron igual de aceptables. No obs-
tante, esta claro que una diferencia per-
ceptible en este atributo entre distintas
partidas de un mismo fabricante, puede
disminuir la confianza en el producto de
sus consumidores habituales.

En resumen, la definicion de una es-

pecificacion incluye los siguientes pasos:

1. Seleccién de un grupo de muestras
de caracteristicas sensoriales dife-
rentes que representen la variabili-
dad real de las mismas. Segun el
objetivo del programa de control,
en muchas ocasiones es convenien-
te ademas, incluir en el estudio
muestras con algunos de los defec-
tos mas importantes, de distintas
marcas o de otros origenes

2. Evaluacién de la diferencia o dife-
rencias perceptibles entre cada una
de las muestras y el estandar, por
comparacion directa con el produc-
to control o evaluando la magnitud
de los atributos y defectos incluidos
en el estandar escrito previamente
desarrollado.

3. Evaluacion de la aceptabilidad de
las muestras por un grupo amplio
de consumidores.

4. Andlisis de la relacion entre la va-
riabilidad del producto o de los atri-
butos y las diferencias en la acepta-
cién de las muestras por los consu-
midores.

Como resultado, se obtiene informa-
cion sobre los atributos cuya variacion in-
fluye o no directamente en la aceptabili-
dad. Esta informacién, considerada con-
juntamente con los criterios de calidad
propios de la empresa permiten el esta-
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blecimiento de la especificacién sensorial
definitiva. En cualquier caso, el desarro-
llo de estandares y de especificaciones
para controlar la calidad sensorial no es
facil ni rapido. En muchas ocasiones, no
se obtiene un resultado satisfactorio al
primer intento y es necesario modificar el
estandar o la especificacion propuestos
inicialmente. Por otra parte, hay que es-
tar pendiente de las variaciones que se
producen en el mercado por cambios en
las preferencias de los consumidores, de
sus habitos alimentarios, de su grado de
exigencia, de las modas, etc., o de las
modificaciones que la introducciéon de
nuevos productos puede provocar en la
estructura del mercado.

Con este planteamiento, la utilizaciéon
de los métodos sensoriales para desarro-
llar los estandares y para establecer las
especificaciones de calidad sensorial no
presenta problemas especiales porque no
es necesario, ni conveniente, utilizar mé-
todos rapidos ni tomar decisiones preci-
pitadas. La metodologia sensorial, los di-
sefios, las condiciones experimentales y
el analisis estadistico de los datos, estan
bien definidos en muchos textos. (MacFie
y Thomson, 1994, Moskowitz, 1994;
Lawless y Heymann, 1998, Meilgaard et
al, 1999). El problema se plantea cuando
hay que utilizar métodos sensoriales pa-
ra decidir si un producto cumple o no
con la especificacion establecida.
Métodos sensoriales aplicables en el
control de calidad

En principio, los métodos mas idéneos
para el control de calidad son aquellos
que permiten medir la magnitud de la di-
ferencia entre un producto y el estandar
(escalas de intensidad, escalas de califi-
cacion de la calidad o métodos de com-
paracion con un estandar). Sin embargo,
otros métodos propuestos, como los dis-
criminatorios, los afectivos, los que mi-
den la “tipicidad”etc., no son adecuados
ni recomendables (Mufioz et al, 1992).

En cada caso particular, la eleccién
del método utilizable en el control de ca-
lidad debe realizarse teniendo en cuenta
los siguientes criterios:

1. El objetivo del programa de control

de calidad

2. El tipo de estandar de que se dispone

3. Si las diferencias perceptibles entre

los productos pueden definirse con
atributos sensoriales especificos y si
es asi, el numero de ellos necesario

4. La magnitud de las diferencias que

debe medirse

5. El grado o grados de calidad que

hay que determinar
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Métodos de comparacion con un estandar

De acuerdo con lo expuesto anterior-
mente, en la industria alimentaria se uti-
lizan basicamente tres tipos de estanda-
res: producto real o fotografico, estandar
mental y estandar escrito. En teoria, los
métodos de comparacién con un estan-
dar tienen un objetivo concreto, evaluar y
cuantificar las diferencias perceptibles
entre el estandar y el producto que se

analiza. Ello implica la seleccion y entre-
namiento de un grupo de catadores, el
disefio de una hoja de cata y definir cla-
ramente las condiciones experimentales
del ensayo.

Diferencia de un producto real. Hay dis-
tintos métodos para establecer las dife-
rencias con un producto de referencia. La
mas sencilla es evaluar el grado de dife-
rencia total con una escala, con un extre-
mo marcado con “no hay diferencia” y el

FIGURA 5: ESTANDAR ESCRITO PARA LA EVALUACION DE LA CALIDAD

DEL ACEITE DE OLIVA VIRGEN (COl, 1996)
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otro con “muy diferente” (Figura 9a). El
método es rapido y sencillo y resulta util
cuando el producto que se analiza no tie-
ne unas caracteristicas sensoriales com-
plejas y el objetivo es separar las mues-
tras cuya diferencia con el control es to-
lerable, de aquellas en las que la diferen-
cia es mayor de la establecida en la espe-
cificacién correspondiente. Tiene la des-
ventaja de que no proporciona ninguna
informacion sobre la naturaleza de la di-

ferencia detectada y por tanto, no puede
servir de ayuda para identificar su causa
y poder tomar medidas para corregirla.

magnitudes de las diferencias respecto al
estandar (Figura 9b). Esto amplia la in-
formacion obtenida y puede permitir to-
mar algunas decisiones correctivas cuan-
do sea necesario. Sin embargo, este tipo
de escalas, aunque detecta la magnitud
de la diferencia respecto al estandar, no
informa de su sentido. Otra alternativa,
utilizada con buenos resultados en deter-
minados casos (Costell, datos no publica-
dos), es disefiar una escala en la que el
punto central esta ocupado por el pro-
ducto de referencia (Figura 9¢). Con este
tipo de escalas, no solo se obtiene infor-
macion sobre la magnitud de la diferen-
cia respecto al estandar sino también, del
sentido de la misma. Este método puede
resultar interesante, por ejemplo, cuando
se ha modificado la formulacién de un
producto cambiando un ingrediente o se
ha modificado alguna condicién del pro-
ceso y no se puede predecir en qué sen-
tido puede variar la magnitud de alguno
de los atributos de calidad incluidos en el
estandar.

Independientemente, del tipo de esca-
la que se utilice, la calidad de la informa-
cion que se obtiene depende del grado
de entrenamiento y de conocimiento del
producto de los jueces, de las condicio-
nes de realizacion y del correcto analisis
de los datos.

Otro método define la calificacion con una sola escala en la que los
extremos estan marcados con “calidad muy deficiente y excelente”

Una alternativa es seleccionar los atribu-
tos sensoriales mas importantes en el
producto y evaluar, en todos ellos, las

FIGURA 6

Numero y dificultad de seleccion de los atributos necesarios para definir diferentes grados de calidad de un alimento

ATRIBUTOS

RECHAZABLE
ACEPTABLE
NUMERO || DIFICULTAD
BUENA SELECCION
MEJOR
MUY BUEE DIFICIL IDENTIFICAR Y
DESCRIBIR DIFERENCIAS

EXCEPCIONAL

Diferencia de un estdandar mental. Ya se
han comentado anteriormente, los proble-
mas que plantea confiar en un estandar
mental y en la opinién de uno o varios ex-
pertos, para calificar la calidad de un pro-
ducto. Con estos condicionantes, en prin-
cipio, la primera recomendacién podria
ser no utilizar este tipo de estandar ni los
expertos en la calificacion de la calidad de
un producto. Pero hay que matizar esta
conclusion. Dejando aparte el problema
de considerar como expertos a los que no
lo son, si se dispone de una o de varias
personas, con reconocida habilidad senso-
rial para discriminar y evaluar las magni-
tudes de las diferencias perceptibles entre
productos y que ademas, tienen un am-
plio conocimiento sobre el alimento que
se evalua, hay algunas situaciones en las
que la calificacion de la calidad por uno o
varios expertos no sélo puede ser admisi-
ble sino que es, incluso recomendable. La
primera, cuando se evalua la calidad de
un producto cuyas caracteristicas no van a
ser nunca evaluadas directamente por el
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FIGURA 7

Posicion de siete muestras de yogur en mapas bidimensionales: A: Diferencias perceptibles en la intensi-
dad de distintos atributos (analisis de componentes principales de los datos de un perfil realizado por cata-
dores) y B: diferencias en aceptabilidad (analisis de mapa de preferencia de los datos de consumidores)

(Barrios, 2003).
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consumidor, como una materia prima o
un ingrediente o se pretende obtener una
informacién previa sobre el posible efecto
de los cambios en la formulacién o en el
proceso o sobre la influencia del almace-
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namiento en la calidad final. La segunda,
cuando se trata de evaluar diferencias en-
tre distintos grados de calidad en produc-
tos de caracteristicas sensoriales especia-
les, como el vino, el café o el aceite de oli-

va en los que las diferencias entre una ca-
lidad alta y otra excepcional, dificilmente
puede ser detectada ni identificada por la

mayoria de los consumidores.

El método mas simple para comparar



las diferencias de calidad entre un pro-
ducto y el estandar mental, que sobre el
mismo tiene un experto o grupo de exper-
tos, es el conocido como “Dentro/fuera”
(in/out). Este método puede ser recomen-
dable para evaluar materias primas o pro-
ductos que son sencillos sensorialmente.
Su mayor desventaja en el control de cali-
dad industrial es que no proporciona in-
formacion sobre las posibles causas de re-
chazo.

Otro método es el que se basa en la
calificacion de la calidad con una sola es-
cala en la que los extremos estan marca-
dos con “calidad muy deficiente” y “cali-
dad excelente”.. En una primera aproxi-
macién puede resultar ingenuo pensar
que un concepto de caracter multidimen-
sional, como es el de la calidad sensorial,
pueda evaluarse con una escala unidi-
mensional. Pero si se considera que la
calidad es un concepto integrado podria
ser logico evaluarla con una escala de es-
te tipo. Puede ser aceptable que un gru-
po de expertos, que comparten un estan-
dar mental comun, pueda ser capaz de
calificar el grado de calidad de un pro-
ducto. Desde el punto de vista del control
de calidad, este método tiene la desven-
taja de que al calificar la calidad de for-
ma integrada, no se obtiene informacion
sobre las acciones necesarias para subsa-
nar los defectos que se detecten.

Con objeto de intentar paliar este pro-
blema, se han disefiado otros sistemas,
en los que en la misma hoja de cata se
incluyen, por ejemplo, una escala par
evaluar la calidad total del producto y es-
calas para evaluar la calidad o la intensi-
dad de unos determinados atributos.
Aunque es muy popular, este método no
es aconsejable. Como se ha comentado
anteriormente, las diferencias percepti-
bles en los atributos no suelen explicar
totalmente las diferencias en calidad y
con este método, los expertos se ven for-
zados a realizar una evaluacién “cohe-
rente” integrando sensaciones de distinta
naturaleza sensorial.

Diferencia de un estdndar escrito. Son
las pruebas mas frecuentes en el control
de la calidad sensorial de los alimentos.
Se basan en evaluar la intensidad de di-
ferentes atributos en hojas de cata dise-
fadas a partir de la informacion obtenida
sobre el producto durante el desarrollo
del estandar y el establecimiento de la es-
pecificacion. Aunque existen diversas
propuestas y variaciones, basicamente
hoy subsisten dos tipos: El método des-
criptivo y el de calificacion de la calidad.

El control de calidad con el método
descriptivo consiste en que un panel en-
trenado evalue la intensidad de los atri-
butos seleccionados mediante un perfil
descriptivo. Después de analizar los datos
estadisticamente, el responsable de cali-
dad evalua los resultados y determina si
la magnitud de los atributos de la mues-
tra analizada esta o no, dentro del inter-
valo de variacion definido en la especifi-
cacion para cada uno de ellos. Las mayo-
res ventajas de este método son, que la
evaluacion de la calidad del producto no
es subjetiva y que los datos obtenidos
son validos cientificamente. La informa-
cién que proporciona permite la identifi-
cacion de la causa de las desviaciones
detectadas y una accién correctora rapi-
da. Las desventajas, el tiempo y el costo
necesario para entrenar y calibrar el pa-
nel y el tiempo necesario para realizar el
ensayo y para analizar los datos. Aunque
éste ultimo se puede reducir sensible-
mente disefiando versiones reducidas,
con menos atributos, para su utilizacion
diaria o con el uso de algunos de los pro-
gramas informaticos disponibles para la
captura y analisis de los datos (Punter,
1994), cuando se trata de resolver pro-
blemas puntuales, que exigen una deci-
sién inmediata, este método no es el mas
adecuado.

El método para calificar el grado de
calidad se basa en construir una hoja de
cata con escalas ordinales mixtas, con
numeros enteros y la descripcion de las
caracteristicas que definen la calidad co-

rrespondiente a cada uno de ellos. La
amplitud de la escala puede ser de 3, 6 0
9 puntos. Lo mas frecuente es construir
una escala para cada uno de los atributos
sensoriales basicos: aspecto, color, aro-
ma, sabor y textura El tercio superior de
cada escala, incluye la descripcion deta-
llada de la intensidad de cada atributo
correspondiente a un nivel alto de cali-
dad, el tercio medio, la descripcién co-
rrespondiente a una calidad aceptable y
el tercio inferior, la correspondiente a
una calidad rechazable (UNE, 1993). Este
método permite calificar rapidamente la
calidad de un producto y detectar las po-
sibles causas de su rechazo pero requie-
re una cuidadosa eleccion de las frases
que describen las caracteristicas propias
de cada nivel o grado de calidad y que
los catadores que la realicen estén muy
bien entrenados en la interpretacién de
las mismas.

Métodos de evaluacion sin estandar

El origen de muchas de las merecidas
criticas que reciben los métodos senso-
riales que se utilizan para determinar la
calidad de un producto se originan cuan-
do se utilizan sin haber desarrollado pre-
viamente un estandar ni haber estableci-
do la especificacion correspondiente. En
estas condiciones, la mayoria de los mé-
todos descritos anteriormente, no apor-
tan ninguna informacién valida.

Finalmente, no se puede dejar de co-
mentar el método de evaluacion de la ca-
lidad basado en lo que se podria definir
como “hoja de cata completa”. En ella se
incluye la calificacion de la calidad para
diferentes caracteristicas como aspecto,
sabor o textura o para determinados atri-
butos como dulzor, astringencia, dureza,
etc., y se asigna un numero variable de
“puntos de calidad” a cada uno de ellos.
La suma total de puntos obtenida califica
la calidad del producto. Existen otras ver-
siones en las que se evalua la intensidad
de diferentes atributos, la puntuacién ob-
tenida para cada uno de ellos se multipli-
ca por un factor distinto y se suman los
resultados para dar la calificacién total de
la calidad del producto. Este método fue
muy popular durante unos afios y aun
hoy se aplica en algunas industrias y en-
tidades publicas de control porque da la
idea de que es posible, y también facil,
expresar la calidad de un producto con
un solo numero. No obstante, ha recibido
muchas criticas, casi todas ellas con fun-
damento. En primer lugar, porque el pe-
so de cada atributo en la calificacion de
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la calidad se ha asignado, normalmente,
de una forma arbitraria y ademas, las es-
calas utilizadas para evaluar la intensi-
dad de los distintos atributos no suelen
tener una magnitud sensorial equivalen-
te. Si esto sucede, la validez del dato que
se obtiene al multiplicar cada puntuacion
por un factor distinto es mas que dudosa.
En segundo lugar, considerar hoy que la
calidad sensorial de un producto se pue-
de establecer de forma aditiva a partir de
unas calificaciones dadas a unos cuantos
atributos, es totalmente cuestionable.

Conclusién

El analisis sensorial es una herramien-
ta imprescindible para obtener informa-
cion sobre algunos aspectos de la calidad
de los alimentos, a los que no se puede
tener acceso con otras técnicas analiticas.
Los inconvenientes y riesgos que conlleva
la incorporacién de las técnicas sensoria-
les a los programas de control y asegura-
miento de la calidad de los alimentos, son
de menor entidad que las indudables
ventajas que puede aportar. Aunque no
todos los métodos propuestos y utilizados
para evaluar la calidad sensorial de los
alimentos se pueden considerar adecua-
dos, actualmente se dispone de conoci-
mientos suficientes para disefiar sistemas
efectivos de control de la sensorial para
cada caso concreto en funcién de las ca-
racteristicas particulares de cada alimento

y de su posicion en el mercado.
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FIGURA 9

Escalas para: a) Cuantificar las diferencias sensoriales globales entre una muestra y un producto estandar; b) Cuanti-
ficar las diferencias entre una muestra y un producto estandar, respecto a varios atributos previamente selecciona-
dos; c¢) Cuantificar la direccion de las diferencias entre una muestra y un producto estandar, respecto a varios atribu-
tos previamente seleccionados.

a) Marque con una linea vertical la diferencia sensorial total de la muestra respecto al estandar
no diferente

muy diferente

b) Marque con una linea verticales el grado de diferencia de la muestra respecto al estandar
para cada atributo

Dulzor

no diferente muy diferente
Acidez

no diferente muy diferente
Viscosidad

no diferente muy diferente

¢) Marque con lineas verticales el grado y direccion de la diferencia de la muestra respecto al
estandar para cada atributo

Dulzor C

menos intenso mas intenso
Acidez C

menos intenso mas intenso
Viscosidad C

menos intenso més intenso
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Introduccion

El desarrollo de alimentos funcionales
es una de las areas de investigacion en
alimentacion de mayor relevancia en Eu-
ropa. Esta adquiriendo, ademas, una
gran importancia econémica debido a la
creciente demanda por parte de los con-
sumidores de nuevos productos “de dise-
fio” con efectos beneficiosos para la salud
y mejores caracteristicas sensoriales y re-
ologicas. Un tipo de alimentos funciona-
les son aquellos que contienen probidti-
cos. Los probidticos orales se han defini-
do como microorganismos vivos que, tras
su ingestioén en cierto numero, ejercen efec-
tos beneficiosos sobre la salud mds alld de
la inherente nutricién bdsica (Guarner y
Schaafsma, 1998). Los probidéticos son
mayoritariamente, aunque no de forma
exclusiva, bacterias lacticas pertenecien-
tes a los géneros Lactobacillus y Bifido-
bacterium. Estos microorganismos son
componentes importantes de la micro-
biota intestinal humana de individuos sa-
nos, en donde se encuentran normal-
mente en numero elevado (del orden de
109-1010 células por gramo de heces pa-
ra bifidobacterias). A los probidticos se les
atribuyen diversas acciones beneficiosas
para la salud aunque la mayoria de estas
propiedades no se han demostrado de
forma efectiva para todas las cepas con-
sideradas como probiéticas, siendo sufi-
ciente haber demostrado una de ellas pa-
ra que el microorganismo sea considera-
do probidtico.

Aunque cada vez es mas amplia la
oferta en el mercado de alimentos dife-
rentes conteniendo probidticos, dichos
microorganismos se consumen mayorita-
riamente incluidos en productos lacteos
fermentados. Varias razones de tipo prac-
tico y cientifico contribuyen a explicar es-
te hecho. Los productos lacteos fermenta-
dos y en particular las leches fermentadas
son alimentos de elevado valor nutricio-
nal, estan bien introducidos en el merca-
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do y gozan de gran aceptacion entre los
consumidores. Las leches fermentadas
son una fuente importante de nutrientes
esenciales, como la vitamina A y calcio, y
contienen compuestos bioactivos como
los esfingolipidos y derivados del acido li-
noleico. Ademas, como consecuencia de
la actividad metabdlica de los microorga-
nismos se pueden generar péptidos bio-
activos con propiedades beneficiosas pa-
ra la salud (antihipertensivos, anticanceri-
genos, inmunomoduladores, etc.), se re-
ducen los niveles de lactosa por la activi-
dad B-galactosidasa bacteriana, favore-
ciendo la mejora de los sintomas de into-
lerancia a lactosa en las personas que lo
padecen, se favorece la solubilizacion y
absorcion intestinal de minerales y se
pueden sintetizar algunas vitaminas (aci-
do folico y niacina) (Clare y Swaisgood,
2000; Tamine y Robinson, 1999).

No obstante, para que los microorga-
nismos probidticos incluidos en leches
fermentadas puedan ejercer su efecto be-
neficioso, han de encontrarse en concen-
traciones elevadas en el producto y ser
capaces de resistir el transito gastrointes-
tinal (sobreviviendo a la ele-
vada acidez del est6-
mago, al efecto
téxico de las sa-
les biliares en
el intestino y
a la accién
de los enzi-
mas digesti-
vos) e implan-
tarse o al me-

nos mantenerse un cierto tiempo en el
colon, donde van a desarrollar su accién.

Importancia fisiologica
de la sintesis de sales biliares
y su transformacién microbiana
en el colon
Desde el punto de vista de la fisiologia

humana, la excrecion de bilis durante la
digestion representa la via principal de
eliminacion de colesterol. Los acidos bi-
liares primarios se sintetizan en el higado
a partir de colesterol y se almacenan co-
mo sales conjugadas de los aminoacidos
taurina o glicina en la vesicula biliar. Du-
rante la digestion, la bilis se vierte al duo-
deno (parte proximal del intestino delga-
do), emulsionandose con las grasas para
facilitar su absorcion asi como la de los
componentes liposolubles de la dieta. Las
sales biliares conjugadas son reabsorbi-
das en su mayoria en el {leon (parte distal
del intestino delgado), volviendo al higa-
do por la vena porta para comenzar nue-
vamente este proceso, que se conoce Co-
mo “circulacién enterohepatica de las sa-
les biliares” (Figura 1). Sin embargo, una
pequefa fraccion de sales biliares no es
absorbida en el intestino delgado y alcan-
za el intestino grueso, eliminandose con
las heces. El colon es la zona mas den-
samente poblada de microorganis-
mos del intestino grueso (1011 a

1012 bacterias por ml). Alli las sales
biliares pueden sufrir principal-
mente dos tipos de modificaciones
por accién de la microbiota intesti-
nal. Las hidrolasas de sales biliares de
origen bacteriano liberan el ami-
noacido y el acido biliar. El &acido
biliar primario en su forma de-
conjugada puede sufrir a su vez
una dehidroxilacion para formar
los correspondientes acidos bi-
liares secundarios. La deconju-
gacion la llevan a cabo la mayo-
ria de los microorganismos in-
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testinales y parece estar mas extendida
entre las bifidobacterias que entre los lac-
tobacilos (Tanaka y col., 1999). Por el con-
trario, la dehidroxilaciéon se ha descrito en
microorganismos considerados como “no
beneficiosos” (Wells y Hylemon, 2000).
La hipercolesterolemia es el principal
factor de riesgo en la enfermedad coro-
naria, habiéndose propuesto el consumo
de probidéticos como una alternativa para
reducir el colesterol sérico en personas
con hipercolesterolemia o para mante-
nerlo en niveles normales en individuos
sanos (Taranto y col.,, 1998). La explica-
cion fisioldgica de este hecho se esque-
matiza en la Figura 1y se expone breve-
mente en las siguientes lineas. Al pH li-
geramente acido del intestino grueso los
acidos biliares deconjugados son menos
solubles que las correspondientes sales
conjugadas (Dietschy y Wilson, 1970) y
coprecipitan con el colesterol en el lumen

intestinal (Klaver y van der Meer, 1993;
Tahri y col., 1996), uniéndose éste tam-
bién a las células bacterianas y a la fibra
dietética, lo que aumenta su excrecion. A
través de estos mecanismos la deconju-
gaciéon aumentara la eliminacién de sa-
les biliares y colesterol con las heces
(Reyner y col., 1981), conduciendo a una
activacion de la sintesis de nuevas sales
biliares necesarias para reemplazar a las
que se han eliminado, lo que provocara
finalmente una reduccién de los niveles
de colesterol sérico. No obstante, y a pe-
sar de esta accién beneficiosa de la de-
conjugacion microbiana de sales biliares,
se sabe también que una excesiva decon-
jugacion puede dar lugar a una mala ab-
sorcion de grasas y vitaminas liposolu-
bles (Reyner y col.,, 1981). Ademas, una
alta concentracion de acidos biliares se-
cundarios se considera perjudicial y se
ha relacionado con la formacion de cal-

culos biliares y con un incremento del
riesgo de padecer cancer de colon (Mar-
teau y Rambaud, 1993).

Interaccion de los substratos
prebidticos con la microbiota
beneficiosa del colon

Los principales substratos para la pro-
liferaciéon microbiana en el colon son los
compuestos no digeribles procedentes de
la dieta, mayoritariamente carbohidratos,
que llegan a esta localizacién. Algunos
de estos carbohidratos pueden ser fer-
mentados de forma preferencial por la
microbiota beneficiosa del colon (probié-
ticos), confiriéndole asi a estos microor-
ganismos una ventaja selectiva en este
ambiente. Estos substratos, denominados
prebiéticos, se definieron como ingre-
dientes alimentarios no digeribles que afec-
tan de forma beneficiosa al hospedador es-
timulando selectivamente el crecimiento
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y/0 la actividad de una o un numero limi-
tado de bacterias en el colon, pudiendo me-
jorar la salud del hospedador (Gibson y
Roberfroid, 1995).

Entre los substratos prebidticos se in-
cluyen componentes de la leche (aminoa-
zucares, galactosil-lactosa, glicomacro-
péptido de la k-caseina), componentes de
las paredes vegetales entre los que se en-
cuentran las hemicelulosas (arabinanos,
xilanos, galactanos, glucanos, mananos) y
pectinas, materiales de reserva de vegeta-
les (inulina, almidon resistente) y reciente-
mente se considera también que algunos
polisacaridos exocelulares producidos por
las bacterias lacticas podrian actuar como
prebidticos (Ruas-Madiedo y col., 2002).

La fermentacién de carbohidratos en
el colon da lugar a la liberaciéon al lumen
intestinal de acidos grasos de cadena
corta (principalmente acetato, propionato
y butirato), gases (anhidrido carbénico,
metano e hidrégeno) y acido lactico
(Cummings y col., 2001). Los acidos gra-
sos de cadena corta pueden actuar direc-
ta o indirectamente sobre las células in-
testinales y participar en el control de va-
rios procesos (Crittenden, 1999) (Figura
2). Junto con el descenso moderado del
pH que produce la fermentacion de estos
carbohidratos, el aumento de las pobla-
ciones de bacterias beneficiosas va a ac-
tuar dificultando la proliferaciéon de po-
blaciones de patégenos, comensales,
oportunistas y microorganismos de la pu-
trefaccion (“efecto barrera”), lo que con-
ducird a una mayor resistencia frente a
infecciones y a una disminucién del me-
tabolismo de proteinas y aminoacidos asi
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como de enzimas y metabolitos genotoxi-
cos, disminuyendo con ello el riesgo de
cancer. El descenso del pH incrementa la
solubilidad de minerales mejorando su
biodisponibilidad, contribuye a reducir la
formacion de acidos biliares secundarios
al inhibir su transformacién enzimatica a
partir de los acidos biliares primarios (y
con ello, el riesgo de cancer de colon) y
aumenta la eliminacion de acidos biliares
con las heces (con la consiguiente reduc-
ciéon de los niveles de colesterol sérico).
Por otra parte, los acidos grasos de cade-
na corta son rapidamente absorbidos por
las células del epitelio intestinal. El buti-
rato sirve como fuente de energia a las
células del epitelio del colon (colonocitos)
y, mediante diversos mecanismos contri-
buye a prevenir el cancer de colon (Avivi-
Green y col., 2000). Por su parte, el ace-
tato y el propionato llegan al higado des-
de el intestino a través de la vena porta.
El acetato se incorpora a los procesos de
sintesis de colesterol y triglicéridos en el
higado mientras que el propionato actia
como inhibidor competitivo del transpor-
te de acetato al interior de la célula hepa-
tica, lo que provoca una disminucién de
la sintesis de lipidos y colesterol (Delzen-
ne y Williams, 2002), contribuyendo con
ello al descenso de los niveles de coleste-
rol en sangre.

Modificacién de propiedades
probidticas en bifidobacterias
derivadas de la adquisicidon de
resistencia a sales biliares

Entre las barreras fisioldgicas que los
microorganismos probiéticos han de su-

perar para poder establecerse en el co-
lon, la elevada concentracién de sales
biliares del intestino delgado tiene una
particular relevancia. La presencia de
sales biliares representa un importante
factor de estrés para las células ya que
son detergentes biolégicos que desorga-
nizan las membranas celulares. Por ello,
los microorganismos intestinales han
debido desarrollar estrategias a nivel ce-
lular y molecular para poder “tolerar” y
defenderse de la accion altamente toxica
de estos compuestos. Se sabe que algu-
nos microorganismos probioticos son
capaces de adaptarse con relativa facili-
dad in vitro a altas concentraciones de
acidos y sales biliares por exposicién
progresiva a concentraciones gradual-
mente crecientes de estos compuestos
(Ibrahim y Bezkorovainy, 1993). En
nuestro laboratorio hemos comprobado
recientemente que en bifidobacterias los
niveles de resistencia adquiridos frente a
sales biliares son estables y se mantie-
nen invariables durante generaciones en
ausencia del agente selectivo (sales bi-
liares). De hecho, los derivados adapta-
dos son capaces de multiplicarse in vitro
en presencia de concentraciones de sa-
les biliares muy superiores a las soporta-
das por las cepas de origen mas sensi-
bles (Margolles y col., 2003). Ademas, la
adquisicion de resistencia frente a una
determinada sal biliar confiere resisten-
cias cruzadas frente a otras sales biliares
y conduce también, en algunos casos, a
un aumento concomitante de la supervi-
vencia a pH acido (Noriega y col., 2004).
De forma notable se produce en algunos



de estos microorganismos un incremen-
to en los niveles de algunas actividades
enzimaticas implicadas en la degrada-
cién de carbohidratos, lo que podria
conducir a una utilizacién mas eficiente
de fuentes de carbono (Noriega y col.,
2004; Sanchez y col., 2004). Otro hecho
curioso es que estos microorganismos
presentan una mayor adhesion a mucus
intestinal humano que las cepas de ori-
gen (Gueimonde y col., resultados no
publicados), lo que podria aumentar la
eficacia del “efecto barrera” frente a la
proliferaciéon de microorganismos inde-
seables o inclusive modificar de alguna
manera la accién moduladora del siste-
ma inmune que se atribuye a algunos
probidticos (Mcfarlane y Cummings,
2002). Todos estos fendmenos parecen
indicar que la exposicion de bifidobacte-
rias a elevadas concentraciones de sales
biliares podria inducir un efecto sinérgi-
co de adaptacion (Figura 3), aumentan-
do en estos microorganismos su resis-
tencia a las condiciones adversas del
tracto gastrointestinal (pH bajo en el es-
tébmago, elevadas concentraciones de sa-
les biliares en el intestino) y favorecien-
do su permanencia posterior en el colon.
La alteracion del nivel de ciertas activi-
dades enzimaticas relacionadas con la
utilizacién de carbohidratos en las cepas
de Bifidobacterium con resistencia adqui-
rida a sales biliares podria tener, ade-
mas, una funcién importante en el me-
tabolismo celular, preparando a estos
microorganismos para una utilizacién
mas eficiente de los carbohidratos dis-
ponibles en el colon.

Importancia tecnoldgica de
la adquisicion de resistencia
a sales biliares

Como paso previo a la utilizacién de
cepas de Bifidobacterium resistentes a sa-
les biliares como cultivos adjuntos en ali-

mentos, es conveniente comprobar que
no hayan adquirido también propiedades
indeseables tales como la resistencia a
antibiodticos, determinadas actividades
enzimaticas relacionadas con la conver-
sién de precarcindgenos en carcindge-
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nos, capacidad de translocar y, por tanto,
de atravesar la barrera intestinal y asen-
tarse en otras localizaciones, etc.

A la espera de que las pruebas sobre
la seguridad en el empleo de estos deri-
vados resistentes a sales biliares se vayan
llevando a cabo, se puede indicar que la
adquisicion de resistencia a sales biliares
podria ser también de interés tecnolégico
(Figura 3). Asi, el aumento de la supervi-
vencia a pH acido que se ha comentado
anteriormente, podria contribuir también
a aumentar la viabilidad y supervivencia
de estos microorganismos en alimentos
fermentados (principalmente productos
lacteos), dado que uno de los principales
problemas de la adicion de probidticos es
la pérdida de viabilidad de los mismos
debido a la acidez del producto.

Las bifidobacterias presentan un gra-
do de tolerancia al oxigeno variable, pero
en general son considerablemente mas
anaerobias que otras bacterias lacticas, lo
cual plantea dificultades para la utiliza-
cién industrial (en especial para la elabo-
racion de leches fermentadas) de algunas
cepas con poca o nula tolerancia al oxi-
geno. Recientemente se ha comprobado
que algunas bifidobacterias resistentes a
sales biliares son también mas tolerantes
al oxigeno (Talwalkar y Kailasapathy,
2004), lo que podria contribuir a aumen-
tar su supervivencia en los alimentos en
los que no existan condiciones de anae-
robiosis estrictas.

En resumen, podemos decir que los
probidticos (particularmente bifidobacte-
rias) con resistencia adquirida a sales bi-
liares se perfilan como una herramienta
util para la obtencién de microorganis-
mos con propiedades probiodticas y tec-
nolégicas mejoradas que se pueden apli-
car a la elaboracion de alimentos funcio-
nales, no sin antes realizar los necesarios
estudios in vitro e in vivo para demostrar
la seguridad y eficacia de su empleo.

Agradecemos al Ministerio de Ciencia y
Tecnologia la concesion del proyecto
AGL2001-2296, con el que se han obteni-
do parte de los resultados aqui expuestos.
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El descubrimiento
accidental de la capacidad
de transformar la leche en
productos lacteos (leches
fermentadas y quesos) tuvo
lugar hace unos 8.000 afios
en la antigua Mesopotamia,
y esto supuso un
importante hito en la historia
de la humanidad. permitid
la diversificacion de la dieta
y establecio un sistema de
conservacion de alimentos,
la fermentacién. La
transformacién de leche
ocurria por accion de la
microbiota presente en la
misma de forma natural,
principalmente las bacterias
lacticas. Sin embargo, hasta
el siglo XIX no se supo que
en la coagulacion acida de
la leche intervenian
bacterias, concretamente,
la especie Bacterium lactis,
definida por Lister,
denominada posteriormente
Streptococcus lactis y
actualmente, Lactococcus
lactis (Fox et al., 2000).
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a elaboracioén industrial de produc-

tos lacteos fermentados se inici6 a

principios del siglo XX. En esa épo-
ca, el cientifico ruso Elie Metchnikoff
(1845-1916) establecio la hipdtesis segun
la cual, los habitantes de los Balcanes te-
nian una gran longevidad porque consu-
mian leches fermentadas, lo que favore-
cia la colonizacién del intestino por bac-
terias lacticas, las cuales inhibian la pu-
trefaccién provocada por bacterias pato-
genas. Por lo tanto, éste seria el primer
ejemplo de lo que actualmente se deno-
minan alimentos funcionales, ya que
se establecia una relacion entre el consu-
mo habitual de un producto lacteo fer-
mentado y el efecto beneficioso para la
salud, ademas del aporte nutritivo basico.

El término alimento funcional fue acu-
fiado en Japon en los afios ochenta para
describir alimentos suplementados con
ingredientes que resultaban beneficiosos
para la salud. Desde entonces, el merca-
do de estos alimentos ha tenido un gran
desarrollo, influido por el cambio en las
actitudes y expectativas de los consumi-
dores, por el mejor conocimiento de la
relacion entre componentes de la dieta y
los procesos fisioldgicos, y por los avan-
ces en el area de la ciencia y tecnologia
de los alimentos (Hillian, 1998).

En los ultimos afios se esta realizando
un gran esfuerzo investigador para esta-
blecer la base cientifica que demuestre la
relaciéon entre los componentes funciona-
les o los alimentos que los contienen y un
determinado efecto positivo sobre la sa-
lud. En la Unién Europea aun no existe
una legislacién armonizada al respecto;
solo refleja con claridad la prohibicién de
incluir en las etiquetas cualquier referen-
cia a propiedades preventivas, terapéuti-
cas o curativas. Existen, no obstante, en
diferentes Estados Miembros de la UE, di-
rectrices sobre las Alegaciones de Salud
de los alimentos funcionales. En Estados
Unidos, la FDA permite desde 1993 hacer

FIGURA 1. QUESO ARTESANAL

ELABORADO CON LECHE DE CABRA:
CONTROL (A) Y PROBIOTICO (B)

B i

Como cultivo iniciador se utiliz el fermento meséfilo IPLA-
001. Lactobacillus delbrueckii subsp. lactis UO 004 fue la
cepa probidtica utilizada como cultivo adjunto.
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referencia a las alegaciones de salud
siempre que existan evidencias cientifi-
cas publicamente disponibles, pero es Ja-
poén quien tiene una legislaciéon mas de-
sarrollada. En 1991 se establecio el con-
cepto de “Alimentos para Uso Especifico
en la Salud” (Foods for Specified Health
Use, FOSHU). Los alimentos incluidos en
esta categoria deben estar avalados por
ensayos cientificos contrastados, que de-
muestren las propiedades beneficiosas
para la salud cuando son consumidos en
la dieta habitual.

En la larga lista de alimentos funciona-
les cabe destacar los aportados al merca-
do por la industria lactea: las leches enri-
quecidas, a las que se les afiaden acidos
grasos omega-3, acido oleico, acido félico,
calcio, vitaminas, fosforo, etc; las leches
fermentadas suplementadas con calcio, vi-
taminas y acidos grasos omega-3, habien-
do recibido una especial promocién aqué-
llas que contienen bacterias probioéticas,
a las que se les atribuyen funciones sobre
la fisiologia y ecologia intestinal.

El término “probidtico” fue inicial-
mente definido por Parker (1974) como
organismos y sustancias que contribuyen a
mantener el balance microbiano intestinal,
concepto impreciso posteriormente revi-
sado por Fuller (1989) que los define co-
mo suplemento alimenticio microbiano vi-
vo que afecta beneficiosamente al huésped

animal mediante la mejora del equilibrio
microbiano intestinal. Afios mas tarde,
Guarner y Schaafsma (1998) definen el
término como microorganismos Vivos
que, al ser ingeridos en un determinado
numero, ejercen efectos saludables sobre el
huésped, mds alld del aspecto nutricional.
Por ultimo, Salminen et al (1999) amplia-
ron la definiciéon al considerar probioti-

FIGURA 2

Supervivencia de la cepa probiética Lactobacillus delbrueckii. subsp. lactis U0 004 y de las cepas del cul-
tivo iniciador mesdfilo IPLA-001 durante la maduracion de un queso artesanal de leche de cabra. Los sim-
bolos abiertos corresponden al queso control y los cerrados al queso probictico: cepa probictica (< ); lac-

tococos (Cm); LEUCONOSTOC (A 4).
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cos no solo las preparaciones de células
microbianas sino también a los compo-
nentes de células microbianas que ejer-
cen un efecto beneficioso sobre la salud
humana.

Los microorganismos probioticos que
se utilizan en la elaboracion de productos
lacteos pertenecen mayoritariamente a
los géneros Lactobacillus y Bifidobacte-

so probidtico

rium, siendo utilizados fundamentalmen-
te en la elaboraciéon de leches fermenta-
das. Estos productos se consumen nor-
malmente en un plazo breve de tiempo
tras su elaboracion. Un producto lacteo
funcional alternativo, con un periodo de
consumo potencialmente mas largo, seria
el queso probioético.

La utilizaciéon de un microorganismo
probiotico como cultivo adjunto en la ela-
boracion de queso solamente dara lugar
a un queso funcional si se mantiene la
viabilidad del microorganismo durante el
periodo de maduracion del queso, y si las
caracteristicas organolépticas no son
afectadas negativamente. Por lo tanto,
antes de incorporar una bacteria probio-
tica en un producto lacteo es necesario
hacer ensayos de viabilidad y de funcio-
nalidad durante el proceso de elabora-
cion y el periodo de vida util del produc-
to. Fruto de esa necesidad son los traba-
jos realizados por diferentes cientificos
con diferentes cepas probidticas en dis-
tintos tipos de queso (Ross et al., 2002;
Stanton et al., 1998; Gardiner et al., 1998;
Gardiner et al., 1999).

El queso ofrece una serie de ventajas
con respecto a las leches fermentadas co-
mo vehiculo de microorganismos probio-
ticos: el pH mas elevado, la mayor con-
sistencia, el mayor contenido en grasa y
la mayor capacidad tamponante son fac-

FIGURA 3

Andlisis sensorial de queso artesanal de leche de cabra (control y probiético) de 28 dias de maduracion.
Se representan las puntuaciones obtenidas en una prueba de aceptacion (escala 1-10), en la que los cata-
dores han valorado olor, sabor, textura, acidez y aceptabilidad. Las barras abiertas corresponden al queso

control y las cerradas al queso probiético.
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tores que contribuyen a la proteccién de
los microorganismos probidéticos durante
el transito gastro-intestinal, facilitando
por lo tanto, la llegada al intestino de un
mayor numero de células viables.

Practicamente todos los trabajos de
desarrollo de quesos funcionales probio-
ticos se han hecho en variedades de que-
so de producciéon industrial (Cheddar,
Cottage, Gouda, Ras, etc.). En la elabora-
cion de dichos quesos se han utilizado
distintas cepas probiodticas, que pertene-
cen a las especies Lactobacillus paracasei,
Lact. acidophilus, Lact. helveticus, Lact.
rhamnosus, Bifidobacterium bifidum, B. in-
fantis, B. longum y B. lactis.

Sorprendentemente, no existen refe-
rencias sobre ensayos similares realiza-
dos en quesos artesanales, los cuales son
especialmente apreciados por los consu-
midores por la “singularidad” de sus ca-
racteristicas organolépticas, reflejo de la
variedad de tradiciones y métodos de
elaboracion. La produccién de estos
quesos se restringe a areas geograficas
muy localizadas, a las que a menudo de-
ben su nombire, y se lleva a cabo en pe-
quefias queserias, frecuentemente unifa-
miliares.

En este contexto, cabe sefialar que As-
turias es la Comunidad Auténoma espa-
fiola que posee la mayor variedad de
quesos artesanales, contabilizandose en
este momento mas de 40 quesos dife-
rentes, entre los que se encuentran que-
sos de leche de vaca, de cabra, de oveja,
y de mezcla. La producciéon de queso se
extiende por todo el territorio asturiano,
si bien es en la zona oriental donde se
elabora la mayor variedad. La importan-
cia del sector lacteo en la regién, con
una produccion anual de 665,2 millones
de litros de leche de vaca, al que hay que
afnadir una pequefia produccién de leche
de oveja (145.000 litros) y de leche de
cabra (550.000 litros), favorece sin lugar
a dudas la produccién de quesos (SADEI,
2002).

A pesar del escaso numero de quese-
rias artesanales asturianas que elaboran
queso de leche de cabra (Varé, Ovin, Po-
rraa, La Collada, La Chivita), hemos ele-
gido un queso de este tipo para desarro-
llar un queso artesanal funcional (Figura
1) por las interesantes caracteristicas de
este tipo de leche con respecto a la de va-
ca, tales como mayor digestibilidad (Alfé-
rez ef al. 2001), y menor capacidad aler-
génica (Spuergin et al., 1997), atribuyén-
dosele incluso valor terapéutico en nutri-
ciéon humana (Barrionuevo et al., 2002).
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Material y Métodos 5

En la elaboracién de que- .
so probidtico se ha utilizado
el cultivo iniciador mesoéfilo
[PLA-001 constituido por las
cepas Lactococcus lactis
subsp. lactis IPLA 947, L. lac-
tis subsp. lactis biovar. dia-
cetylactis IPLA 838 y Leuco-
nostoc citreum IPLA 616 (Car-
coba et al., 2000). La cepa
probidtica Lactobacillus del-
brueckii subsp. lactis UO 004,
aislada de heces de un re-
cién nacido, y con propieda-
des probidticas contrastadas,
entre las que cabe citar la re-
sistencia a las condiciones
del jugo gastrico, adherencia
especifica a células intestina-
les humanas e inhibicién del
crecimiento de microorga-
nismos enteropatdégenos
(Boris, 1997; Fernandez,
2002), fue utilizada como cultivo adjunto
(para facilitar la identificacién de la cepa
probidtica se utilizé6 un mutante resisten-
te a rifampicina, obtenido por seleccion
natural).

Se elaboraron dos lotes de queso de
leche de cabra en la planta piloto del
[PLA (CSIC) siguiendo el protocolo de fa-
bricacién tradicional empleado en una
queseria artesanal de la zona oriental de
Asturias. La leche de cabra, pasterizada a
65°C durante 30 minutos, y enfriada pos-
teriormente a 34°C, fue distribuida en
dos cubas de queseria de 15 litros de ca-
pacidad (control y experimental). La le-
che fue entonces suplementada con
CaClz (0,02 %), afiadiendo seguidamente
el cultivo iniciador al 1% (vol/vol) a las
dos cubas. La cepa prebidtica UO 004,
previamente propagada en medio LAPTg
(Raibaud et al., 1961) durante 20 horas, y
posteriormente suspendida en leche, se
afadio a la cuba experimental en una

concentracion final de entorno a 108
ufc/ml. Cuando la acidez de la leche al-
canzo un 0,14% (porcentaje de acido lac-
tico), se afiadieron a ambas cubas 0,3 g/I1
de cuajo de origen animal (actividad
1:10.000). El periodo de coagulacién se
prolong¢ durante unos 35 min. Se proce-
dié entonces al corte de la cuajada hasta
alcanzar un tamafio de grano de 5 mm,
manteniéndose en agitacion durante 30
min., al cabo de los cuales se procedié al
escaldado de la misma eliminando la mi-
tad del suero y reemplazandolo por agua
pasterizada caliente (55°C). Cuando los
granos de cuajada alcanzaron la dureza
adecuada, se elimino el suero y se distri-
buy¢ la cuajada en moldes redondos que
se prensaron (2 kg/cm2) durante 1,5 ho-
ras y posteriormente se mantuvieron en
salmuera durante 5 horas. La madura-
cién de las piezas de queso se prolongd
durante 28 dias a 12°C y 85% de hume-
dad relativa.

Analisis fisico-
quimicos y
microbiolégicos

Se llevaron a cabo analisis fi-
sico-quimicos y microbiolo-
gicos de muestras de leche y
de queso a lo largo de la ma-
duracion. En dichas mues-
tras se midio el pH, la acidez
titulable (Carcoba et al.,
2000), extracto seco, grasa y
proteina (Rilla et al., 2003).
Asimismo, se determiné la
evolucion de las cepas del
cultivo iniciador y de la cepa
probidtica a lo largo de la
maduracion. Para el recuen-
to de lactococos se utilizéd
agar M17-lactosa (Oxoid)
(32°C, 48 h) y para el re-
cuento de leuconostoc, agar
de Mayeux (Scharlau) (21°C,
4 dias). El recuento de la cepa
probidtica se realizdé en me-
dio LAPTg + rifampicina (100 pug/ml)
(37°C, 48 h).

Andlisis sensorial

Al final del periodo de maduracion,
un panel de 13 catadores realizé el ana-
lisis sensorial de los quesos (control y ex-
perimental). Se utiliz6 una escala de 1 a
10 para evaluar las siguientes caracteris-
ticas: olor, sabor, acidez y aceptabilidad
global.

Analisis estadistico

Los resultados se expresaron como la
media + desviaciéon tipica. La compara-
cién entre los quesos control y experi-
mental se llevé a cabo mediante el test
Mann-Whitney.

Resultados y Discusion

La evolucion del pH (5,57-5,59) y de la
acidez (0,75-0,8) del queso probidtico es
practicamente idéntica a la observada en

TABLA 1: EVOLUCION DE LOS PARAMETROS FiSICO-QUIMICOS DE QUESO ARTESANAL

DE LECHE DE CABRA (CONTROL Y PROBIOTICO) DURANTE LA MADURACION

Muestra pH Acidez? (%) ESP (%)

Leche 6,50 = 0,06 0,11 = 0,07 13,14 = 1,07
Queso control (14 dias) 5,57 = 0,09 0,75 = 0,07 63,29 = 6,30
Queso probidtico (14 dias) 5,57 = 0,22 0,72 = 0,02 63,45 = 7,31
Queso control (28 dias) 5,59 = 0,08 0,75 + 0,01 62,79 = 8,73
Queso probidtico (28 dias) 5,59 = 0,37 0,80 = 0,21 62,2 = 1,04

2Acidez: se expresa en gramos de &cido lactico en 100 g. de leche o queso.
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PES: extracto seco.

Proteina® (%) Grasa® (%)

25,24 + 0,64 30,06 = 3,75
46,40 = 2,06 48,51 + 2,54
45,63 = 2,53 50,10 = 0,92
47,62 = 1,40 54,07 £ 1,25
42,91 = 2,58 53,72 = 4,71

°Proteina y grasa: expresadas como porcentaje de extracto seco.



el queso control (Tabla 1).
Con respecto al extracto seco,
grasa y proteina, ambos tipos
de queso mostraron ligeras
diferencias, que no afectaron
a la aceptabilidad del queso
por parte de los catadores.
La evolucioén de las cepas
del cultivo iniciador y de la
cepa probidtica a lo largo de
la maduracion se observa en
la Figura 2. El aumento en el
numero de viables de las ce-
pas del cultivo iniciador de-
tectado en la cuajada se de-
be al crecimiento bacteriano
y a la concentracién celular
que ocurre como consecuen-
cia del desuerado, no obser-
vandose diferencias signifi-
cativas entre los dos tipos de
queso (P>0,05). Los viables
experimentan un ligero des-
censo en la fase intermedia
de maduracién, recuperandose ligera-
mente al final de la misma. La tendencia
evolutiva de la cepa de leuconostoc es
similar, aunque siempre se mantiene en
niveles inferiores a los lactococos. Espe-
cialmente destacable es el comporta-
miento de la cepa probidtica Lact. del-
brueckii subsp. lactis UO 004. A pesar de
su escaso crecimiento en leche, esta ce-
pa mantiene la viabilidad a lo largo de
la maduracién en niveles superiores a
108 ufc/g, por encima de la dosis reco-
mendada para que la cepa ejerza el
efecto probidtico (Knorr, 1998), lo que
refleja su compatibilidad con las cepas
del cultivo iniciador. Asi pues, el queso
de leche de cabra elaborado en este es-
tudio, con un pH similar al de otros que-
sos elaborados con ese tipo de leche
(Martin-Hernandez et al., 1992; Gomes
& Malcata, 1998), es un vehiculo ade-
cuado para la ingestiéon de la cepa pro-
biética UO 004 por los consumidores,
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INTRODUCCION

Mediante la utilizacion de diversas téc-
nicas moleculares se ha demostrado de
manera convincente que las técnicas mi-
crobiolégicas convencionales no son ca-
paces de proporcionar una vision real de
la diversidad microbiana de habitats com-
plejos. En estos nichos, un gran numero
de especies interactian y compiten por
todo tipo de recursos. Muchos microorga-
nismos son dificiles de cultivar porque re-
quieren factores de crecimiento descono-
cidos o tienen relaciones de dependencia
con otros microbios o se encuentran en
un estado fisiolégico no cultivable. En es-
tas condiciones las técnicas de cultivo cla-
sicas subestiman la diversidad, y muchas
veces ni siquiera son capaces de cuantifi-
car los grupos mayoritarios.

Con el fin de paliar estas limitaciones,
en los ultimos tiempos se han desarrolla-
do técnicas microbiolodgicas moleculares
que no requieren del cultivo de los mi-
croorganismos para su deteccion y cuan-
tificacion (Amann y col., 1995). Algunas
técnicas se utilizan para identificar y
cuantificar los componentes individuales,
mientras que otras sirven para tipificar
las poblaciones. Entre las primeras tene-
mos la construccion y analisis de genote-
cas de secuencias muy conservadas y la
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hibridacién in situ con sondas fluorescen-
tes. De las segundas las mas importantes
son la hibridacién cuantitativa de ADN o
ARN, la electroforesis en geles desnatu-
ralizantes, el analisis del polimorfismo
conformacional de la cadena sencilla o
su polimorfismo de restriccion.

Excepto las técnicas de hibridacion,
las demas requieren una amplificacién
previa de los acidos nucleicos (ADN o
ARN) por medio de la reaccién en cade-
na de la polimerasa (“polymerase chain
reaction”, PCR). En la mayoria de los ca-
sos las secuencias diana son los genes
que codifican el ARNr 16S, muy conser-
vados en todos los organismos y cuyas
diferencias se relacionan con su distancia
evolutiva. La utilizacién de sondas y ce-
badores universales o grupo- o especie-
especificos permite dirigir el analisis ha-
cia los componentes mayoritarios o hacia
determinadas poblaciones especificas.

En los estudios microbiolégicos mas
actuales, la combinacién de técnicas cla-
sicas y técnicas independientes de cultivo
estan dando resultados sorprendentes,
tanto por el numero como por los tipos
microbianos que se detectan, muchos de
los cuales no tienen representantes culti-
vados (Amann y col, 1995). En los ulti-
mos afios, los métodos se han comenza-

do a aplicar a las fermentaciones tradi-
cionales, puesto que con ellos es posible
identificar la microbiota que dirige los
procesos y estudiar la dindmica de po-
blaciones a lo largo de la elaboracion y
maduracion (Giraffa y Neviani, 2001).

Construccion y analisis de
genotecas del ARNr 16S

Las genotecas o bibliotecas génicas
son un conjunto de secuencias represen-
tativas de las que se encuentran en la
muestra original. Para su construccion se
aisla el ADN de todos los microorganis-
mos de un habitat, se amplifica por PCR
y el producto se clona en un vector ade-
cuado. El analisis de la secuencia de los
clones y su comparacioén en las bases de
datos permiten conocer su identidad y
estimar sus relaciones filogenéticas.
Aparte de algunas consideraciones meto-
doldgicas, la mayor limitacién de esta
técnica es la gran cantidad de tiempo y
recursos que requiere, de forma que solo
se puede analizar un numero limitado de
muestras.

La técnica se ha utilizado para identifi-
car los microorganismos implicados en la
fermentacion del “pozol”, un producto
mejicano a base de harina de maiz en cu-
ya fermentacion intervienen bacterias lac-
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ticas (Escalante y col., 2001). Se ha aplica-
do también al estudio microbiolégico de
la corteza de un queso francés de pasta
lavada elaborado con leche cruda, com-
parandolo con otro elaborado con leche
pasteurizada (Feurer y col., 2004). Al lado
de Streptococcus thermophilus y otras es-
pecies clasicas de corteza, en el queso
han aparecido microorganismos empa-
rentados con especies marinas como
componentes de la microbiota dominante.

Hibridacién “in situ” con sondas
fluorescentes

La hibridacién in situ con sondas fluo-
rescentes (“fluorescent in situ hybridiza-
tion”, FISH) se utiliza para la identifica-
cioén y cuantificacion de microorganismos
integros, sean viables o no. La técnica se
realiza diluyendo la muestra hasta obte-
ner microorganismos aislados que se in-
movilizan y se fijan. Las células se tratan
después con agentes que aumenten su
permeabilidad y, a continuacion, se hibri-
da con las sondas oligonucleotidicas fluo-
rescentes. Por ultimo, la detecciéon y
cuantificacién de las células se realiza
por medio de microscopia. Ademas de
sondas, se pueden emplear distintos co-
lorantes con los que se puede determinar
la viabilidad de los microorganismos.

De forma reciente, se ha desarrollado
un método de FISH para su aplicacién so-
bre matrices fragiles como el queso (Er-
colini y col., 2002). Desde el punto de vis-
ta metodolégico la técnica es sencilla y el
recuento celular puede automatizarse por
medio de citometria de flujo, lo que per-
mite mayor rapidez en la cuantificaciéon y
la posibilidad de analizar un gran nume-
ro de muestras (Bunthof y col., 2001).

Hibridacién cuantitativa de ADN
o ARN

Esta técnica es util para medir la can-
tidad de un ADN o ARN concreto en re-
lacion a la cantidad de total. Para ello,
se precisa el aislamiento del ADN o ARN
de la muestra, la unién de éstos a una
membrana y la hibridacion subsiguiente
con una sonda marcada. La abundancia
relativa de un ADN o ARN no refleja con
exactitud la abundancia de un microor-
ganismo. En el caso del ARNTt, es claro
que el numero de ribosomas es diferen-
te en distintas especies y cambia a lo
largo del crecimiento. Su estimacion, sin
embargo, puede ser una medida razo-
nable de la actividad fisiolégica de una
poblacién.

La cuantificacion de ARNr se ha utili-
zado en el estudio polifasico de la fer-

mentacion del “pozol” (Ampe y col., 1999).
Con ella se demostré que las bacterias lac-
ticas constituian la flora activa mayoritaria
y que los lactobacilos eran responsables
de mas del 50% de la actividad.

Electroforesis en gradientes
desnaturalizantes

El método de electroforesis en gra-
diente quimico desnaturalizante (“dena-
turing gradient gel electrophoresis”, DG-
GE), y su pariente la electroforesis en ge-
les de gradiente de temperatura (“tem-
perature gradient gel electrophoresis” o
TGGE), se emplearon originalmente para
detectar mutaciones puntuales en genes
humanos responsables de diversas en-
fermedades (Fischer y Lerman, 1983).
La técnica se basa en la separacion de
amplicones de ADN en un gel desnatu-
ralizante. La desnaturalizacion progresi-
va durante la electroforesis depende de
la secuencia, permitiendo diferenciar
fragmentos de igual tamafio. Los oligo-
nucleotidos para DGGE/TGGE contienen
en uno de sus extremos una secuencia
“GC” de unas 50 bases, denominada
pinza GC, cuya funcién es impedir la
desnaturalizaciéon completa y la apari-
cién de hebras de ADN de cadena senci-
lla. Como molde se puede utilizar tanto
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ADN como ARN, con lo que podemos
obtener informacién del numero de mi-
croorganismos y de su estado metaboli-
co. Las bandas se identifican por com-
paracién con las que generan cepas pa-
tron, o se purifican de los geles, se re-
amplifican y se secuencian.

En un trabajo pionero, la técnica de
DGGE se aplicé a la caracterizacién mi-
crobioldgica y al estudio de la dinamica
de poblaciones del “pozol” (Ampe y col.,
1999). En resultado mas sorprendente
fue la identificacion de bandas de ADN
relacionadas con la especie Streptococcus
bovis, las cuales representaban entre el
25y el 50% de los microorganismos. Al
lado de estas bacterias, aparecian cepas
de Lactobacillus plantarum, Lactobacillus
fermentum y diversas especies de Leuco-
nostoc. Al final del trabajo, los autores
proponian la utilizacion de la técnica pa-
ra la caracterizacion de otras fermenta-
ciones tradicionales, incluyendo la leche
y los productos lacteos.

La respuesta a esta sugerencia fue tan
explosiva que, en la actualidad, las técni-
cas de DGGE y TGGE se utilizan de forma
corriente para el estudio de muchos pro-
ductos lacteos (Coppola y col., 2001; Er-
colini y col., 2001; Cocolin y col., 2002;
Ogier y col.,, 2002; Fasoli y col., 2003;
Temmerman y col., 2003; Cocolin y col.,
2004; Lafarge y col., 2004). En uno de
los trabajos mas completos, Randazzo y
colaboradores estudiaron mediante DG-
GE la dinamica de poblaciones en el que-
so Siciliano artesanal (Randazzo y col.,
2002). Estos autores constataron cémo

los microorganismos dominantes en la
leche cruda (Leuconostoc spp., Lactococ-
cus spp. y Macrococcus caseolyticus) eran
desplazados durante la fermentacién por
las especies dominantes en el queso ma-
duro (Streptococcus thermophilus, Lacto-
bacillus delbrueckii y Lactobacillus fermen-
tum). Mencién especial merece también
el estudio de la evolucién y estructura de
la comunidades bacterianas en el queso
azul Stilton (Ercolini y col., 2003). En es-
te caso, la utilizacién combinada de las
técnicas de DGGE y FISH permitieron de-
terminar la composicion de las poblacio-
nes mas numerosas, asi como su distri-
bucién temporal (a lo largo de la madu-
racion) y espacial (en las distintas seccio-
nes del queso).

Polimorfismo conformacional de
la cadena sencilla

El estudio del polimorfismo confor-
macional de la cadena sencilla (“single-
strand conformation polymorphism”
SSCP) se basa en la separacién por elec-
troforesis de capilaridad de distintos am-
plicones de DNA previamente desnatu-
ralizados. Después de una desnaturali-
zacion con un agente quimico (formami-
da), la muestra se renaturaliza brusca-
mente, permitiendo la formacién de es-
tructuras secundarias en las hebras de
ADN de cadena sencilla. La electrofore-
sis se realiza a bajas temperaturas y en
condiciones no desnaturalizantes para
mantener las uniones intracatenarias.
En estas condiciones, la migracion de
las bandas depende de su conforma-

FIGURA 1: ENUMERACION Y EVOLUCION DE POBLACIONES MICROBIANAS

MAYORITARIAS E INDICADORAS A LO LARGO DE LA ELABORACION Y
MADURACION DEL QUESO DE CABRALES.
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cién, determinada a su vez por la se-
cuencia.

La SSCP se ha utilizado en la carac-
terizacion microbioldégica del queso
francés con denominacién de origen
Salers y en el estudio de su evolucion
durante la maduracién (Duthoit y col.,
2003). Se empled también en el estudio
de la corteza del queso de pasta lavada
francés ya mencionado (Feurer y col.,
2004).

Polimorfismo de restriccién del
extremo amplificado de un gen

Esta técnica, denominada con las si-
glas T-RFLP (“terminal-restricciéon frag-
ment length polymorphism”), se basa en
la digestion por endonucleasas de restric-
cion de los amplicones obtenidos con
una o dos sondas fluorescentes. Los pro-
ductos de la digestion se separan en ge-
les o en sistemas de capilaridad acopla-
dos a detectores laser. El patron de T-
RFLP define el numero de unidades ta-
xondémicas de una muestra compleja, ya
que es especifico para cada tipo micro-
biano (Moeseneder y col., 1999).

Esta técnica no se ha aplicado todavia
en Microbiologia de Alimentos, aunque si
una variante denominada LH-PCR
(“length heterogeneity-PCR”). A diferen-
cia de la anterior, la LH-PCR se basa en la
separacién de fragmentos segun la longi-
tud de amplificacion y no el perfil de res-
triccion. La metodologia se utilizd para el
estudio de la evolucién bacteriana en el
fermento de suero del queso Grana Pa-
dano (Lazzi y col., 2004).

FIGURA 2

Perfiles de DGGE de la region V3 del ARNr 16s de
bacterias lacticas aisladas del queso de Cabrales en
medios selectivos y diferenciales. Lineas: 1, Lacto-
bacillus paraplantarum; 2, Lactobacillus plantarum;
3, Leuconostoc citreum; 4, Leuconostoc mesente-
roides; 5, Enterococcus faecium; 6, Enterococcus
durans; 7, Lactobacillus brevis; 8, Leuconostoc lac-
tis, 9, Leuconostoc pseudomesenteroides; 10,
Enterococcus faecalis; 11, Lactobacillus farciminis;
12, Lactococcus lactis; 13, Lactobacillus casei; 14,
Lactobacillus paracasei.
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El queso de Cabrales

El queso de Cabrales es el producto
estrella de los quesos asturianos y uno
de los pocos quesos espafioles tradicio-
nales enmohecidos en su interior. Su ca-
racteristica mas distintiva es el creci-
miento en la masa de Penicillium roque-
forti, moho responsable de gran parte de
las cualidades sensoriales del queso. El
Cabrales cuenta con Denominacion de
Origen Protegida desde el afio 1981.
Desde el punto de vista de su microbio-
logia, el queso de Cabrales es, como
otros quesos elaborados con leche cruda,
un habitat complejo en el que numerosas
poblaciones microbianas (eucariotas y
procariotas) interaccionan y evolucionan
a lo largo de la elaboracién y madura-
cién (Nufiez, 1978; Marcos y col., 1985;
Flérez y col., 2004).

Microbiologia del queso de
Cabrales mediante PCR-DGGE
El trabajo se inici6é con un estudio mi-
crobiolégico convencional de cuatro fa-
bricaciones artesanales de dos elaborado-
res diferentes y en distintas épocas del
afio (con muestras de leche, cuajada y
quesos de 3, 7, 15, 30, 60 y 90 dias) (Flo-
rez y col., 2004). En la Figura 1 se repre-
sentan los recuentos de totales y diversas
poblaciones indicadoras a lo largo de la
elaboracion y maduracion de una de las
elaboraciones. En todos los casos, las bac-
terias lacticas fueron mayoritarias, siendo
los lactococos la poblaciéon dominante y
los lactobacilos la segunda en importan-
cia. Los mohos y levaduras parten de ni-

veles iniciales bajos pero llegan a conver-
tirse, entre los 30 y 60 dias, en una de las
poblaciones mas numerosas. Colonias
aisladas de las placas de bacterias lacticas
y mohos y levaduras se identificaron por
métodos fenotipicos y genéticos.

De cada una de estas muestras se ais-
16 ADN microbiano total que se utilizé co-
mo molde en reacciones de PCR utilizan-
do cebadores universales que amplifican
la region variable V3 del gen que codifi-
ca el ARNr 16S de las bacterias (oligos
F357-GC, R518) (Oigier y col., 2002) o el
dominio D1 de los eucariotas (oligos
NL1-GC, LS2) (Cocolin y col., 2002). Los
amplicones se separaron posteriormente
mediante DGGE a 60°C en geles de polia-
crilamida en un aparato DCode (Bio-Rad).
Las bandas se visualizan en transilumi-
nador tras tincién con bromuro de etidio.
Las especies clasificadas durante la ca-
racterizacion se utilizaron para optimizar
las condiciones de amplificaciéon y de DG-
GE (Figura 2), sirviéndonos de control en
las fases siguientes. El perfil de las mues-
tras se compar6 con el de las cepas pa-
tron. Ademas, para asegurar la identidad
de las bandas, muchas se aislaron del gel
y se secuenciaron.

Los perfiles de DGGE mostraron, como
los recuentos, grandes diferencias entre
las muestras y entre productores, indican-
do una composicién y evolucién micro-
biana distintas cada vez. En la Figura 3A
se presentan, a modo de ilustracién, los
resultados de DGGE de una elaboracion.
La banda mayoritaria, corresponde a Lac-
tococcus lactis, mayoritario también en los

cultivos. Acompafiando a esta especie
aparecieron ocasionalmente bandas de
microorganismos relacionados, como
Lactococcus raffinolactis, Lactococcus gar-
viae, que no se habian detectado nunca
en las placas de recuento. En menor pro-
porcién, se detecto la banda de Lactobaci-
llus plantarum, el lactobacilo cultivable
mayoritario. Hacia el final de la madura-
cién, detectamos, en algunas muestras,
una banda tenue relacionada con Lacto-
bacillus casei. La mayor variedad de ban-
das, sin embargo, se obtenia en las mues-
tras de leche y cuajada, lo que sugiere
que no todos los tipos presentes en la le-
che son capaces de crecer en el queso. En
todas las muestras de una elaboracion se
detectd una banda de Streptococcus pa-
rauberis, especie relacionada con los en-
terococos.El proceso de DGGE se realizé
también utilizando cebadores universales
especificos para eucariotas. Los perfiles
de bandas de cada elaboracién fueron
también distintos, como ocurria con los
perfiles bacterianos. A modo de ejemplo,
en la Figura 3B se incluyen los resultados
de una elaboracion. Los resultados de la
DGGE concordaron bien con los obteni-
dos en la tipificaciéon tradicional. Las ban-
das dominantes presentaban secuencias
idénticas a las de las levaduras Kluyve-
romyces lactis y Debaryomyces hansenii,
mayoritarias a su vez entre los aislados.
Las secuencias de Geotrichum candidum
aumentan en todas las muestras confor-
me la maduraciéon progresa, al igual que
las de Penicillium roqueforti, mayoritarias
a partir de los 15 dias.

A

1 2 34 6 6T 8

B

2 3 45 6 T B
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Perfiles de DGGE de la region V3 del ARNr 16s de
la flora bacteriana (A) y eucariota (B) mayoritarias
de una elaboracion de queso de Cabrales. Lineas:
1-8, muestras de leche, cuajada y queso de 3, 7,
15, 30, 60, 90 dias. Bandas en panel A: a, uncultu-
red lactococci; b, Lactobacillus plantarum/Lactoba-
cillus paraplantarum;, c, Lactococcus raffinolactis;
d, banda que no reamplifica; e, Streptococcus
parauberis; f, Lactococcus lactis; g, Lactobacills
kefiri; h, Lactobacillus buchneri/Lactobacillus para-
buchneri; i, Bifidobacterium psychroaerophilum.
Bandas en panel B: a, Geotrichum candidum; b,
Debaryomyces hansenii; ¢, Kluyveromyces lac-
tis/K. marxianus; d, Penicillium roqueforti; e, Penici-
llium chrysogenumy/P. griseofulvum.
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CONCLUSION

La incapacidad de las técnicas micro-
biolégicas de cultivo para dar una visiéon
real del numero y los tipos microbianos
en determinados habitats, ha conducido
al desarrollo de técnicas microbioldgicas
de deteccion y cuantificaciéon que no re-
quieren cultivo previo. En la actualidad,
se dispone de una gran cantidad de téc-
nicas microbioldgicas moleculares para
la caracterizacion de los procesos y los
productos fermentados que no precisan
del aislamiento de los microorganismos.
Nuestro Grupo ha utilizado la PCR-DGGE
para complementar el estudio microbio-
légico convencional del queso de Cabra-
les; el queso azul tradicional espafiol
mas conocido y de mayor produccion.
Por medio de esta técnica, detectamos
especies de lactococos y otros tipos bac-
terianos que nunca se habian recupera-
do de las placas de recuento, con lo que
queda demostrada su utilidad. La detec-
cion especifica de una especie microbia-
na dada se realiza a concentraciones ce-
lulares superiores a las 10° ufc por gramo
de muestra. La DGGE es una técnica cul-
tivo-independiente, util y versatil que
puede adaptarse de forma sencilla al es-
tudio de los quesos y otras fermentacio-
nes tradicionales. M
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CENTRO DEL CSIC: Instituto de Pro-
ductos Lacteos de Asturias (IPLA).

Nombre Investigador: Baltasar Mayo.
E-mail: baltasar.mayo@ipla.csic.es

Objetivos:

Hemos dedicado mucho tiempo y
esfuerzos a la tipificacion de algunos
de los quesos tradicionales asturia-
nos y al estudio de distintos tipos de
las bacterias lacticas mas representa-
tivas (lactococos y lactobacilos), con
el fin de disefiar fermentos especifi-
cos que reduzcan los accidentes tec-
nolodgicos y mejoren su calidad orga-
noléptica y su salubridad. En particu-
lar, nuestro Grupo ha participado en
el estudio de los quesos de Pefiame-
llera y Cabrales. En estos momentos
estamos tratando de transferir al sec-
tor productivo los conocimientos que
hemos ido acumulado a lo largo de
estos anos.

Desde hace un tiempo, nos intere-
sa también la microbiologia intestinal
y las relaciones que existen entre mi-
croorganismos y salud. Puesto que
las bacterias lacticas (y en particular
bifidobacterias y lactobacilos) se cree
que juegan un papel importante en el
equilibrio microbiano intestinal, he-
mos aislado un numeroso grupo de
cepas en las que caracterizamos sus
propiedades de probiosis mas impor-
tantes. El objetivo final es disponer de
bacterias lacticas que puedan utilizar-
se para restablecer o prolongar el es-
tado de salud.

Tendencias de investigacion:

« Tipificacién microbiolégica y bioqui-
micas de quesos tradicionales.

» Caracterizacion fisioldgica y genéti-
ca de bacterias lacticas.

« Disefio de cultivos iniciadores espe-
cificos.

» Microbiologia gastrointestinal hu-
mana.

« Estudio de la poblaciones mayorita-
rias y de bacterias lacticas en perso-
nas sanas y enfermas.

« Seleccién de cepas probidticas y ca-
racterizacién de sus propiedades
funcionales.
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La seguridad de los alimentos constituye una de las preocupaciones
basicas en los paises desarrollados ya que afecta directamente

a la salud de todos los ciudadanos. Esta preocupacion se ha visto
incrementada en los Ultimos afos debido a los graves incidentes
ocurridos, que han convertido la sequridad alimentaria en un terma
con gran repercusion social. En este contexto se situa la inquietud
creciente, tanto por parte del consumidor como de las autoridades
sanitarias, por la presencia de aquellos compuestos téxicos que,
como las aminas bidgenas (AB), pueden aparecer en los alimentos.
La investigacion entorno a las AB se ha centrado en distintos aspectos,
desde la vision toxicoldgica, al desarrollo de métodos de deteccion
rapidos y sensibles, pasando por el estudio de los aspectos
microbiolégicos, bioquimicos y genéticos implicados en la sintesis

de estas moléculas.

¢Qué son las aminas bidgenas?

Las AB son compuestos nitrogenados
de bajo peso molecular que se forman
principalmente por descarboxilacién de
aminoacidos. Atendiendo a su estructura
quimica se pueden clasificar en alifaticas
(putrescina, espermidina, espermita, ca-
daverina), aromaticas (tiramina, feniletila-
mina) o heterociclicas (histamina, tripta-
mina) y en funcién del nimero de grupo
aminos de la molécula, podemos hablar
de monoaminas (histamina, feniletilami-
na, tiramina), diaminas (putrescina, cada-
verina) o poliaminas (espermidina, esper-
mina) (Figura 1).

Desde un punto de vista biologico, las
AB son moléculas con funciones fisiolo-
gicas esenciales para los seres vivos. En
plantas, la putrescina y algunas poliami-
nas como la espermidina y la espermina,
estan implicadas en diversos procesos
celulares de respuesta al estrés y al enve-
jecimiento. En animales estan implicadas
en procesos tan relevantes como la divi-
sion celular o la transmision nerviosa. Asi
por ejemplo, la histamina actiia como
neurotransmisor y la tiramina es un in-
termediario de las rutas de biosintesis de
otros neurotransmisores (ten Brink y
cols., 1990).

Sin embargo, la descarboxilaciéon de
algunos aminoacidos, llevada a cabo por
determinados microorganismos, puede
provocar la presencia de concentraciones
altas de AB en los alimentos, de forma
que tras su ingestion pasan a la circula-
cién sanguinea desde donde ejercen di-
versos efectos toxicos (Tabla 1).
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Intoxicaciones alimentarias
causadas por aminas bidgenas

Las AB mas frecuentes en alimentos
son histamina, tiramina, putrescina, ca-
daverina, triptamina, B-feniletilamina, es-
permina y espermidina, si bien, las into-
xicaciones alimentarias mas frecuentes
estan relacionadas con la histamina y la
tiramina, cuyos aminoacidos precursores
son la histidina y tirosina, respectivamen-
te. La intoxicacién por histamina es la
mas conocida, existiendo referencias des-
de finales del siglo XIX sobre la inciden-
cia de esta enfermedad, conocida como
enfermedad escombroide debido a que
los trastornos tenian lugar tras la inges-
tion de pescados del grupo Escombroi-
dae. La intoxicacién producida por tira-
mina se conoce también como reacciéon
del queso, debido a los altos niveles que
esta AB presenta en algunos quesos.
Ademas de su propia toxicidad, estudios
recientes han demostrado que la tirami-
na favorece la adhesion de patdgenos co-
mo Escherichia coli 0157:H7 a la mucosa
intestinal (Lyte, 2004). Por otro lado, dia-
minas como putrescina y cadaverina
pueden reaccionar con nitritos dando lu-
gar a la formacién de nitrosaminas de
conocido efecto cancerigeno.

Cabe destacar que hay personas espe-
cialmente sensibles a las AB debido a que
los enzimas responsables de su destoxifi-
cacion, la monoamino oxidasa (MAO) o la
diamino oxidasa (DAO) no son funciona-
les, bien por problemas genéticos o por
la presencia de inhibidores como el alco-
hol o determinados farmacos antidepresi-

vos. Por tanto, es dificil establecer los ni-
veles toxicos para cada una de las AB ya
que depende de la eficacia de los siste-
mas de destoxificacién y por lo tanto va-
ria de unos individuos a otros. Ademas,
también depende de la presencia de otras
AB ya que pueden tener efectos sinérgi-
cos. Sin embargo, aunque en la actuali-
dad no existe una ninguna legislacién so-
bre las concentraciones permitidas en los
alimentos, las autoridades sanitarias reco-
miendan reducir al maximo la ingestion
de estos compuestos. En el caso de per-
sonas con tratamientos antidepresivos
basados en inhibidores de la MAO esta
contraindicado el consumo de queso, de-
bido a los altos niveles de tiramina que
puede contener. No obstante, es necesa-
rio subrayar que las concentraciones de
AB varian no soélo de un tipo de alimento
a otro, sino también dentro de un mismo
tipo de alimento. Asi por ejemplo, hemos



encontrado dentro de un mismo tipo de
queso, variaciones que van desde 90,75
mg kg hasta 2093 mg kg, resultados si-
milares han sido también descritos por
otros autores (Roig-Sagués y cols., 2002)

La presencia de AB en alimentos debe
de atribuirse a la accién microbiana so-
bre la fraccién proteica de la materia pri-
ma y mas especificamente a las reaccio-
nes de descarboxilacién de los aminoaci-
dos precursores llevadas a cabo por de-
terminadas bacterias. Por lo tanto, hay
dos factores clave para su acumulacion
en los alimentos: la presencia de las bac-
terias con actividad aminoacil-descarbo-
xilasa y la disponibilidad de los sustratos
de la reaccion. El primero de estos facto-
res se trata en los apartados siguientes.
En cuanto al segundo, los alimentos que
presentan una mayor posibilidad de con-
tener AB son aquellos que contienen una
elevada carga proteica, aunque también

las biogenas |
s alimentos
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en este aspecto serd necesaria la inter-
vencion de los microorganismos y de su
maquinaria proteolitica para liberar los
aminoacidos precursores.

Las bacterias implicadas

En primer lugar hay que destacar que
la presencia de actividad aminoacil-des-
carboxilasa implicada en la sintesis de
AB, se trata de una caracteristica de cepa
y no de especie. Pueden ser bacterias
tanto Gram positivas como Gram negati-
vas y se pueden encontrar representantes
en especies de diversos géneros como Ci-
trobacter, Klebsiella, Proteus, Salmonella,
Shigellla, Staphylococcus, Micrococcus, Ko-
curia, Morganella, Vibrio e incluso en bac-
terias GRAS (“General Regarded as Safe”)
como son las bacterias del acido lactico
(BAL) pertenecientes a los generos Lacto-
bacillus, Enterococcus, Carnobacterium,
Pediococcus y Lactococcus.

o

En el caso de alimentos no fermenta-
dos seran bacterias contaminantes, prin-
cipalmente gram negativas, las responsa-
bles de la sintesis de AB. Algunos autores
han sugerido que en este tipo de alimen-
tos la concentracion de AB podria ser
considerada como un indicador de la car-
ga microbiana. Por lo tanto, la solucién
pasa por una correcta manipulaciéon y
conservacion de los alimentos, de forma
que se evite la contaminacién y prolifera-
cién microbiana.

Mencion aparte merecen los alimen-
tos y bebidas fermentados en los que in-
tervengan BAL (vino, sidra, productos
lacteos, vegetales, embutidos...) donde,
ademas de a los microorganimos conta-
minantes, la actividad descarboxilasa
puede estar asociada a las bacterias que
forman parte del cultivo iniciador o de la
microbiota secundaria. Por lo tanto, al
igual que otros autores (Bacus, 1984; Bo-
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ver-Cid y cols., 2000; Hernandez-Jover y
cols., 1997; Suzzi y Gardini, 2003), consi-
deramos muy importante incluir entre
los criterios de seleccién de los cultivos
iniciadores, la incapacidad de sintetizar
AB. De hecho, este criterio comienza a
ser aplicado por algunas industrias fran-
cesas en la seleccion de las BAL utiliza-
das en la fermentaciones vinicas (Lon-
vaud-Funel, 2001).

La Bioquimica

El conocimiento de las condiciones fa-
vorables para la sintesis y actividad de las
aminoacil-descarboxilasas, pasa por el
estudio del papel fisiolégico que la sinte-
sis de AB tiene en las cepas productoras.
La hipoétesis mas aceptada en la actuali-
dad sugiere que las reacciones de des-
carboxilaciéon podrian ser utilizadas por
la célula para la obtencién de energia y
para el control del pH (Abe y cols., 1996;
Konings y cols., 1995; Konings y cols.,
1997). La descarboxilacién de un amino-
acido en el citoplasma y el transporte de
la amina formada al exterior de la célula
supondria, de forma indirecta, la expul-
sion de un protdn al exterior, lo que per-
mitiria controlar el pH intracelular. Ade-
mas, el transporte de aminas generaria
un gradiente electroquimico que podria
ser utilizado por la célula para el trans-
porte de nutrientes o para generar ATP a
través de la F1Fy ATPasa (Figura 2). Algu-
nos autores (Rhee y cols., 2002) sugieren
que este sistema de descarboxilacion po-
dria favorecer el crecimiento en ambien-
tes acidos. En este sentido, Schelp y cols.

(2001) demostraron que el enzima histi-
dina descarboxilasa de Lactobacillus 30a
es mas activo a pH acido.

La Genética

La presencia de una AB en los ali-
mentos requiere de la expresion de al
menos dos genes, el que codifica el enzi-
ma que cataliza la descarboxilaciéon del
aminoacidos correspondiente, y el que
codifica una proteina transportadora im-
plicada en el intercambio aminoéacido /

TABLA 1: AMINAS BIOGENAS EN ALIMENTOS Y SUS EFECTOS

FARMACOLOGICOS, TOMADA DE SHALABY (1996)

Amina biégena

Histamina

Tiramina

Putrescina y cadaverina

B-feniletilamina

Triptamina
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Efectos toxicos

Sintesis de noradrenalina y adrenalina
Palpitaciones
Vémitos, nauseas

Hipertension

Migranas

Vasoconstriccion

Lacrimacion y salivacion

Incrementa el nivel de azdcar en la sangre
Pardlisis de las extremidades

Rigidez mandibular

Bradicardia

Hipotension

Potencia el efecto de otras aminas

Hipertension
Migranas

Hipertension

AB. Estos genes tienen que estar perfec-
tamente regulados ya que su sustrato, los
aminoacidos, son los componentes de las
proteinas. Por lo tanto, la célula debe evi-
tar su descarboxilacion si no esta asegu-
rado el aporte suficiente para la sintesis
de proteinas. Ademas, parecen estar in-
ducidos por valores bajos de pH en el
medio. Los datos genéticos que se tienen
hasta el momento, han revelado que los
genes que codifican estas dos proteinas
se encuentran formando parte de un gru-

FIGURA 1: CLASIFICACION DE LA AE
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po de genes en el que también suelen es-
tar presente un tercer gen que codifica
una proteina reguladora (Nelly y Olson
1996). En el caso de la histamina y de la
tiramina, se encuentra un tercer gen que
codifica una proteina similar a aminoacil
t-RNA sintetasas y que podria tener fun-
cién reguladora, actuando como un sen-
sor del aminoacido correspondiente (Fer-
nandez y cols., 2004; Martin y cols.,
2005). La organizacion de algunos de los
genes secuenciados que estan implica-
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dos en la sintesis de AB se resume en la
figura 3.

Métodos de deteccion

Los métodos de deteccion de AB en
los alimentos se han ido desarrollando de
forma paralela al desarrollo de la croma-
tografia. Inicialmente, se determinaba su
presencia mediante cromatografia en ca-
pa fina, pero este método no permitia la
cuantificacion. Con el fin de mejorar la
sensibilidad y hacer posible la cuantifica-

Papel fisioldgico de la sintesis de AB en las bacterias productoras. La descarboxilacion de un aminoécido en el cito-
plasma y el transporte de la amina formada al exterior de la célula permitiria controlar el pH intracelular.
Ademas, el gradiente electroquimico generado podria ser utilizado para generar ATP a través de la F;Fy ATPasa.
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cion, se desarrollaron una serie de técni-
cas que se basan en la separacion y la re-
solucion mediante el uso de cromatogra-
fia de liquidos de alta resolucion (HPLC).
Estas técnicas se fueron optimizando gra-
cias al empleo de pre-columnasy a la de-
rivatizacion de la muestras con distintos
compuestos (Krause y cols., 1995; Nove-
lla-Rodriguez y cols., 2000). Para algunas
AB se han desarrollado otras técnicas al-
ternativas como la electroforesis capilar
(Lange y cols., 2002 a; Cinquina y cols.,
2004) o los métodos enzimaticos basados
en las actividades monoamino y diamino
oxidasa (Lange y cols., 2002 b). Todas es-
tas técnicas requieren un primer paso de
extraccién de los compuestos a analizar
y, teniendo en cuenta que las muestras
de alimentos son matrices muy comple-
jas, estos procesos de extraccidon son en
muchas ocasiones largos y laboriosos.
Ademas, el andlisis realizado en un mo-
mento determinado no excluye que estos
compuestos puedan formarse en fases
posteriores cuando se alcancen en el ali-
mento los valores de pH y la concentra-
cion de los sustratos adecuada para la
sintesis de las AB. Este aspecto es espe-
cialmente critico en alimentos fermenta-
dos, en los que los iniciadores continian
su actividad durante largos periodos de
tiempo. Por ello, un método alternativo
de control de la presencia de AB en ali-
mentos se basa en la deteccién de cepas
potencialmente productoras. Inicialmen-
te los métodos utilizados se basaban en
la capacidad de hidrélisis del aminoacido
precursor en un medio de cultivo (Bover-
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Cid y cols., 1999). Pero este método re-
quiere el aislamiento de los microorga-
nismos a partir de los alimentos y su cre-
cimiento en el medio diferencial, todo
ello hace que sea muy largo y tedioso, di-
ficultando su utilizaciéon de forma rutina-
ria. Surge por lo tanto la necesidad de
desarrollar un método rapido, facil y sen-
sible de deteccion de cepas productoras
de AB en muestras de alimentos.

PCR: la herramienta maravillosa

La reacciéon en cadena de la polime-
rasa (PCR) fue desarrollada por el Dr.
Kary B. Mullis, el cual fue galardonado
con el premio Nobel de quimica en el
afio 1993 por esta trascendental técnica.
Basicamente es un método enzimatico
que nos permite hacer muchas copias de
un fragmento especifico de DNA. Este
proceso se conoce como amplificacion
del DNA. Para ello se utilizan dos oligo-
nucleotidos cebadores o “primers”, cuya
secuencia es complementaria a los extre-
mos del fragmento de DNA que preten-
demos amplificar y que por tanto son los
responsables de la especificidad del pro-
ceso. El primer paso consiste en subir la
temperatura para que se separen las dos
hebras del DNA original. Después se ba-
ja la temperatura para que se unan los
“primers” en sus sitios especificos y asi la
DNA polimerasa pueda sintetizar la ca-
dena complementaria. Estos ciclos se re-
piten sucesivamente en un termocicla-
dor, de forma que en cada uno de ellos
se duplica el numero de copias del DNA
diana. De esta forma, partiendo de una
unica molécula inicial de DNA, en 35 ci-
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clos obtendriamos 34 mil millones de co-
pias (Figura 4).

La PCR es sin duda una alternativa y de
hecho ya se utiliza con éxito en la detec-
cion de microorganismos alterantes y pato-
genos en alimentos (revisiones Hill, 1996;
Rudi y cols., 2002; Malorny y cols., 2003).

En el caso de las AB las investigacio-
nes se han centrado principalmente en la
histamina (Le Jeune y cols., 1995) y en la
tiramina. En nuestro grupo del Instituto
de Productos Lacteos de Asturias nos he-
mos centrado en la tiramina debido a
que es, con diferencia, la AB mas abun-
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dante en quesos, llegando a alcanzar
concentraciones realmente alarmantes.
Se han disefiado los oligonucleétidos ce-
badores y se han optimizado las condi-
ciones que permiten la amplificacion es-
pecifica de un fragmento interno del gen
de la tirosina descarboxilasa (Fernandez
y cols., 2004). Este procedimiento permi-
te comprobar que las cepas selecciona-
das para usar como fermentos sean inca-
paces de sintetizar tiramina. Como ya he-
mos indicado nos parece imprescindible
incluir la incapacidad de sintetizar AB co-
mo criterio de seleccién de los cultivos

FIGURA 3: ORGANIZACI(I)NIDE LOS GENES IMPLICADOS EN LA SINTESIS FIGURA 4: REACCION EN CADE
DE LAS AB MAS FRECUENTES EN ALIMENTOS
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iniciadores. Esta técnica también permite
detectar de forma especifica, rapida, sen-
cilla y barata, bacterias productoras de ti-
ramina aunque estén en muy baja con-
centracién. Ademas, la reacciéon de PCR
ha sido optimizada con éxito para poder
detectar estas bacterias en muestras de
alimentos. Asi por ejemplo, se ha podido
seguir su presencia en todos los pasos de
elaboracion (leche cruda, cuajada y dis-
tintas etapas del proceso de maduracion)
de un queso artesanal (Figura 5). Todas
las muestras fueron paralelamente anali-
zadas mediante HPLC y se pudo compro-
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bar que aunque en los pasos iniciales de
la elaboracién no se detecté tiramina, se
llegaron a alcanzar concentraciones alti-
simas, de mas de 2.000 mg kg™ en el pro-
ducto final. En cambio, mediante PCR ya
se pudo detectar la presencia de los mi-
croorganismos productores en la leche
cruda. La ausencia de estas bacterias se-
ria la mejor garantia de que un alimento
como el queso, con alta probabilidad de
presentar tiramina, esta libre de esta AB a
lo largo de toda la cadena alimentaria.
Por lo tanto, esta técnica permitiria certi-
ficar la ausencia de AB en los alimentos,

M% a b ¢ d & [ @ h

lo cual seria especialmente util para
aquellas personas que por cualquier ra-
z6n sean deficientes en las actividades
MAO y DAO.

En la actualidad, estamos desarrollan-
do la deteccion de cepas productoras de
AB por PCR a tiempo real. Esta técnica,
aun mas rapida y sensible que la PCR
convencional, permitirfa ademas su
cuantificacion.
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os frutos del olivo (Olea europaea

sativa), cosechados en un estado

apropiado de madurez y procesa-
dos de una manera adecuada, se con-
vierten en un producto comestible con
unas caracteristicas organolépticas muy
apreciadas. Segun la Norma de Calidad
emitida por el Consejo Oleicola Interna-
cional (1980), se denomina aceituna de
mesa al fruto de determinadas varieda-
des de olivo cultivado, sano, cogido en el
estado de madurez adecuado y de cali-
dad tal que, sometido a las preparaciones
apropiadas, dé un producto de consumo
y de buena conservacion como mercan-
cia comercial. La aceituna de mesa cons-
tituye un alimento de alto valor nutritivo
y muy equilibrado, posee todos los ami-
noacidos esenciales en una proporcion
ideal y aunque su contenido en proteina
es bajo, su nivel de fibra hace que sea
muy digestiva. Destacan sus contenidos
en minerales, especialmente calcio y hie-
Iro, y vitaminas como la provitamina A,
la vitamina C y la tiamina.

Segun la Norma citada anteriormente,
las aceitunas de mesa se clasifican en los
siguientes tipos:

» verdes, procedentes de frutos reco-
gidos durante el ciclo de maduracion. La
coloracién del fruto varia del verde al
amarillo paja. Es el unico tipo que se so-
mete a fermentacion lactica.

» de color cambiante, elaboradas a
partir de frutos de color rosa vinoso o
castafio, recogidos antes de su completa
madurez, sometidos 0 no a tratamiento
alcalino.

* negras naturales, obtenidas de fru-
tos recogidos en plena madurez o poco
antes de ella, de color negro rojizo, negro
violaceo, violeta oscuro, negro verdoso o
castano oscuro.

» negras oxidadas, que se obtienen
de frutos no totalmente maduros que han
sido oscurecidos mediante oxidacién y
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han perdido el amargor mediante trata-
miento con hidréxido sédico (sosa causti-
ca), envasandose en salmuera y conser-
vandose por esterilizacién con calor.

En Espafia se cultivan un gran nume-
ro de variedades de aceitunas siendo las

b ik
¥

mas importantes la manzanilla de Sevilla,
la gordal sevillana (conocida internacio-
nalmente con la denominacion de “sevi-
llano”), la morona, la hojiblanca, la cace-
refia y la verdial. Otras variedades menos
importantes son la cafiivana, la picoli-
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Resto del mundo: 1.636.000 toneladas

Espaiia: 409.000 toneladas

mon, la gordalilla, la alorefia, la rapaza-
lla, la picuda, la cordobi y la cuquillo.

La industria de la aceituna de mesa
constituye una actividad econémica muy
importante en Espafia. Prueba de ello es
que de los 1,6 millones de toneladas de
aceitunas de mesa que se produjeron la
pasada campafia 2002/2003 en todo el
mundo, el 25% de ellas proceden de
nuestro pais. Esta actividad generd 7,2
millones de jornales, con un coste total
del empleo de 222 millones de euros a
un precio por jornal de 30,71 euros du-
rante la campafia 2001/2002.

Ademas, Espafia exporta el 50% del
total mundial anual, de las que el 35%
han sido elaboradas en la provincia de
Sevilla. Ello supuso una facturacion por
encima de los 400 millones de euros en
la campafia 2001/2002.

Asi pues, no cabe la menor duda de la
importancia econémica que supone para
todos los sectores sociales espafioles la
produccién de aceituna de mesa.

Existen muchos métodos de procesa-
do para conseguir que los frutos sean co-
mestibles pero todos ellos estan orienta-
dos a eliminar el amargor natural de los
mismos provocado por la presencia de
compuestos fenodlicos, principalmente
oleuropeina. Entre estos métodos, el mas
importante por el volumen de frutos pro-
cesados, los recursos econémicos que ge-
nera y su complejidad microbioldgica es
el denominado de obtencion de aceitu-
nas verdes estilo espafiol o sevillano. Es-
te procedimiento, tradicional y empirico
hasta hace poco, ha necesitado de un
gran esfuerzo de investigacion tecnologi-
ca a fin de mejorar la obtencién del pro-
ducto final. El Instituto de la Grasa ha te-
nido un papel relevante en el desarrollo
de buena de parte de esas investigacio-
nes desde el primer momento de su fun-
dacién, a principios de los afios 40 del si-
glo pasado. Y nuestro grupo de investiga-
cién ha tenido la fortuna de contribuir de

Andalucia: 35%

manera eficiente a la mejora de dicho
procedimiento, ya que hemos dedicado
todo nuestro esfuerzo investigador a la
biotecnologia de las bacterias lacticas en
relacion con la fermentacion de vegeta-
les. Ello nos ha permitido desarrollar cul-
tivos iniciadores, cuyo uso no se cifie ex-
clusivamente a la fermentacién de acei-
tunas sino de otros muchos productos ve-
getales con destino al consumo humano.

El proceso de fermentacion

En general, la evolucion de los méto-
dos de elaboracion de aceitunas de mesa
desde los tiempos de los griegos y roma-
nos hasta nuestros dias ha sido muy len-
ta, particularmente la del método tradi-
cional de elaboracion de aceitunas ver-
des estilo espafiol. La utilizacién de vasi-
jas de barro como recipientes de fermen-
tacion se sustituyd por bocoyes de made-
ra que a su vez dieron paso a los fermen-
tadores actuales de fibra de vidrio o plas-
tico a partir de 1970. De la misma forma,
las cenizas alcalinas que utilizaron roma-
nos y griegos para “cocer” los frutos se
sustituyeron por sosa caustica a princi-
pios del siglo XX. Estos cambios tecnolo-
gicos se propiciaron gracias a las investi-
gaciones que demostraron el papel esen-
cial que jugaban las bacterias lacticas en
dicha fermentacién, cuyo desarrollo ade-
cuado en las salmueras de fermentacion
era imprescindible para lograr un pro-
ducto final con las caracteristicas organo-
lépticas apropiadas, evitando a la vez el
deterioro de los frutos.

Consiste, basicamente, en procesar los
frutos de forma tal que la flora epifitica
ocasional (formada por levaduras y bacte-
rias lacticas) comience a desarrollarse en
las salmueras de fermentacién, consuma
los azucares que contiene el fruto produ-
ciendo acido lactico y, como consecuen-
cia, se produzca una importante bajada
del pH. Esta bajada de pH, junto al propio
acido lactico y otros metabolitos secunda-

Resto del mundo: 50%

Resto de Espana: 15%

rios producidos por las bacterias lacticas
(pertenecientes a la especie Lactobacillus
pentosus, principalmente) permite una
conservacion adecuada del producto fi-
nal, preservando las aceitunas de posibles
deterioros debido al desarrollo de micro-
organismos que producen alteraciones.
El procesamiento de los frutos es muy
simple y en la industria del sector siem-
pre obedece a criterios subjetivos de la
persona que lo lleva a cabo: una vez re-
cogidas las aceitunas del arbol se trans-
portan al lugar de procesado, donde se
eliminan las hojas y otras impurezas, se
lavan los frutos y se clasifican los mismos
por tamafio. Entonces estan preparados
para su tratamiento con una solucién de
sosa caustica (“cocido”) y posterior colo-
caciéon en una salmuera. El procedimien-
to descrito, aunque simple, tiene el efec-
to deseado: propiciar que al cabo de unos
dias -y pese a que las bacterias lacticas
representan aproximadamente entre
0,01-1,0% del total de la poblacion mi-
crobiana de las salmueras en los estadios
iniciales del proceso- se desarrolle de
forma vigorosa una microbiota compues-
ta de levaduras y L. pentosus que persis-
tird hasta el final de la fermentacién (en-
tre 4-5 meses). Un balance adecuado de
ambas poblaciones proporciona un pro-
ducto final con unas caracteristicas orga-
nolépticas precisas. Sin embargo, en nu-
merosas ocasiones las aceitunas sufren
alteraciones debido a un desarrollo ina-
decuado de los microorganismos que lle-
van a cabo el proceso, lo que es aprove-
chado por otros microorganismos oportu-
nistas que colonizan las salmueras de fer-
mentacion y deterioran el producto final,
privandole asi de las caracteristicas orga-
nolépticas que le hacen apreciado.

Hacia un proceso mas racional:

disefiando cultivos iniciadores
Como en la produccién de otros mu-

chos alimentos fermentados, para la ob-
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Aislamiento de bacterias lacticas productoras de bacterio-
cinas, procedentes de una fermentacion de aceitunas.

tencion de aceitunas es necesario contro-
lar el proceso desde el punto de vista mi-
crobiolégico. Ello se consigue afiadiendo
a las salmueras de fermentacion un culti-
vo iniciador consistente en una(s) cepa(s)
de bacterias lacticas, previamente selec-
cionada(s) por poseer una serie de carac-
teristicas biotecnoldgicas adecuadas al
proceso fermentativo en cuestién. Puesto
que la fermentacion de aceitunas verdes
al estilo espafiol o sevillano es un proce-
so abierto, en el que no se puede esterili-
zar el material de partida, es necesario
seleccionar cuidadosamente aquellas ca-
racteristicas que hacen a una cepa de L.
pentosus mas competitiva frente a otras
bacterias que se desarrollan en el mismo
nicho ecoldgico, es decir, las salmueras
de fermentacion.

La seleccion de cepas de L. pentosus
como posibles candidatas a formar parte
de un cultivo iniciador se basa en dife-
rentes criterios. En general, las bacterias
lacticas son auxotrofas para casi todos los
20 aminoacidos esenciales (es decir, no
los producen y deben tomarlos del me-
dio) y a un gran numero de vitaminas del
grupo B. Con objeto, pues, de favorecer
su desarrollo en los estadios iniciales de
la fermentaciéon (donde hay pocas leva-
duras que les aporten este tipo de com-
puestos) es preciso seleccionar cepas pro-
totrofas para a dichas vitaminas y amino-
acidos, es decir, que produzcan ellas mis-
mas sus propias vitaminas y aminoaci-
dos. Ademas, seria deseable que su tasa
de crecimiento en las salmueras fuera lo
mas alta posible a temperaturas por de-
bajo de su optimo de crecimiento, ya que
la mayoria de los fermentadores estan
emplazados en fabricas al aire libre y en
zonas de intenso frio invernal. Por otro
lado, aunque el contenido en polifenoles
de las aceitunas sometidas a este tipo de
elaboracién es bajo, puesto que estos

CTC 94

compuestos TR
son bacterici- !
das, serfa de- ¥ "'j_;‘ "1;';
seable que las b 'r‘_
cepas seleccio- 1 E—
nadas presenta- !
ran un grado de
resistencia modera-
da a los mismos. Finalmente,
y de capital importancia, que
las cepas seleccionadas pose-
an armas de competitividad
efectiva y eficiente, como es la
capacidad de producir bac-
teriocinas. Las bacteriocinas
son sustancias producidas
por una determinada bacte-
ria lactica que inhiben el de-
sarrollo de otras bacterias que
crecen en el mismo medio don-
de lo hace la bacteria producto-
ra. Con ello, las bacterias lacticas
productoras de bacteriocinas se
aseguran el dominio pleno de
las salmueras de fermentacion.
Teniendo en cuenta estas ca-
racteristicas, hemos disefiado
dos tipos de cultivos iniciadores.
Uno de ellos, constituido por una
unica cepa de L. pentosus cuya
caracteristica mas sobresaliente
es la de producir una bacterioci-
na, denominada plantaricina S. El
segundo es un cultivo iniciador mixto
formado por dos cepas de L. pentosus. En-
tre sus caracteristicas biotecnoloégicas mas
destacadas figuran la produccién de plan-
taricina S, en un caso, y una alta tasa de
crecimiento en salmueras en el otro.

Comprobando la idoneidad
de los cultivos iniciadores
en condiciones reales
de fermentacidn

Aunque para disefiar los cultivos ini-
ciadores atendimos siempre a criterios
biotecnolégicos que los dotaran de la ca-
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Clasificado

.
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pacidad de competitividad suficiente pa-
ra dominar las salmueras de fermenta-
cion a lo largo del proceso fermentati-
VO era necesario comprobar su
idoneidad en condiciones reales.
A nivel de planta piloto e in-
dustrial, tanto el cultivo inicia-
dor de cepa unica como el mix-
to demostraron una alta capaci-
dad de colonizacion de las sal-
mueras en fermentadores de
diferentes capacidades, des-

de los 5 kg de frutos a los
15.000 kg, pasando por los

de 50 kg y 300 kg. En todos
estos casos se demostré que
una de las caracteristicas que
dotaban a los cultivos inicia-
dores de mayor potencial
competitivo frente a otras

bacterias que se desarrollan
en ese mis-

P mo nicho
ecolo-

Dashusso
Aellieno
Aodajas

gico era la
capacidad de producir
plantaricina S. De esta for-
ma, el cultivo iniciador predomi-
na sobre otras poblaciones bacterianas a
lo largo del proceso fermentativo com-
pleto. Con ello se consigue no alterar la
esencia del proceso tradicional pero se
controla cualquier posible variacion mi-
crobiolégica que pudiera repercutir nega-
tivamente en la obtencion de un produc-
to final de alta calidad organoléptica,
acortando ademas de manera drastica el
tiempo de obtencién de éste.
El desarrollo y aplicacion de técnicas
moleculares tales como PCR, RT-PCR nos
permitié el seguimiento de la dinamica

EXPORTACIONES DE ACEITUNAS DE MESA (FINAL DE CAMPANA) TM

Zona 2000
EE.UU., Canada y Puerto Rico 78.115
Unién Europea 63.436
Europa del Este 15.047
Paises Arabes 13.643
Otros paises 8.560
TOTAL 196.347

* Estados datos U.E. Diciembre.

2001 2002
83.202 84.266
80.257 93.500 *
20.441 27.471
12.767 16.052
9.151 10.437
219.261 243.558



Fermentadores de aceitunas.

Patio de fermentacion.

de poblaciones no sélo de nuestros culti-
vos iniciadores sino el de otras bacterias
lacticas que colonizan a la vez las sal-
mueras de fermentacion de aceitunas
verdes estilo espafiol o sevillano.

Optimizando las condiciones
de fermentacion

Las condiciones fisico-quimicas inicia-
les de las salmueras de fermentaciéon
constituyen un conjunto de variables
muy importante a tener en cuenta para
una implantacion correcta del cultivo ini-
ciador. Para averiguar cuales eran los pa-
rametros optimos de cada una de estas
variables en la fermentacion de aceitu-
nas verdes estilo espafiol o sevillano se
procedio a aplicar un disefio matematico
factorial fraccional en el que se tuvieron
en cuenta el pH inicial de las salmueras,
el acido utilizado para bajarlo, la concen-
tracion de NaCl de las mismas, el tama-
flo del indculo, el carrier del inéculo, la
homogeneizacion de las salmueras des-
pués de la inoculacion y el tiempo trans-
currido desde la colocacion de las aceitu-
nas en salmuera hasta su inoculacion. El
analisis matematico del desarrollo del
cultivo iniciador de cepa Unica en las fer-
mentaciones llevadas a cabo en las con-
diciones sefialadas nos indicé que se po-

dria mejorar de forma drastica su im-
plantacion si se inoculaban aproximada-
mente 107 bacterias lacticas por ml de
salmuera, con una correccion del pH ini-
cial con acido acético (entre 4,5y 6,5) y
con un contenido en sal de las salmueras
menor del 4%.

Sin bien éstas son las condiciones 6p-
timas para una implantacion adecuada
de los cultivos iniciadores, la versatilidad
de éstos hace que puedan desarrollarse
también en condiciones menos favora-
bles. Asi, pudimos comprobar que a nivel
industrial el cultivo iniciador mixto se de-
sarrollaba de manera adecuada sin nece-
sidad de una bajada previa de pH, con
un contenido en sal de las salmueras del
6% y con indculos iniciales de aproxima-
damente 106 y 105 bacterias lacticas por
mililitro de salmuera. Otra prueba mas de
la versatilidad de dichos inéculos es que
se pueden utilizar para fermentar pro-
ductos afines, por ejemplo zanahorias.

Conclusiones

El desarrollo de cultivos iniciadores
para la fermentacion de vegetales es una
excelente herramienta tecnoldgica de in-
calculable valor. Gracias a ellos se mejo-
ra de manera ostensible la produccién de
estos alimentos con destino al consumo

humano, conservando a la vez el sabor
tradicional del producto. En resumen, su
uso implica volver al sabor del pasado
evitando sus inconvenientes.
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Las proteinas representan uno de los componentes principales de los
alimentos, tanto desde un punto de vista funcional como nutricional. Por
ejemplo, determinan las propiedades fisicas y organolépticas de muchos
alimentos. Asi, la consistencia y textura de la carne, queso o pan,
dependen en gran medida de la naturaleza de las proteinas que los
constituyen. Pero también, en alimentos elaborados con una presencia
menor de proteinas, pueden jugar un papel muy importante, influyendo en
caracteristicas funcionales, como la formacién de emulsiones, geles,
espumas o la absorcién de agua o aceite. Ademas las proteinas también
constituyen un aporte nutricional importante, representando una fuente de

energia, nitrdgeno y aminoacidos esenciales.

uando hablamos de hidrélisis

proteica, en primer lugar quizas

pensemos en la digestion de las
proteinas en nuestro cuerpo. Digestion
mediada por la accién de proteasas como
pepsina, tripsina o quimiotripsina, que se
produce en el estomago e intestino y que
va a generar la liberacion de aminoaci-
dos y pequefios péptidos que seran ab-
sorbidos por las células del endotelio di-
gestivo. Sin embargo, la hidrdlisis protei-
ca es un fenbmeno mas extendido de lo
que quizas podamos imaginar o saber, ya
que también puede producirse durante el
procesado de diversos tipos de alimentos.
Asi, como ejemplo, interviene en la ma-
nufactura y determina las caracteristicas
de alimentos como el queso o derivados
carnicos como por ejemplo el jamoén. En
la mayoria de estos casos esta proteolisis
es debida a la accidén de microorganis-
mos, que estan implicados en procesos
de fermentacién de la materia prima ori-
ginal, como seria la leche en el caso de la
produccién de quesos. En otros casos,
son proteasas endogenas del material
original las que van a actuar durante el
procesado, como por ejemplo seria el ca-
so de la curacién del jamoén serrano (aun-
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que también intervienen enzimas de mi-
Croorganismos).

Por ultimo, la hidrélisis proteica tam-
bién se observa en la produccién de hi-
drolizados proteicos generados por la ac-
cioén externa y aislada de enzimas. En es-
te caso, la materia prima original, por lo
comun un aislado o concentrado protei-
co, es transformada en otro producto, un
hidrolizado proteico, por la accién de pro-
teasas externas que no proceden de mi-
croorganismos enddgenos.

La esencia de la hidrodlisis proteica es
la rotura del enlace peptidico y en conse-
cuencia la generacién de péptidos de
menor tamafio o incluso de aminoacidos
libres. La rotura de estos enlaces puede
producirse por métodos quimicos o bio-
l6gicos. Los primeros incluyen la hidroli-
sis mediante el tratamiento con acidos o
bases. Hoy dia apenas se utiliza la hidro-
lisis quimica debido a sus efectos perju-
diciales sobre la calidad nutricional del
hidrolizado, ya que se destruyen L-ami-
noacidos, se forman D-aminoacidos y
compuestos toxicos como Lisinoalanina.
Por otro lado, los métodos bioldgicos son
aquellos que utilizan una proteasa para
romper los enlaces peptidicos. Estos mé-

todos se realizan en condiciones mas
suaves de pH y temperatura que van a
reducir la formaciéon de compuestos in-
deseables.

La propiedad fundamental de un hi-
drolizado, que va a determinar en gran
medida las restantes caracteristicas del
mismo, es su grado de hidrolisis, es decir,
el porcentaje de enlaces peptidicos rotos
en relacion a la proteina original. El gra-
do de hidrolisis final estd determinado
por las condiciones utilizadas, es decir,
concentracion de substrato, relacion en-
zima/substrato y tiempo de incubacion y



condiciones fisicoquimicas como son el
pH y temperatura. Otro factor que tam-
bién va a determinar el grado de hidroli-
sis es la naturaleza de la actividad del
enzima, es decir su actividad especifica y
tipo de actividad. Asi, la naturaleza del
enzima usado no solo va influir en el gra-
do de hidrolisis sino también en el tipo
de péptidos producidos. En este sentido,
las proteasas pueden dividirse en dos
grandes grupos segun su actividad cata-
litica (Figura 1). Pueden ser endopéptida-
sas si rompen enlaces del interior de la
cadena proteica o exopeptidasas si rom-

pen los enlaces terminales de los extre-
mos amino o carboxilo de las cadena. El
origen de estos enzimas puede ser ani-
mal, vegetal, de bacterias u hongos, aun-
que los de origen bacteriano (Bacillus sp.)
son las mas abundantes en la industria
de los hidrolizados proteicos dada la ma-
nejabilidad de estos organismos y los al-
tos rendimientos de produccion.

La hidrdlisis proteica se realiza nor-
malmente en un sistema discontinuo o
en batch en un reactor, con agitacion y
control de pH y temperatura (Figura 2). El
sustrato, normalmente un aislado protei-

co, es disuelto en agua hasta que el pH y
la temperatura se estabilizan. A continua-
cion se afiade el enzima y comienza la hi-
drolisis enzimatica del sustrato. A medida
que esta progresa se produce una bajada
del pH debido a la rotura de los enlaces
peptidicos, pH que es mantenido al 6pti-
mo del enzima mediante la adiccion de
sosa diluida. Para finalizar la hidrolisis
proteica el enzima puede ser inactivado
con calor, mediante una bajada del pH o
con una combinacién de ambos. O tam-
bién puede ser retirado del medio me-
diante filtracion.
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El material de parti-
da utilizado para la ob-
tencién de los hidroliza-
dos proteicos puede ser
de origen animal, vege-
tal o bacteriano. Sin em-
bargo, hoy dia en los
paises desarrollados el
sustrato mas usado son
las proteinas de la le-
che, es decir, caseina y
proteinas del lactosuero.
Esto es debido funda-
mentalmente a su dis-
ponibilidad en grandes
cantidades en estos pai-
ses, alto valor nutricio-
nal y moderado coste
del mismo. Entre los ve-
getales los mas usados
son las proteinas de so-
ja, trigo y arroz. Sin em-
bargo también se utili-
zan como sustrato pro-
teinas de pescado, prin-
cipalmente en paises
orientales, como Japén
o Corea. También se han aprovechado las
proteinas de residuos carnicos como ten-
dones o huesos y de microorganismos
como algas.

Una vez descrito brevemente cuales
son los elementos que intervienen en la
hidrélisis proteica y como se realiza esta
nos vamos a centrar en cual es el pro-
ducto que se obtiene y sus aplicaciones
hoy dia en la industria alimentaria. Antes
de comenzar comentar brevemente, que
los hidrolizados proteicos también tienen
aplicaciones no alimentarias, como fuen-
te de fermentacion para el crecimiento de
microorganismos, como son los hidroli-
zados de levaduras o caseina que todos
conocemos. También se usan en cosmé-
tica para el tratamiento del cabello ya
que se ha sugerido su efecto en el forta-
lecimiento del pelo. Asi mismo, también
se usan como fertilizantes vegetales.

Las caracteristicas del hidrolizado que
se obtenga vendran determinadas eviden-
temente por el uso que se le quiera dar a
este. Como ya se ha comentado, el grado
y tipo de hidrolisis va a determinar el res-
to de las propiedades del hidrolizado. Asi
pues, dependiendo de estos factores el hi-
drolizado tendra una aplicacion u otra.

En este sentido, hoy dia, los hidroliza-
dos que se producen para su uso en ali-
mentacion se pueden agrupar en:

Hidrolizados con bajo grado de hidro-
lisis, entre el 1% y el 10% para la mejora
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de las propiedades funcionales, hidroliza-
dos con grados de hidrolisis variable pa-
ra su uso como flavorizantes y por ulti-
mo, hidrolizados extensivos, con grado
de hidrolisis superior al 10%, para su uso
en alimentacion especializada (Tabla 1).
En el primer grupo, se va a producir
una mejora de las propiedades funciona-
les. La hidrdlisis proteica va a producir
una disminuciéon del tamafio de los pép-

ademas una buena so-
lubilidad es necesaria
también para la mejora
de otras propiedades
funcionales. Otro factor
que también va a influir
en la funcionalidad de
estos hidrolizados es la
exposicion de residuos
hidréfobos de la protei-
na que estaban inmer-
sos en el interior de la
proteina intacta. Se ha
demostrado que una hi-
drolisis limitada (menor
del 10%) mejora propie-
dades funcionales de la
proteina original, ade-
mas de la solubilidad,
como poder emulsifi-
cante, espumante o ab-
sorcién de agua o acei-
te. Esta mejora se debe
al menor tamafio de los
péptidos, incremento de
grupos NH4 y COO- y
exposicion de grupos
hidréfobos. Sin embargo, en hidrolizados
extensivos estas propiedades desapare-
cen. Se ha postulado que 20 aminoacidos
es el tamafio minimo para que los pépti-
dos puedan estabilizar las interfases acei-
te-agua, en el caso de emulsiones o aire-
agua, en el caso de espumas. Asi, hidro-
lizados con mejor poder espumante son
usados en la producciéon de pasteles,
pan, helados y postres. Hidrolizados con

Grado de hidrdlisis, es el porcentaje de enlaces peptidicos rotos

en relacion a la proteina original

tidos y va a incrementar la generacion de
grupos polares como NHs y COO-. Estos
dos factores se van a traducir en un in-
cremento de la solubilidad. Una buena
solubilidad es una premisa basica nece-
saria para la aplicaciéon del producto en
multitud de alimentos procesados. Pero

buen poder emulsificante son usados en
la fabricaciéon de mayonesas, carne pica-
da, salchichas o helados. Por ultimo, hi-
drolizados con una buena absorcién de
aceite o agua son usados en derivados
carnicos y en productos bajos en grasas.

Como vemos se han hecho importan-

FIGURA 1

Las proteasas se clasifican en endroproteasas o exoproteasas segun que corten los enlaces peptidicos del
interior de la cadena aminoacidica o los enlaces de los extremos amino y carboxilo terminal.
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tes progresos que corre-
lacionan el grado de hi-
drolisis, a nivel macro,
con las propiedades
funcionales. Estas fun-
cionalidades van a de-
pender del tamafio mo-
lecular, estructura e in-
cluso secuencia amino-
acidica de los péptidos
producidos por la hidré-
lisis enzimatica. Es de-
cir, en el futuro un me-
jor conocimiento de la
relacion estructura-fun-
cién de los péptidos en
sistemas modelo y rea-
les incrementara el uso
de enzimas para mejo-
rar las propiedades fun-
cionales. De esta forma,
con modificaciones en-
zimaticas apropiadas la
funcionalidad de los hi-
drolizados proteicos
puede ser disefiada o
dirigida para cubrir las
necesidades especificas de un alimento
concreto. En nuestro grupo hemos obte-
nido hidrolizados limitados a partir de
proteinas de colza, Brassica carinata o al-
tramuz que permitirian su aplicacion en
alimentos para la mejora de las propie-
dades funcionales de estos.

Otro tipo de hidrolizados son aquellos
con grado de hidrolisis variable, general-
mente alto, para ser usados como flavori-
zantes. En este sentido, los hidrolizados,
segun el sustrato usado y las condiciones
de hidrdlisis, también pueden aportar sa-
bor y olor a los alimentos que se afiadan.

FIGURA 2

La obtencion de los hidrolizados proteicos se
realiza en un reactor enzimatico con control de
pH y temperatura y agitacion.
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Tradicionalmente, los hidrolizados usa-
dos como flavorizantes se han obtenido
mediante la hidrélisis acida de proteinas
vegetales con &cido cloridico durante 4 a
24 horas y a temperaturas entre 100° y

llard que se ven favore-
cidas también por el tra-
tamiento con calor. Ac-
tualmente, el uso de es-
tos hidrolizados obteni-
dos mediante trata-
miento con acidos esta
en desuso, por los com-
ponentes antinutricio-
nales anteriormente co-
mentados que pueden
generarse. Asi se esta
potenciando el uso de
proteasas como alcalasa
y flavorzima para la ob-
tencion de un hidroliza-
do extensivo que puede
ser usado en alimenta-
cién como flavorizante.
Sin embargo, ya que las
condiciones de hidroli-
sis de pH y temperatura
con proteasas son bas-
tante suaves, estos hi-
drolizados presentan
poco flavor en relacién
con los obtenidos con
acidos. Este flavor puede mejorarse me-
diante un postratamiento térmico que
permita la generacion de reacciones de
Maillard. Aun mas, si el sustrato usado es
una harina o concentrado donde hay

Hidrolizados con buen poder emulsificante son usados en la
fabricacion de mayonesas, carne picada, salchichas o helados

125° C. Asi, el grado de hidrolisis va a de-
pender del tiempo, temperatura y con-
centraciéon de acido usada, todo lo cual
va a influir en los atributos sensoriales
del producto. La neutralizaciéon del pro-
ducto con hidroxido sédico o carbonato
sodico va a generar una cantidad de sal
que es una parte substancial del produc-
to final. El flavor del producto va a de-
pender de la cantidad y tipo de péptidos
o aminoacidos liberados. Por ejemplo, el
acido glutamico funciona como un po-
tenciador del sabor, o la glicina o alanina
tienen un sabor dulce. También determi-
nados péptidos pueden producir amar-
gor. Pero quizas el factor principal a la
hora de determinar un flavor sea la inte-
raccion de estos aminoacidos o pequefios
péptidos con otros componentes como
azucares o lipidos. Esta interacciéon pue-
de producirse mediante reacciones de
Maillard, generando compuestos secun-
darios volatiles responsables del olor y
sabor del producto. Reacciones de Mai-

cantidades importantes de carbohidratos,
estos pueden ser también hidrolizados
con carbohidrasas que incrementen la
cantidad de productos que pueden reac-
cionar con los aminoacidos para aumen-
tar el numero de compuestos volatiles. Es
decir, en el futuro, controlando el grado
de hidrolisis de las proteinas y azucares y
la temperatura de postratamiento se po-
dra definir y controlar el patréon de flavor
de un determinado hidrolizado.

Para finalizar, un tercer grupo de hi-
drolizados estan formados por aquellos
con alto grado de hidrdlisis o extensivos,
por encima del 10%, para su uso en ali-
mentacion especializada, bien como su-
plemento proteico o en dietas medicas
(Tabla 2). En este apartado entran los hi-
drolizados que buscan explotar o mejorar
las caracteristicas nutricionales de las
proteinas de origen. El desarrollo y dise-
fio de hidrolizados extensivos esta siendo
objeto de un enorme impulso en los ulti-
mos afios. Estos hidrolizados podrian di-
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vidirse a su vez en dos grandes grupos,
por un lado aquellos para ser usados co-
mo suplemento proteico en la dieta y por
el otro, hidrolizados con una composicién
definida para el tratamiento de enferme-
dades o sindromes especificos. En este
ultimo grupo se alcanza el maximo de es-
pecializaciéon en lo que respecta al disefio
del alimento ya que se obtiene un pro-
ducto muy especifico para un objetivo
muy concreto. Respecto al primer grupo,
dos factores favorecen el uso de los hi-
drolizados como suplemento proteico.
Desde un punto de vista funcional su ele-
vada solubilidad que permite su utiliza-
cién en alimentos liquidos, y desde un
punto de vista nutricional el hecho de
que la absorcion gastro intestinal de los
pequefios péptidos que componen el hi-
drolizado, principalmente di y tripépti-
dos, parece ser mas efectiva en compara-
cion con las proteinas y presentan menor
osmolaridad que los aminoacidos libres.

Los sectores de la poblacién a los que
van dirigidos estos alimentos son diver-
sos aunque, por diferentes razones, con
necesidades todos ellos de un sobreapor-
te proteico. Por ejemplo, podemos citar
su uso en la alimentacion de la tercera
edad. En las personas ancianas se produ-
ce una perdida de apetito, causado por
diversas razones, como factores sociales
o falta de ejercicio. Esta perdida de apéti-
to genera una malnutricién que esta co-
rrelacionada directamente con un incre-
mento de enfermedades y mortalidad.
Para estas personas, comer mas cantidad
no es la solucién idonea dada la falta de
apetito, pero la demanda de proteinas ne-
cesarias podria cubrirse con bebidas en-
riquecidas con hidrolizados proteicos, ya
que su ingesta es mas atractiva que la de
alimentos soélidos. En este apartado tam-
bién podemos incluir la alimentaciéon en-
teral y parenteral en casos de hospitaliza-
cién. Otro campo de aplicacion es en la
nutricién deportiva, sobre todo en ejerci-
cios de resistencia como ciclismo o fondo
o aquellos que requieren un desarrollo
muscular importante como harterofilia o
incluso culturismo. En este sentido, bebi-
das refrescantes suplementadas con pép-
tidos pueden tomarse durante el ejercicio
o tras su finalizacién. Por ultimo, también
tiene aplicacion los hidrolizados para
personas que estan a dieta. De esta ma-
nera se proporcionan al cuerpo adecua-
das cantidades de proteinas con un mini-
mo de otras fuentes de calorias, de ma-
nera que se mantiene el balance de N y
se reduce peso con la pérdida de grasas.
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Respecto a las aplicaciones medicina-
les de los hidrolizados proteicos, sin duda
la mas conocida e importante por su im-
pacto en nutricion haya sido la produc-
cién de hidrolizados hipoalergénicos (Ta-
bla 3). La alergia alimentaria es un pro-
blema al que no se le ha prestado mucha
atencion, a pesar de que en los ultimos
afios son cada vez mas las personas que
se ven afectadas. Las consecuencias de
una reaccion alérgica pueden ir desde
pequerios transtornos fisicos hasta inclu-
so la muerte por shock anafilactico. Pero
hoy dia no existe ninguna medicacion
para prevenir las alergias alimentarias.
De hecho, evitar estos alimentos de ma-
nera extricta es la unica forma de impe-
dir la reaccion contra ellos. Otra posibili-

dad es tomar dietas constituidas por hi-
drolizados proteicos hipoalergénicos. En
alimentacion, la alergia a las proteinas de
leche de vaca observadas en recien naci-
dos es la mas frecuente. Se ha estimado
que alrededor del 10% de los nifios que
nacen en USA son alérgicos a la leche de
vaca. Para aliviar esta situacién, desde
hace mas de 40 afios se vienen produ-
ciendo en este pais hidrolizados de leche
de vaca hipoalergénicos, denominados
de primera generacion, a partir de casei-
na con mas de un 70% de aminoacidos
libres y péptidos hasta 8 aminoacidos.
Posteriormente, desde hace unos 10
afnos, se comercializan los hidrolizados
de segunda generacion, a partir de pro-
teinas del suero, con 40-60% de aminoa-

TABLA 1: PRINCIPALES TIPOS HIDROLIZADOS PROTEICOS

Y SUS APLICACIONES

Hidrolizado Grado de hidrélisis (%) Aplicacion
Limitado (con bajo grado 1-10 Mejora de las

de hidrolisis) propiedades funcionales
Variable Variable Mejora del flavor
Extensivo (alto grado de > 10% Como suplemento proteico

hidrolisis)

En alimentacion especializada
(dietas médicas)



cidos libres y péptidos hasta 12 aminoa-
cidos, y finalmente desde hace poco afios
se producen los de tercera generacion,
con menos de un 20% de aminoacidos li-
bres y péptidos hasta 15 aminoacidos. En
estos hidrolizados el tratamiento con la
proteasa rompe los epitopos alergénicos
de la proteina, bien secuenciales o es-
tructurales, eliminando la alergenicidad
del producto y de esta manera permitien-
do su consumo por las personas sensi-
bles a sus proteinas. En este sentido, al-

guno de estos productos, sobre todo los
de tercera generacion puede que no
cumplan con las normas internacionales
para un alimento hipoalergénico, ya que
dada la longitud de algunos péptidos, la
presencia de epitopos antigénicos es aun
posible. Y dado que una minima cantidad
del mismo puede provocar una reaccion
muy fuerte, su ingesta representar un al-
to riesgo.

Hidrolizados proteicos con una com-
posicién definida también se han pro-

TABLA 2: APLICACIONES DE LOS HIDROLIZADOS
PROTEICOS EXTENSIVOS

Suplemento proteico

Alimentacion 3.2 edad

Nutricién deportiva

Dietas de adelgazamiento

Dietas médicas

Tratamiento de errores
metabdlicos congénitos

Regeneracion de la piel

Otras enfermedades

Hidrolizados hipoalergénicos

Fenilcetonuria
Tirosinamia
Quemados
Postcirugia
Enfermedad de Croh
Fibrosis quistica
Pancreatitis

puesto para el tratamiento de enfermeda-
des o situaciones muy concretas. Por
ejemplo, en el caso de errores metaboli-
cos congénitos como la fenilcetonuria o
tirosinamia se proponen hidrolizados sin
los aminoacidos aromaticos que estos en-
fermos no pueden metabolizar. En esta-
dos hipermetabdlicos como los procesos
de cicatrizacion por cirugia o quemadu-
ras se hace necesario un sobreaporte de
aminoacidos azufrados que podrian ser
proporcionados en forma de hidrolizados
enriquecidos en estos aminoacidos. En
enfermedades hepaticas, como las ence-
falopatias, donde son necesarios alimen-
tos con una alta razon de Fischer (amino-
acidos ramificados/aromaticos), hidroli-
zados proteicos enriquecidos en Val Leu
e I[le y pobres en aromaticos también son
apropiados. Finalmente, dada la buena
solubilidad, digestibilidad y absorcién in-
testinal de los hidrolizados extensivos, es-
tos también son usados en enfermos con
una actividad gastrointestinal deficiente,
como en los casos con reducida superfi-
cie de absorcién (enfermedad de Crohn) o
cuando la capacidad digestiva esta redu-
cida como en la fibrosis quistica o la pan-
creatitis. En relacion con estos hidroliza-
dos extensivos nosotros hemos obtenido
hidrolizados de colza, garbanzo o girasol
con una alta solubilidad que permitiria su
uso como suplemento proteico. También
hemos obtenido hidrolizados hipoalergé-
nicos de garbanzo y otros con una alta
razén de Fischer a partir de proteinas de
Brassica carinata que permitirian su uso
para el tratamiento de encefalopatias he-
paticas.

Dentro de los hidrolizados extensivos,
existe una aplicaciéon que por su interes,
novedad y potencialidad requiere una
mencién especial. Esta constituye la ob-
tencién o generacion de péptidos bioacti-
vos a partir de proteinas hidrolizadas. Los
péptidos bioactivos son secuencias de
aminoacidos de pequefio tamafio, entre 2
y 15 residuos, inactivas dentro de la pro-
teina intacta pero que pueden ser libera-
dos bien durante la digestion del alimen-
to 0 por un procesado previo del mismo,
como por ejemplo mediante la genera-
ciéon de hidrolizados proteicos. Estos pép-
tidos tendrian efectos beneficiosos para
el organismo en diversos casos. En este
sentido, habria que reconsiderar las ca-
racteristicas nutricionales de una protei-
na determinada ya que estas no se limi-
tarfan solo al aporte de N y energia que
representan, asi como a los contenidos
en aminoacidos esenciales, sino también
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habria que considerar la actividad de
péptidos bioactivos que pueden ser libe-
rados de estas proteinas durante el pro-
cesado del alimento o la digestion gas-
trointestinal ejerciendo diversas funcio-
nes metabolicas. Péptidos bioactivos con
diferentes funciones se han encontrado
en diversas proteinas aunque la leche es
el material mejor estudiado. Asi, se ha
descrito la existencia de péptidos deriva-
dos de proteinas alimentarias con activi-
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dad opioide, opioide antagonista, inmu-
nomoduladores, antitromboticos, hipo-
tensores, hipocolesterolémicos o antioxi-
dantes. En nuestro grupo hemos purifica-
do péptidos con alguna de estas activida-
des a partir de hidrolizados proteicos de
origen vegetal como girasol, garbanzo
colza o altramuz.

Las tendencias en la investigacion so-
bre hidrolizados proteicos van a coincidir
con las generales de la tecnologia de ali-

mentos propiamente dicha y al mismo
tiempo van a estar determinadas por las
demandas del mercado, es decir, por lo
que nosotros como consumidores busca-
mos o exigimos. Estas tendencias tam-
bién estaran determinadas por factores
como el desarrollo de la biotecnologia; el
aprovechamiento de residuos y la revalo-
rizacion de subproductos; el desarrollo
de nuevos alimentos y alimentos mas sa-
nos. Asi pues, podemos concluir el gran
impulso que estan recibiendo en los ulti-
mos afios los estudios sobre hidrolizados
proteicos debido a la demanda de ali-
mentos muy especificos y mas saludables
y para el aprovechamiento de fuentes
proteicas alternativas. Este impulso va en
paralelo con el desarrollo biotecnolégico
de estos procesos. W

TABLA 3: HIDROLIZADOS
HIPOALERGENICOS DE LECHE

Tipo Caracteristicas

1.2 generacion > 70% aminodacidos libres
péptidos < 8 aminoécidos

40-60% aminodcidos libres
péptidos < 12 aminoécidos

2.2 generacion

< 20% aminodcidos libres
péptidos < 15 aminoécidos

3.2 generacion
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Una de las lineas de investigacion del
grupo se basa en el aprovechamiento de
residuos agroindustriales de bajo valor
afiadido para la obtencion de hidrolizados
proteicos de alto valor afiadido. Para ello,
diversos subproductos como las harinas
desengrasadas de girasol o colza son apro-
vechadas para la extraccion de las protei-
nas presentes en estas. Estas proteinas en
la forma de aislados proteicos, de por si un
producto ya de alto valor afiadido, son usa-
das para la obtencion de hidrolizados pro-
teicos que pueden ser usados en alimenta-
cién especializada. Asi hemos obtenido
hidrolizados proteicos extensivos con una
alta solubilidad que pueden usarse como
suplemento proteico, o también hidroliza-
dos hipoalergénicos o hidrolizados para el
tratamiento de sindromes especificos como
las encefalopatias hepaticas. También tra-
bajamos en la obtencién de hidrolizados
proteicos enriquecidos en péptidos bioacti-
vos con funciones hipocolesterolémicas,
antioxidantes o hipotensoras.
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Los péptidos bioactivos en alimentacion:
nuevos agentes promotores de salud

JAVIER VIOQUE Y FRANCISCO MILLAN.
CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFICAS. INSTITUTO DE LA GRASA (SEVILLA).

El concepto de componente bioactivo y su relacion con los alimentos no es una
idea nueva, aunque si lo es el hecho de querer explotar su potencial y conocer
las bases cientificas de su modo de accion. Un componente bioactivo seria
aquel compuesto quimico que ejerce un efecto beneficioso para alguna funcion
corporal del individuo produciendo una mejora en su salud
y bienestar o reduciendo un riesgo de enfermedad.

Durante las Ultimas décadas hemos vivido un resurgimiento del interés por todo
lo natural debido especialmente a la conciencia publica que se ha generado
alrededor de los productos alimenticios seguros y saludables.

Nunca antes se habia centrado tanto la atencion en los efectos beneficiosos
de los alimentos como ahora. El concepto de que los alimentos pueden ser
promotores de salud mas alla de su valor nutricional tradicional esta ganando
aceptacion entre los cientificos y profesionales de la salud y por tanto los
profesionales de la nutricion y la dietética deben estar cualificados y en posicion
de traducir la evidencia cientifica en la aplicacion practica
de la dieta diaria para el consumidor.
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as proteinas representan uno de

los componentes principales de

los alimentos, tanto desde un
punto de vista funcional como nutricional.
Por una parte, determinan las propieda-
des fisicas y organolépticas de muchos
alimentos. Asi, la consistencia y textura de
la carne, queso o pan, dependen en gran
medida de la naturaleza de las proteinas
que los constituyen. Pero también, en ali-
mentos elaborados con una presencia
menor de proteinas pueden jugar un pa-
pel muy importante, influyendo en carac-
teristicas funcionales, como la absorciéon
de agua o aceite o la formacion de emul-
siones, geles y espumas. Ademas, las pro-
teinas también constituyen un aporte nu-
tricional importante, representando una
fuente de energia, nitrégeno y amino aci-
dos esenciales.

En los ultimos anos, el estudio de las
proteinas de los alimentos como compo-
nentes beneficiosos, no solo desde un
punto de vista funcional o nutricional, es-
ta recibiendo una gran atencién. En este
sentido, se viene investigando la presen-
cia de diferentes péptidos bioactivos en
proteinas de diversos tipos de alimentos.
Los péptidos bioactivos son secuencias de
aminoécidos (trozos de la proteina) de pe-
quefio tamafio, entre 2 y 15 aminodcidos,
inactivas dentro de la proteina intacta pe-
ro que pueden activarse al ser liberados
bien durante la digestion del alimento en
el organismo del individuo o por un pro-
cesado previo del mismo. En el segundo
caso se encontrarian por ejemplo las pro-
teinas de la leche, que son hidrolizadas
(fragmentadas) durante la fabricacion del
queso. También, las proteinas de los ali-
mentos pueden digerirse de manera arti-
ficial en el laboratorio mediante el uso de
reactores de hidrolisis enzimatica para li-
berar los péptidos bioactivos.

Estos péptidos tendrian efectos benefi-
ciosos para el organismo en diversos ca-
sos (Tabla 1). Asi pues, las caracteristicas
nutricionales de una proteina determina-
da no se limitarian solo al aporte de ni-
trogeno y energia que representan, asi
como a los contenidos en amino acidos
esenciales, sino también habria que con-
siderar la actividad de péptidos bioacti-
vos que pueden ser liberados de estas
proteinas durante el procesado del ali-
mento o la digestién gastrointestinal ejer-
ciendo diversas funciones metabolicas
beneficiosas para el organismo.

Los péptidos bioactivos han sido en-
contrados principalmente en las protei-
nas de la leche y en derivados de esta co-
mo quesos o yogurts. Pero también se ha
observado su existencia en otras protei-
nas animales, pescados y diversos vege-
tales como soja, arroz o garbanzo e in-
cluso hongos.

A continuacion se describen los princi-
pales péptidos bioactivos encontrados
hasta la fecha:

Péptidos con actividad opioide
Se ha descrito la existencia de pépti-
dos derivados de proteinas alimentarias
con actividad opioide. El aislamiento por
primera vez en 1975 de péptidos opioi-
des enddégenos denominados encefali-
nas, condujo a la detecciéon en 1979 de la
actividad opioide de péptidos derivados
de hidrolizados proteicos de las proteinas
de la leche. Estos son péptidos pequefios,
entre 5 y 10 amino acidos de longitud.
Los mas abundantes son las f-casomorfi-
nas denominadas asi por derivar de la hi-
drolisis de la B-caseina y por su parecido
efecto fisiologico al de la morfina. Otros
péptidos aislados, aunque con menor ac-
tividad opioide, son las exorfinas genera-
das a partir de la hidrolisis de la a-casei-

TABLA 1: PEPTIDOS BIOACTIVOS Y SUS EFECTOS SALUDABLES

Péptidos
Opioides

Efecto beneficioso
Regulan el trénsito intesitnal

Mejoran la digestion y absorcion

Inmunomoduladores
Transportadores de minerales
Antitrombaticos

Inhibidores del enzima convertidor
de angiotensina

Antioxidantes
Antimicrobianos

Hipocolesterolémicos
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Estimulan la respuesta inmune

Mejoran la absorcion de minerales y metales

Reducen los riesgos de padecer trombos

Reducen el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares

Previenen enfermedades degenerativas y envejecimiento
Reducen el riesgo de infecciones
Reducen el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculaes

na, las o-lactorfinas derivadas de la a-lac-
toalbumina y las B-lactorfinas provenien-
tes de la hidrolisis de la b-lactoglobulina.

La caracteristica comun en la secuencia
amino acidica de todos estos péptidos es
la presencia de un residuo de Tirosina en
el extremo N-terminal asi como la presen-
cia de otro residuo aromatico (Phe o Tyr)
en la tercera o cuarta posicion del péptido.

Se ha observado en ratas y perros que
las casomorfinas afectan la funciéon gas-
trointestinal inhibiendo la tasa de vaciado
gastrico y la motilidad intestinal y por lo
tanto relentizando el paso del alimento a
través del tracto intestinal. También se ha
descrito la presencia en el organismo de
mujeres lactantes de B-casomorfinas ge-
neradas a partir de B-caseina de la propia
glandula mamaria y se ha sugerido que
pueden producir cambios neuroloégicos
en dichas mujeres.

Otras funciones propuestas para estos
péptidos es la de ejercer una accién anti-
diarreica o modular el transporte intesti-
nal de amino acidos.



Péptidos con actividad opioide
antagonista

Se ha descrito también la existen-
cia de péptidos derivados de la hidrdlisis
de la leche capaces de antagonizar la ac-
tividad de los péptidos opioides descritos
anteriormente. Los principales, conocidos
como casoxinas, son derivados de la k-
caseina y osi-caseina humana o bovina.
Asi, las casoxinas A, B y C corresponden
a los fragmentos aminoacidicos 35-41,
58-61 y 25-34 respectivamente de la x-
caseina. Por otro lado, la casoxina D es
derivada de la asi-caseina. También se
han obtenido peptidos opioides antago-
nistas a partir de esteres metilicos de
otros fragmentos. Por ejemplo, la casoxi-
na-6 que es un ester metilico del frag-
mento 33-38 de la x-caseina. También,
ésteres metilicos de péptidos derivados
del lactoferrin, y conocidos como lactofe-
rroxinas tienen actividad opioide antago-
nista. En general, los péptidos opioides
antagonistas tienen la estructura Xa-Aro-
matico-Xs-Tyr-OCHs. La naturaleza del

aminoacido Xa puede determinar la espe-
cificidad por uno u otro receptor opioide.

Péptidos immunomoduladores
Se ha observado que péptidos deriva-
dos de la hidrolisis de la a-caseina y la B-
caseina son capaces de estimular la fago-
citosis de eritrocitos por macrofagos del
peritoneo as{ como ejercer un efecto pro-
tector frente a infecciones causadas por
Klebsiella pneumoniae tras su administra-
cioén intravenosa en ratones. Asi mismo
se ha descrito que la secuencia C-termi-
nal de la B-caseina de vaca (que incluye a
una B-casoquinina) induce una prolifera-
cién significativa de linfocitos de ratas.
También, recientemente se ha descrito
que la inmunoreactividad de linfocitos
humanos era estimulada por varios pép-
tidos bioactivos de proteinas de leche.
Asi, los péptidos Tyr-Gly y Tyr-Gly-Gly co-
rrespondientes a fragmentos de la o-lac-
toalbumina y la k-caseina de vaca res-
pectivamente incrementaban significati-
vamente la proliferacién de linfocitos. Sin
embargo, el mecanismo por el cual estos
péptidos ejercen el mecanismo inmuno-
modulador no es bien conocido.

Péptidos transportadores
de minerales

También conocidos como caseinofos-
fopéptidos son fosfopéptidos derivados
de la hidrolisis de caseina que pueden
formar sales solubles organofosforadas y
funcionar como transportadores de dife-
rentes minerales. La caseina esta fosfori-
lada y los grupos fosfato estan como mo-
noésteres de los dos aminoacidos con
grupos hidroxilo, serina y treonina. Los
grupos fosfato parece que no se encuen-
tran al azar en la cadena proteica, sino
agrupados en secuencias del tipo Ser(P)-
Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu. Aunque los casei-

nofosfopéptidos son méas conocidos por
su capacidad de unir Ca, también se ha
observado que pueden acomplejarse con
macroelementos como Mg o Fe o oligoe-
lementos como Zn, Ba, Cr, Ni, Co y Se.

Péptidos con actividad
antitrombotica o casoplatelinas

Estos péptidos son derivados del ex-
tremo C-terminal de la x-caseina bovina.
Presentan actividad inhibidora de la
agregacion de plaquetas asi como de la
union de la cadena vy del fibrindégeno hu-
mano a receptores especificos de la pla-
queta. Los principales péptidos antitrom-
boéticos de la k-caseina son los corres-
pondientes a la secuencia aminoacidica
Met-Ala-Ile-Pro-Pro-Lys-Lys-Asn-Glu-Asp-
Lys, correspondiente a los amino acidos
106 a 116. También tienen actividad los
fragmentos menores 106-112. 112-116y
113-116. Los residuos Ilews, Lysiz y Aspus
parecen ser importantes en el efecto inhi-
bidor que es debido a la competencia en-
tre los péptidos y la cadena g por el re-
ceptor de la plaqueta.

Péptidos inhibidores del enzima
convertidor de la angiotensina
La funciéon mas conocida y extendida
de los péptidos bioactivos aislados hasta
ahora es la de inhibicion del enzima con-
vertidor de angiotensina (ECA). Este enzi-
ma es una Zn-metalopeptidasa que se
expresa como un ectoenzima unido a
membrana en células endoteliales, fun-
damentalmente del sistema vascular. Por
un lado, actua incrementando la presion
sanguinea al hidrolizar el decapeptido
angiotensina | en el octapéptido vaso-
contrictor angiotensina II. Por otro tam-
bién degrada el péptido bradiquinina
que es un potente vasodilatador (Figura
1). Esta peptidasa se encuentra localizada

FIGURA 1

Mecanismo de accion de la enzima convertidora de angiotensina

ANGIOTENSINA |

(DRVYIHPFHL)
ENZIMA CONVERTIDORA )
DE ANGIOTENSINA HIDROLISIS
HIDROLISIS
ANGIOTENSINA II
(DRVYIHPF + HL)
BRADIQUININA VASO CONSTRICTOR

VASO DILATADOR
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en multiples zonas del organismo, como
pulmon, rifién, corazén, musculos, pan-
creas, cerebro, arterias, utero e intestino.
Los péptidos inhibidores de ECA son de
pequefio tamafio, muchos di y tripepti-
dos, que son absorbidos facil y rapida-
mente en el estbmago e intestino. Pue-
den entrar en el sistema circulatorio e in-
hibir esta peptidasa, lo cual genera una
bajada de la presion arterial. En este sen-
tido, ya que la hipertension esta relacio-
nada directamente con las enfermedades
coronarias estos péptidos van a reducir
los riesgos de generacion de este tipo de
enfermedades. Asi, se han realizado en-
sayos de inhibicién in vitro de la ECA, pe-
ro también in vivo, donde se ha observa-
do que ratas hipertensas ven reducidas
su presion arterial tras la ingesta de pép-
tidos inhibidores de ECA demostrandose
de esta forma el caracter beneficioso de
su ingesta.

Péptidos inhibidores de ECA fueron
aislados por primera vez en 1979 de un
hidrolizado de gelatina obtenido con co-
lagenasa. Desde entonces han sido en-
contrados en proteinas de leche funda-
mentalmente, y conocidos como casoqui-
ninas. Aunque también se han descrito
en proteinas de pescado, maiz, trigo o
arroz. En nuestro laboratorio hemos obte-
nido y purificado péptidos inhibidores de
ECA a partir de las proteinas hidrolizadas
del garbanzo, girasol o colza.

Péptidos antioxidantes

Compuestos oxidantes se producen
constantemente en los seres vivos. Estos
compuestos pueden generar dafios en
proteinas, lipidos o ADN. Este dafio ha si-
do relacionado con el desarrollo de di-
versas enfermedades y con el envejeci-
miento. El dafio oxidativo también tiene
una gran importancia en los alimentos
pudiendo afectar a su calidad nutricional
y funcional. Los péptidos antioxidantes
pueden limitar este dafio oxidativo, tanto
en alimentos (usandolos como antioxi-
dantes naturales), como proteger frente a
la oxidacion a las células del organismo
cuando sean ingeridos en la dieta. Pépti-
dos antioxidantes se han obtenido a par-
tir de proteinas de leche, soja, huevo o
pescado. En nuestro laboratorio hemos
observado que las proteinas de garbanzo
hidrolizadas también generan péptidos
con actividad antioxidante.

Péptidos antimicrobianos
y antiviricos

Péptidos resultantes de la hidrdlisis de
proteinas de leche han mostrado activi-
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dad antimicrobiana frente a bacterias
gram-positivas, gram-negativas, levadu-
ra e incluso hongos. También péptidos

arterial. El colesterol es un componente
esencial de los seres vivos, sin embargo,
también representa un factor de riesgo en

Un componente bioactivo es aquel compuesto quimico
gue ejerce un efecto beneficioso en la salud

de proteinas hidrolizadas de huevo mos-
traron actividad antibactericida.

En nuestro laboratorio hemos observa-
do que péptidos obtenidos a partir de pro-
teinas hidrolizadas de colza pueden inhi-
bir la infeccién celular por el virus del HIV.

Péptidos hipocolesterolémicos
Las enfermedades cardiovasculares re-
presentan el mayor problema de salud en
nuestro medio. La cardiopatia isquémica
es la complicacion principal de la ateros-
clerosis, proceso inflamatorio que se de-
sarrolla por la interacciéon entre el coleste-
rol transportado en las lipoproteinas de
baja densidad, los monocitos-macrofa-
gos, las plaquetas y las células de la pared

muchas enfermedades cardiovasculares.
Por otro lado, es sabido que la dieta es en
parte responsable de los niveles de coles-
terol en sangre. Asi, se ha observado que
una disminucién de la ingesta de coleste-
rol reduce los riesgos de padecer este tipo
de enfermedades. En este sentido, aque-
llos mecanismos o substancias que redu-
cen la incorporacion de colesterol a la
sangre son considerados beneficiosos pa-
ra la salud. Se ha observado que hidroli-
zados proteicos de soja reducen la absor-
cion de colesterol. Y se ha demostrado
que estos hidrolizados disminuyen los ni-
veles de colesterol en sangre de personas
hipercolesterolémicas, y decrecen la ab-
sorcion in vivo del colesterol en ratas e in



vitro en cultivos celulares. Esto es debido
a que los péptidos disminuyen la solubili-
dad micelar del colesterol. Para su absor-
cion el colesterol es solubilizado en mice-
las formadas por acido bilicos. Sin embar-
go, los péptidos que forman parte de los
hidrolizados compiten con el colesterol
por las micelas disminuyendo la solubili-
dad final de este y por tanto la absorcién
por las células del epitelio digestivo. En
nuestro laboratorio hemos obtenido hi-
drolizados proteicos hipocolesterolémicos
tras hidrolisis de las proteinas del girasol
con pepsina. Estos hidrolizados disminu-
yen de forma significativa la solubilidad
micelar del colesterol.

Como vemos, una gran variedad de
péptidos con actividad bioldgica en di-
versas fuentes alimenticias han sido des-
critos hasta la fecha. Sin duda, a medida
que continuen las investigaciones y se
amplie el espectro de proteinas alimenta-
rias analizadas, nuevos péptidos seran
descritos y otros efectos beneficiosos se-
ran atribuidos. Las posibilidades son muy

numerosas, no solo por la diversidad del
componente proteico de los alimentos. A
esto hay que sumarle que estas proteinas
pueden ser hidrolizadas de muy distinta
forma en funcién de las proteasas que se
usen para su digestion. En cada caso ob-
tendremos un perfil peptidico diferente.

Hoy dia ya se comercializan diversos
productos alimentarios, todos derivados
de la leche, enriquecidos en péptidos bio-
activos. En la Figura 2 se muestran algu-
nos de estos productos. Concretamente
estos tres estan enriquecidos con pépti-
dos inhibidores del enzima convertidor
de angiotensina.

Sin duda, el campo de los péptidos
bioactivos es altamente prometedor en el
area de los alimentos funcionales. Existe
un gran interés por parte del consumidor,
la industria y los cientificos. Los consu-
midores ven la posibilidad de mejorar la
salud o prevenir enfermedades mediante
una alimentacion mas saludable. La in-
dustria percibe este campo como una
oportunidad de ampliar su mercado y di-

FIGURA 2

Ejemplos de productos enriquecidos en péptidos
bioactivos que se comercializan hoy dia

11

anhia

Ameal (Calpis, Japon)

-

Evolus (Valio, Finlandia)

Binfate

Bio Zate (Davisco, USA)

versificar su oferta con la opcién de pro-
ductos elaborados con un alto valor afia-
dido. Por ultimo, los cientificos aprecia-
mos este campo como un area donde se
plantean nuevos retos continuamente en
la busqueda de nuevos péptidos bioacti-
vos, pero también en la verificacion y
comprobacion mediante ensayos in vivo
de los efectos beneficiosos para la salud
de los nuevos péptidos. B
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Rodriguez.
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Tendencias de Investigacion:

La actividad del grupo esta centrada en la
obtencion, purificacién y caracterizacion de
péptidos bioactivos a partir de diversas
fuentes proteicas. En la actualidad se esta
investigando la presencia de péptidos antio-
xidantes, hipocolesterolémicos o inhibidores
del enzima convertidor de angiotensina a
partir de las proteinas de garbanzo, girasol o
colza. Estas proteinas son hidrolizadas
mediante el uso de proteasas microbianas
como alcalasa y flavorzima o digestivas
como pepsina y pancreatina para la obten-
cién de un hidrolizado proteico a partir del
cual mediante técnicas cromatograficas
purificamos los péptidos con actividad bio-
légica. Asi mismo, se estan realizando tam-
bién ensayos con cultivos celulares para
determinar la tasa de absorcién celualr de
estos péptidos y su resistencia a la hidrdlisis.
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» Vim Instituto de la grasa

Pigmentos carotenoides
en frutas y vegetales;
mucho mas que simples
‘colorantes” naturales

MARIA ISABEL MINGUEZ MOSQUERA, ANTONIO PEREZ GALVEZ Y DAMASO HORNERO MENDEZ. GRUPO DE QUIMICA Y BIOQUIMICA
DE PIGMENTOS. DEPARTAMENTO DE BIOTECNOLOGIA DE ALIMENTOS. INSTITUTO DE LA GRASA (CSIC). SEVILLA

El color de los alimentos es quizds el primer atributo que el consu-
midor valora cuando determina la apariencia y calidad de un pro-
ducto, y por tanto va a condicionar su aceptabilidad. Una apariencia
natural siempre serda evaluada positivamente mientras que se toma-
ran precauciones ante un color extrafio o inesperado que suele ser in-
terpretado en términos de deterioro o manipulacion inadecuada de
las frutas y vegetales.
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El color externo a través de la expe-
riencia, la educacion y alguna compo-
nente innata, informa sobre el estado hi-
giénico-sanitario, el valor nutricional, y
ademas nos anticipa y proporciona sen-
saciones de otras caracteristicas sensoria-
les como el olor y sabor. Existen estudios
que demuestran interacciones cruzadas
entre la percepciéon del color y otros sen-
tidos, y que intervienen en la aceptabili-
dad de los alimentos (color-gusto, color-
olor, color-flavor). El color se convierte en
un indice de calidad y nos indica el dete-
rioro de la misma.

En las frutas y vegetales, el color se
debe principalmente al concurso de tres
familias de pigmentos: clorofilas, carote-
noides y antocianinas, que son responsa-
bles de la coloracién verde, roja-amarilla,
y azul-violeta respectivamente. La princi-
pal funcién observable de estos pigmen-
tos en los vegetales, es la atraccion de
animales para actuar como vectores en la
diseminacion de las semillas y frutos,
asegurando asi el éxito reproductivo y la
perpetuacion de la especie. Sin duda la
adquisicion de estos colores llamativos
ha sido seleccionada en el transcurso de
la evolucion y ha ayudado a la fijacion de
otros caracteres. Los humanos no queda-
mos ajenos a este fendmeno de atrac-
cién, de tal forma que la industria ali-
mentaria conocedora de este hecho trata
de hacer a los alimentos mas atractivos
normalmente a través del color.

Se puede afirmar que entre todos los
pigmentos presentes en los organismos vi-
vos, no hay duda que los carotenoides son,
después de las clorofilas, los mas amplia-
mente distribuidos en la Naturaleza. Se los
encuentra en todo el reino vegetal, tanto
en tejidos fotosintéticos como no fotosinté-
ticos (siendo responsables del color amari-
llo, naranja y rojo de la mayoria de frutos),
en bacterias, algas, hongos y animales. Es-
tos ultimos no son capaces de sintetizarlos
y los incorporan a través de la dieta. Se es-
tima que la produccién anual en la Natu-
raleza es de 10° toneladas, y en la actuali-
dad se conocen cerca de 700 carotenoides.

Estructuralmente hablando los carote-
noides son los unicos tetraterpenos natu-

1 -
rales, derivados de la unién de 8 unida-
des de isopreno que origina un esqueleto
de 40 atomos de carbono. En general los
carotenoides se clasifican en dos grandes
grupos: carotenos (estrictamente hidro-
carburos) y xantofilas, derivados de los
anteriores por incorporacién de funciones
oxigenadas. Los carotenoides pueden
presentar una estructura aciclica como li-
copeno, o poseer distintas estructuras ci-
clicas de cinco o seis carbonos en uno o
ambos extremos, como B-caroteno. Dado
el gran numero de dobles enlaces de la
cadena polienoica central, los carotenoi-
des pueden existir en diversas conforma-
ciones cis/trans, aunque la mas estable y
por tanto presente en la naturaleza es la
todo-trans. En la Figura 1 se representa la
estructura de los carotenoides mas habi-
tuales y de mayor importancia bioldgica.
Los carotenoides se localizan en las
células vegetales en el interior de orga-
nulos especializados, cloroplastos y cro-
moplastos; en los primeros acompafian a
las clorofilas. En el caso de los frutos ma-
duros, los carotenoides se acumulan en
los plastoglobulos de los cromoplastos de
forma masiva y es donde la diversidad
estructural alcanza un mayor grado. La
presencia del extenso sistema de dobles
enlaces conjugados de la cadena polie-
noica de los carotenoides conforma un
cromoforo (parte de la estructura respon-
sable de la absorcion de luz visible y por
tanto del color del compuesto) cuya capa-
cidad de absorcion de luz da lugar a los
llamativos y caracteristicos colores de es-
tos pigmentos. El numero de dobles enla-
ces conjugados y la presencia de diferen-
tes grupos funcionales determinara en ul-
tima instancia las caracteristicas espec-
troscopicas propias de cada pigmento.

Funcion y actividad bioldgica

La principal funcién biolégica de los
carotenoides es la de servir como pig-
mentos accesorios en la recoleccion de la
luz durante el proceso fotosintético, y co-
mo sustancias fotoprotectoras, inhibien-
do la propagacion de especies reactivas
de oxigeno y otros radicales libres, por
tanto impidiendo la accién nociva de és-

tos a nivel celular. En los animales, este
conjunto de pigmentos presenta varias
actividades bioldgicas muy importantes
desde el punto de vista nutricional y fi-
siolégico. Como se ha mencionado ante-
riormente, los animales no pueden sinte-
tizar carotenoides de novo aunque si me-
tabolizarlos a vitamina A (retinol, Figura
2), siempre y cuando reunan los requisi-
tos estructurales necesarios para ello, es-
to es, un anillo tipo B no sustituido. Apro-
ximadamente un 10% de los carotenoi-
des cumplen esta configuracion, siendo
B-caroteno y B-criptoxanteno, los mas re-
presentativos. La Tabla 1 recoge la activi-
dad de provitamina A relativa a -carote-
no de carotenoides presentes en la dieta.
La unica fuente de estos precursores de
retinol es la dieta, y en la mayoria de los
casos son las frutas y vegetales los ali-
mentos que principalmente aportan caro-
tenoides con actividad de provitaminica
a nuestra ingesta. Pero ademas, nuestro
organismo utiliza otra actividad de estos
componentes, comun a todos ellos: la ca-
pacidad antioxidante frente a radicales li-
bres de muy diversa naturaleza y origen,
integrando a los carotenoides en el com-
plejo sistema de antioxidantes primarios
junto a los tocoferoles y la vitamina C,
entre los que existe un ciclo regenerativo
que aumenta sinérgicamente la capaci-
dad antioxidante. Finalmente, nuestro
metabolismo ha encontrado otros roles
para los carotenoides, las denominadas
actividades no antioxidantes, que se des-
criben posteriormente.

Carotenoides en la dieta
mediterranea

De todos los carotenoides presentes
en la Naturaleza, obviamente y atendien-
do a nuestros habitos dietéticos no todos
estan disponibles en nuestra ingesta, y
solo accedemos en cantidades significati-
vas a 30-40 de estos componentes. De
ellos soélo se describen, de forma regular
en plasma y tejidos periféricos a 13, en-
tre los que destacan a-caroteno, B-carote-
no, B-criptoxanteno, licopeno, luteina y
zeaxanteno. La dieta Mediterranea, es
quizas la que mayor diversidad y canti-
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Figura 1. Estructura quimica de los pigmentos carotenoides habitualmente presentes en nuestra dieta y de mayo relevancia nutri-funcional.

dad de carotenoides aporta a la ingesta,
por su elevado contenido en frutas y ve-
getales (frescos y/o procesados) y aceites
de origen vegetal. Teniendo en cuenta
los 6 carotenoides mas representativos
anteriormente mencionados, en la Tabla
2 se detallan las cantidades en las que se
encuentran en alimentos del ambito de la
dieta Mediterranea. Todos los vegetales
verdes aportan en mayor o menor canti-
dad luteina, B-caroteno y B-criptoxanteno,
pudiendo variar la concentraciéon enor-
memente de una fuente a otra. La mejor
fuente de o-caroteno es la zanahoria y la
calabaza, mientras que B-caroteno esta
mas diversificado en frutas y vegetales
como la zanahoria, el pimiento rojo, la
naranja, la patata, el brocoli y vegetales
verdes. B-Criptoxanteno se encuentra ma-
yoritariamente en el pimiento maduro ro-
jo y frutas de origen tropical como la pa-
paya. La principal fuente de licopeno es
el tomate y sus productos derivados (pas-
ta y salsas) asi como la sandia y el pome-

lo rojo. Entre las fuentes ricas en luteina
destacan los vegetales verdes como las
espinacas, coles de Bruselas, brocoli, y
guisantes, mientras que zeaxanteno se
encuentra en concentraciones altas en la
yema del huevo y el maiz. Actualmente
no existe una recomendacion de ingesta
diaria de carotenoides, aunque si se ha
propuesto un valor de referencia de 6
mg/dia, basado en el aporte de los caro-
tenoides con actividad de provitamina A.
La importancia del resto de funciones fi-
siolégicas (actividades antioxidantes y no
antioxidantes) demanda un estudio mas
profundo de las mismas y de la correla-
cién dosis-efecto, para que permitan es-
tablecer unos valores de ingesta diaria
para estos componentes.

Absorcion y acumulacion

La liposolubilidad de los carotenoides
es la principal caracteristica que determi-
na las etapas del proceso de liberacion,
transporte y asimilacion desde el alimen-

TABLA 1: CARATENOIDES CON ACTIVIDAD DE PROVITAMINA A.
VALOR PROVITAMINICO REFERIDO A 3-CAROTENO SEGUN BAUERNFEIND

Carotenoide
trans-B-caroteno
9-cis-B-caroteno
13-cis-B-caroteno
trans-o.-caroteno
9-cis-o-caroteno
13-cis-oi-caroteno
trans-B-criptoxanteno
9-cis-B-criptoxanteno
15-cis-P3-criptoxanteno
[-caroteno-5,6-epdxido
mutatocromo
y-caroteno
[3-zeacaroteno
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Porcentaje de actividad
100
38
53
53
13
16
57
27
42
21
50

42-50
20-40

to, y la eficacia de ellas. En el hombre, la
eficiencia del proceso es baja, ya que so-
lo un 30% del total carotenoide ingerido
se absorbe de forma efectiva. El proceso
incluye una etapa de liberacion del con-
junto de carotenoides desde la matriz ali-
mentaria y su incorporacién a glébulos li-
pidicos, que tiene lugar en el estémago,
la formacién de micelas, y la absorcién
del contenido de éstas por las células in-
testinales. En estas etapas interviene un
sistema multifactorial que selecciona qué
carotenoides se absorben preferentemen-
te y en qué cantidad.

- Liberacion y solubilizaciéon desde la ma-
triz alimentaria. Los carotenoides se so-
lubilizan en glébulos lipidicos desde el
alimento. Es un proceso mecanico y en-
zimatico en el que la masticacion y la
accion de las secreciones gastricas per-
miten liberar los carotenoides e incor-
porarlos en pequefias gotas de grasa.
En esta etapa, un mayor grado de pro-
cesado del alimento, y la cantidad de

Figura 2. Estructura quimica de la forma activa
de vitamina A (Retinol)



grasa co-ingerida con éste aumentan la
solubilizacién de carotenoides. Alimen-
tos cocinados, y/o previamente homo-
geneizados son fuente de carotenoides
mas absorbibles. La naturaleza de la
matriz, también es un factor a conside-
rar; si es rica en fibras la disponibilidad
final de carotenos se reduce en compa-
racién con una matriz oleosa.

Incorporacion a micelas. Las gotas lipidi-
cas se reducen considerable de tamafio
gracias a los movimientos gastrointesti-
nales y a la accion de las secreciones bi-
liares que forman y estabilizan las mice-

las. Las micelas son agregados molecula-
res cuyo exterior esta formado por com-
ponentes hidrofilicos y un interior liposo-
luble rico en triglicéridos y en el que se
encuentran los carotenoides. En esta eta-
pa, la cantidad y tipo de grasa ingerida
es el principal factor, puesto que estimu-
lan las secreciones imprescindibles para
solubilizar y estabilizar las micelas, e hi-
drolizar el conjunto de lipidos. En fun-
cion del tipo de grasa ingerida se obser-
va una respuesta diferente. Triglicéridos
de cadena corta o0 media producen una
absorcion reducida, mientras que los tri-

glicéridos de cadena larga aumentan la
disponibilidad de carotenoides. Elemen-
tos como la fibra y los sustitutos de las
grasas (como los poliésteres de glucosa)
son interferentes con la absorcion.

- Absorcién por el enterocito. Las micelas
chocan con la pared intestinal y su con-
tenido se difunde a través de la mem-
brana del enterocito. En este punto se
ha establecido una preferente absorcion
de las xantofilas respecto a los carote-
nos ya que la mayor polaridad de las
primeras supone una ventaja en este
proceso final.

TABLA 2: CONTENIDO EN CAROTENOIDES EN ALIMENTOS REPRESENTATIVOS DE LA DIETA MEDITERRANEA,
EXPRESADO EN 1g/100 G.

Vegetales verdes o-caroteno
Lechuga -
Espinaca -
Coles de Bruselas 6
Hortalizas/Tubérculos

Judias 147
Bracoli 1
Pimiento 59
Calabaza 4.795
Patata =
Tomate 112
Zanahorias 4.649
Cebolla 6
Frutas

Pina 30
Platano 5
Uva 5
Mango 17
Melon 27
Naranja 16
Sandia -
Pera 6
Cereales

Maiz 33
Trigo -
Aceites vegetales

Oliva -
Palma 24

[-caroteno B-criptoxanteno
1.272 -
5.597 -

450 =

408 =
779 =
2.379
6.940 -

393 =
8.836 =

21 -
603 12
445 11
1.595 -
51 122
295 103

30 =
100 =

219 30

luteina o zeaxanteno licopeno

2.635 =
11.938 =
1.590 =

17 4.868

884 =

5.990 =
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Principalmente, los carotenoides se
acumulan en el tejido adiposo e higado,
aunque se ha descrito la presencia de es-
tos componentes en el pulmoén, rifiéon,
piel, y médula espinal. El plasma, al ser
el medio de distribucién de estos pig-
mentos, mantiene siempre una reserva
de carotenoides circulando, transporta-
dos en lipoproteinas. Tejidos en los que
se depositan carotenoides de forma muy
especifica son la macula lutea y la pros-
tata. En la macula lutea, se depositan
preferentemente zeaxanteno y luteina. Su
escasa presencia se correlaciona con una
actividad preventiva de la degeneracion
macular, que se comentara mas adelante.
En la prostata también se observan canti-
dades apreciables de licopeno, ligado al
desarrollo de actividad anticancerosa. La
correlacion entre la concentracion tisular
carotenoide y la ingesta de estos com-
puestos es directa por lo que los carote-
noides se utilizan como biomarcadores
del consumo de frutas y vegetales, ligado
a una reduccién del riesgo a desarrollar
enfermedades degenerativas segun mul-
tiples estudios epidemiolégicos.

Actividades no antioxidantes
Como ya se ha indicado, la principal
funcion fisioldgica de los carotenoides es
su actividad como provitamina A, fun-
cion que por causas estructurales solo
puede desarrollar algunos carotenoides.
Junto a esta funcion, se describe la capa-
cidad antioxidante como la mas repre-
sentativa de los carotenoides, y que se
hace extensiva a todos ellos (con o sin ac-
tividad provitaminica). Los carotenoides
inhiben el proceso de auto-oxidacion lipi-
dica, por lo que su presencia en las mem-
branas celulares evita los consecuentes
procesos negativos. Reaccionan ademas

con otros radicales de
multiple naturaleza, como
por ejemplo los formados
durante el metabolismo
de compuestos xenobioti-
cos. En el desarrollo de es-
ta funcién estd basada la
correlacion entre luteina y
zeaxanteno y la disminu-
cion del riesgo de degene-
raciéon macular, una enfer-
medad que provoca ce-
guera y que tiene un ele-
vado nivel de incidencia
en la tercera edad. En el
estrés oxidativo y la géne-
sis de radicales libres es-
tan basados la aparicion
de procesos degenerativos
como ciertos canceres y
tumores, las enfermeda-
des cardiovasculares, la
depresion del sistema inmune, etc. Por
tanto, la implicacién de los carotenoides
en la inhibiciéon o reduccién del estrés
oxidativo, participando como antioxidan-
tes seria el principal mecanismo de ac-
cién de estos compuestos y la caracteri-
zaciéon de ellos como anticancerigenos e
inmunoactivadores.

Sin embargo no es este el unico me-
canismo de accién posible. La prolifera-
cion celular esta controlada mediante la
comunicacién que se establece entre las
células de un mismo tejido. En caso de
proliferacién anémala, el restablecimien-
to o la estimulacién de la comunicacion
es fundamental para controlarla, y este
seria el sistema mediante el que los caro-
tenoides pueden regular la proliferacion
y actuar como anticancerigenos, ya que
se ha establecido que los carotenoides
estimulan la expresion de un gen, cone-

TABLA 3: ENSAYOS CLINICOS DE SUPLEMENTACION CON B-CAROTENO

EN GRUPOS DE POBLACION DE RIESGO Y CORRELACION ENCONTRADA

Dosis Grupo de poblacion Efecto Referencia

50 mg B-caroteno Pacientes con cancer Ausencia de  Greenberg et al

(5 anos) de piel en periodo de latencia correlacion 1990

50 mg B-caroteno con o sin Pacientes con historial Ausencia de  Greenberg et al

vitamina C y a-tocoferol (5-8 anos) de adenoma colorectal correlacion 1994

20 mg B-caroteno Fumadores Correlacion ATBC Cancer

(5-8 afnos) negativa Prevention Study
Group 1994

30 mg con 25.000 Fumadores o personas Correlacion Omenn et al

Ul de vitamina A expuestas a asbesto negativa 1996

50 mg B-caroteno Fumadores desde el Ausencia de  Hennekens et al

(12 anos) inicio del ensayo correlacion 1996

15 mg -caroteno 50 pg selenio, Adultos aguejados Correlacion Blot et al

30 mg a-tocoferol (5-6 anos) de malnutricion positiva 1993
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xin 43, que permite la comunicacién in-
tercelular. Las células del sistema inmune
también se basan en la comunicacién in-
tercelular para ejercer su actividad de
forma efectiva por lo que este mismo me-
canismo sustentaria la promocion del sis-
tema inmune por parte de los carotenoi-
des. Todas estas actividades han gene-
rando dos lineas de investigacién que
sustentan la funcionalidad fisiologica de
los carotenoides: su actividad como an-
tioxidantes de membrana, integrandose
en el ciclo oxidativo de la célula junto
con otros antioxidantes primarios, y por
otro lado, su implicacién en los procesos
de control de la diferenciacion y prolife-
racion celular.

Los conocimientos adquiridos a partir
de 1980 fueron los principales impulso-
res de varios ensayos clinicos, en los que
se suministré B-caroteno en dosis supra-
fisiologicas (25-50 mg), llevados a cabo
con grupos de poblacion de riesgo. Los
seis estudios completados hasta la fecha
se exponen en la Tabla 3, que incluye la
dosis suministrada, el grupo de pobla-
cién empleado y el resultado. En general
se observa ausencia de correlacion entre
la suplementacion y el desarrollo del pro-
ceso degenerativo; ni beneficios ni ries-
gos es la conclusién mas extendida. Sin
embargo, en un estudio se detect6 un in-
cremento de la mortalidad en el grupo de
riesgo, 1o que llevd a la suspension del
tratamiento y provoco alertas y cierta
confusion, puesto que el resultado era el
contrario al esperado. Experiencias pos-
teriores han revelado que la suplementa-
cioén a dosis elevadas (méas de 20 mg) con
B-caroteno en fumadores si incrementa el



riesgo de enfermedad debido a la géne-
sis de metabolitos que incrementan el ci-
clo oxidativo y disminuyen el control de
la diferenciacion y proliferacién celular.

La estrategia de utilizar a p-caroteno
como quimioprotector, por tanto, no esta
avalada por los ensayos clinicos en las
condiciones estudiadas. La dosis es qui-
zas el factor clave a controlar en estos es-
tudios, que probablemente en el futuro si
tengan repercusiones positivas. No se
trata por tanto de utilizar a los carotenoi-
des como farmacos, intentando obtener
de una ingesta puntual un efecto agudo,
sino como componentes bioactivos de la
dieta, cuya accion positiva se obtiene de
una ingesta a la dosis habitual y de la
que se deriva un efecto cronico. Esta idea
esta en concordancia con las recomenda-
ciones dietéticas actuales de consumir
cinco raciones de frutas y hortalizas fres-
cas al dia, lo que nos proporciona agua,
vitaminas hidrosolubles y liposolubles, fi-
bra y compuestos fitoquimicos como los
carotenoides.

Los resultados mas positivos encon-
trados entre la ingesta de un carotenoide
y la disminucién efectiva de riesgo a de-
sarrollar un proceso degenerativo se han
encontrado para luteina, zeaxanteno, y li-
copeno. Existen evidencias claras que las
mencionadas xantofilas reducen las dos
enfermedades mas comunes en la tercera
edad: las cataratas y la degeneracion ma-
cular, e incluso pueden retardar el pro-
greso de estos procesos una vez comen-
zados. También existen pruebas correla-
cionando dietas ricas en licopeno con una
disminucion del riesgo a desarrollar can-
cer de prostata. En estos casos si se ha es-

tablecido ademas una co-
rrelacion entre el deposito
de estos pigmentos en los
tejidos mencionados y la
proteccion de los mismos
contra el dafio degenerati-
vo.

No cabe duda que estas
actividades sirven para re-
conocer la importancia de
estos componentes en
nuestra dieta, actividades
cuya valia supera amplia-
mente a la funcion de pro-
porcionar un color atracti-
vo, adecuado, o reconoci-
ble como natural, a un ali-
mento. Sin embargo nos
dejamos llevar por las lla-
mativas coloraciones y
que por supuesto afiaden
un toque de fantasia y va-
riedad cromatica a nuestros platos. Y es-
té bien que asi sea, puesto que enmasca-
rados por el color se ocultan muchos be-
neficios derivados no solo ya de los caro-
tenoides sino del conjunto de componen-
tes de frutas y vegetales (fibra, vitaminas
y otros ingredientes funcionales) para los
que los carotenoides también sirven co-
mo reclamo. En definitiva dejemos que la
Naturaleza nos atraiga con sus llamativos
colores y aprovechémonos de las recom-
pensas que nos esperan por haber sido
persuadidos.
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El concepto de calidad sensorial es dificil de definir porque no esta liga-
do exclusivamente a caracteristicas o propiedades intrinsecas del ali-
mento sino que es el resultado de la interaccion entre éste y el consu-
midor (Figura 1).
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urante los ultimos 10-15 afios la
nocién que la industria y el con-
sumidor tenian de los alimentos

se ha modificado sustancialmente. Las
diversas crisis que arrasaron los merca-
dos alimentarios durante ese periodo ha-
bian propiciado una falta de confianza
del consumidor en el funcionamiento de
la cadena alimenticia. La discusion sobre
la aplicaciéon de nuevas tecnologias, co-
mo la modificacién genética, no hizo sino
introducir nuevos temores y mayor con-
fusion. Esta tendencia negativa (el ali-
mento se concibe como un elemento po-
tencialmente peligroso para la salud al
contener contaminantes, virus, bacterias
y polucién organica e inorganica) se in-
crementaba con la investigacion en nutri-
cion y las advertencias de los organismos
de salud publica que recomendaban mo-
dificar los habitos dietéticos en la ingesta
de macro y micro-nutrientes (grasas, pro-
teinas, azucares, fibra y constituyentes
inorganicos). A consecuencia de todo es-
to se produjo una modificaciéon progresi-
va de la dieta y del concepto de alimen-
to, transformando con ello la percepcién
del mismo. El consumidor se hace mas
responsable de su alimentaciéon y mues-
tra su deseo de cambiar los habitos die-
téticos hacia una dieta saludable, pero
demandando la introduccién de compo-
nentes “positivos” que contribuyan a la
salud mas que la exclusiéon de ingredien-
tes considerados “negativos”. Conceptos
como “antioxidantes”, “regulacion del co-
lesterol”, “@w-3”, “pro-bicdticos”, “enriquecido
en fibra” inundan el vocabulario actual
con la idea de que con ellos se puede
mantener e incrementar la salud.

A este cambio de tendencia han con-
tribuido enormemente los siguientes fac-
tores:

1. Los estudios epidemiolégicos que de-
muestran que con una dieta sana y equi-
librada, que incluya la mezcla éptima de
compuestos fito-quimicos, se reduce el
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riesgo de contraer una serie de enferme-
dades croénicas de caracter degenerativo.
2. El envejecimiento de la poblaciéon
mundial. En 1999 la poblacién mayor
de 60 afos representaba el 19% mien-
tras que para 2050 sera un 33%. En
Espafia se espera que para 2010 esa
poblacién alcance los 7.5 millones de
personas con edades entre los 75y 85
afos lo que constituye una nueva re-
distribucién de la vejez. Por si este he-

racter neuro-degenerativo que tam-

bién estan relacionadas con la dieta.
4. Aumento de los costes de sanidad que

representan actualmente entre el 20%

y el 30% del presupuesto total en los

paises Occidentales.

Ante esta situacién el consumidor to-
ma una actitud activa y se hace respon-
sable de su propia salud a través de la
alimentaciéon, demandando productos
con renovadas caracteristicas nutriciona-

Nuestra alimentacion se caracteriza por el
consumo de productos de alto contenido caldrico

cho es suficiente para modificar el con-
cepto y tipo de alimentacién ya que
aunque la tercera edad requiere una
menor contribucién energética, necesi-
ta mantener su ingesta en micronu-
trientes lo que implica la demanda de
alimentos con un contenido nutricio-
nal de mayor densidad (alimentos en-
riquecidos) y ademas de mayor diges-
tibilidad (alimentos modificados). Este
factor se concatena con los dos si-
guientes:

3. Aumento en el nivel de dependencia
de esa poblacién, por el desarrollo de
nuevas enfermedades crénicas de ca-

les, y la industria alimentaria responde

ante esta demanda introduciendo dos

medidas:

1. La aplicacién de tecnologias de proce-
sado emergentes para obtener alimen-
tos seguros y saludables implementan-
do la trazabilidad.

2. La creacion de productos alimentarios,
que ayuden al consumidor a mantener
e incrementar su salud: los alimentos
con ingredientes funcionales.

La investigacién en ciencia y tecnolo-
gia de alimentos ha contribuido positiva-
mente a estos cambios generando los as-
pectos tecnoldgicos necesarios para de-

TABLA 1: FACTORES LIGADOS AL ESTUDIO DE INGREDIENTES
FUNCIONALES Y DISENO DE NUEVOS ALIMENTOS

Factor clave

Investigacion

Valor afiadido

— industria

— consumidor

Disefo y digestibilidad
RDA, UL, toxicologia

Aplicaciones

Grupo de poblacion
Aspectos legales

Causa/Efecto

Nuevos ingredientes, mecanismo de accion

“Know-how”, ventaja competitiva

Promocion de la salud

Alternativas
General, definido, indefinido
Definicion, dosificacion



sarrollar nuevos procesados, y delimitan-
do los beneficios y riesgos de nuevos in-
gredientes alimentarios, recurriendo a la
biomedicina. Para ello ha sido, es y sera
necesario que la investigacion en ciencia
de alimentos sea multidisciplinar y con
ello capaz de aunar las caracteristicas
quimicas, nutricionales y funcionales de
los ingredientes de los alimentos para
concretar los siguientes elementos:

1. El empleo de técnicas de procesado
que aseguren el contenido nutricional
del alimento modificando su funciona-
lidad en su sentido tecnologico: proce-
sado y funcionalidad.

. El disefio de alimentos funcionales mas
que introducir ingredientes funcionales
en la dieta por el mero hecho de serlos.

. La evaluacion de las caracteristicas nu-
tricionales y funcionales de los ingre-

dientes alimentarios.

Como se ha mencionado existen dos
acepciones del término funcional, y que
incluyen su significado “tecnoldgico” y su
significado “fisioldgico”. Ambas acepcio-
nes, junto con la propiedad nutricional
surgen a partir de las caracteristicas qui-
micas de los ingredientes que componen
los alimentos, principalmente por la es-
tructura y presencia de grupos reactivos

FIGURA 1. REACCIONES REDOX PARA ANTIOXIDANTES TIPO Y ESQUEMA

DE LOS PROCESOS DE AUTOOXIDACION LIPIDICA
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caracteristicos de dichos componentes.
De las caracteristicas quimicas se deri-
van, el valor nutricional del producto y su
atractivo sensorial, y son el origen del de-
sarrollo, durante y después del procesado
del alimento, de cambios tanto conve-
nientes como indeseables. Y posterior-
mente, cuando dichos ingredientes son
ingeridos, éstos participaran en las activi-
dades metabdlicas del organismo por las
que tienen un valor nutricional determi-
nado, y en ocasiones un beneficio extra
del cual se deriva su caracter funcional
en el sentido fisiolégico.

Procesado y funcionalidad
El concepto de funcionalidad tecnolo-
gica implica que a partir de la interaccion

La microencapsulacion evitaria los
problemas de inestabilidad de AGPI

de los constituyentes en el alimento, inte-
raccion propiciada o acentuada por las
condiciones de procesado, emergen las
caracteristicas, tanto organolépticas co-
mo nutricionales, adecuadas para satisfa-
cer la demanda del consumidor pero
también cambios negativos. El analisis y
aplicacion de la funcionalidad tecnolégi-
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ca hace posible el desarrollo de técnicas
que favorezcan los cambios positivos y
minimicen los negativos.

En la mayoria de los casos estos ulti-
mos afectan principalmente a los compo-
nentes clave del alimento, modificando
entonces la estructura quimica de micro-
nutrientes como antioxidantes, vitaminas,
minerales y compuestos fitoquimicos.
Nuestra alimentacién esta caracterizada
por el consumo de productos con alto
contenido calérico que se ha incrementa-
do a lo largo de la historia, con productos
deficientes en los micronutrientes ante-
riormente mencionados bien porque la
seleccion de la materia prima sea inade-
cuada bien por el impacto negativo del
procesado. El desarrollo de las tecnologi-
as emergentes hace y
hara posible un pro-
cesado mas suave, el
descenso tanto en el
empleo de aditivos como en el uso de
grasas y azucares, y el uso mas acertado
de los envasados. Estas expectativas se
pueden hacer realidad sin afectar a la es-
tabilidad del producto mediante el desa-
rrollo de las mencionadas técnicas emer-
gentes aplicadas a la estabilidad biologica
(preservacion) y quimica (conservacion).

Durante estos procesados, las caracte-
risticas quimicas de los componentes de
los alimentos, grupos funcionales de ma-
yor o menor reactividad, de caracter elec-
tréfilo o nucledfilo, se modifican al inte-
raccionar los distintos constituyentes en-
tre si, siendo alguna de las modificacio-
nes mas representativas las que se pre-
sentan en la Figura 1. Estas reacciones
son generalmente procesos redox como
las que afectan a distintos antioxidantes,
por las que se transforman los grupos
funcionales de la molécula o su estructu-
ra cambiando completamente las propie-
dades originarias que de ellas se deriva-
ban. Entre las reacciones que afectan ne-
gativamente a las cualidades organolép-
ticas y nutricionales de los alimentos se
describen a las reacciones de autooxida-
cion lipidica y las de Maillard.

Una estrategia bastante frecuente para
evitar estos procesos es la aplicacion de
métodos enddgenos, es decir, disminuir la
susceptibilidad a la oxidacion de la frac-
cioén lipidica modificando el contenido en
acidos grasos poliinsaturados (AGPI) y su
distribucion en los triglicéridos, o modifi-
car la interfase de la matriz lipidica. La
década pasada implic6 cambios sustan-
ciales en el tipo de aceite comestible que

FIGURA 2. PORCENTAJE DE INCREMENTO DE LICOPENO EN PLASMA TRAS

LA INGESTA DE TOMATE CRUDO, ZUMO DE TOMATE, OLEORRESINA
DE TOMATE, PASTA DE TOMATE Y LACTOLICOPENO.
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se procesaba gracias a la introduccién de
nuevas especies vegetales con proporcio-
nes de AGPI méas adecuadas, consideran-
do su estabilidad. La hidrogenacién re-
duce el contenido en AGPI del aceite de

soja desde el 61% hasta el 2% incremen-
tando el 100% en grasa saturada y el
50% en forma trans, ambas cuestionables
desde el punto de vista nutricional. El ca-
so de los aceites de pescado resulta mas
llamativo ya que el 90% de su produc-
cién es sometida a hidrogenacién para
producir margarinas y aceites de fritura.
La investigacién debe proporcionar he-
rramientas adecuadas para el procesado
y conservacién de este tipo de aceites ri-
cos en acidos grasos ®-3. En este sentido
se definen dos lineas de investigacion: el
disefio de lipidos estructurales y la modi-
ficacion de la matriz alimenticia.

La esencialidad en nutricién de algu-
nos acidos grasos de la familia ®-3 y ®-6
se contrapone a la generacién de proce-
sos degradativos que tienen su origen en
la naturaleza poliinsaturada de los &cidos
grasos. Ambos aspectos se pueden conci-
liar mediante el uso de lipidos estructura-
les, aquellos que presentan una composi-
cién en acidos grasos y una distribucion
de esos acidos en glicerol, definidas. Un

ejemplo de ellos son los triglicéridos con
acidos grasos de cadena media (AGCM)
que al presentar un metabolismo distinto
son fuente de energia directa. Estos lipi-
dos se aplican para cubrir las necesida-
des nutricionales de pacientes hospitali-
zados o aquellos con

e

métodos enzimaticos o quimicos. Los
métodos quimicos generan mezclas al
azar de triglicéridos utilizando condicio-
nes de procesado muy drasticas con un
impacto negativo sobre los AGPI. Es el
procesado enzimatico, que ofrece una

problemas en la di- LOS consumidores varian sus habitos
gestion de grasas. hWanin \ng dieta saludable

También se utilizan

en la elaboracién de alimentos de bajo
contenido calérico. Para no faltar a la
provision de acidos grasos poliinsatura-
dos, esenciales para el organismo, se
combinan de forma especifica AGCM y
AGPI en triglicéridos como el que les pre-
sento en esta transparencia. La coloca-
cion de AGCM en las posiciones 1y 3y
del AGPI en 2 es la mas ventajosa para
favorecer la absorcion de estos compo-
nentes y sus efectos beneficiosos en la sa-
lud. Ademas se disminuye la proporcion
de AGPI con lo que aumenta la estabili-
dad oxidativa del alimento del cual for-
man parte. Tanto la aplicacién, como los
beneficios de los lipidos estructurales es-
tan muy definidos, por lo que el aporte
de la investigacion incide sobre los as-
pectos relacionados con la elaboracion de
estos lipidos, que se pueden producir por

FIGURA 3. COMPARACION DE LOS EFECTOS FISIOLOGICOS
DURANTE EL AUMENTO EN LA INGESTA DE INGREDIENTES

FUNCIONALES Y NUTRIENTES
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mayor selectividad en la composicion y
en la distribucion, el de mayor futuro y en
el que se centran los estudios actuales.
La segunda linea de investigacion
propone la modificaciéon de la interfase
de la matriz lipidica como alternativa pa-
ra prevenir las interacciones negativas
entre lipidos y los productos derivados de
su oxidacion, y el resto de componentes
del alimento. Con técnicas como la mi-
croencapsulacion se evitarian los proble-
mas referentes a la inestabilidad de AGPI,
su desplazamiento por grasas saturadas,
asi como el excesivo uso de la hidroge-
nacion. Actualmente se desarrollan mate-
riales de recubrimiento adecuados no so-
lo para acidos grasos sino también para
vitaminas y minerales. Un ejemplo de
completa actualidad es el uso de liposo-
mas en nutriciéon por sus adecuadas pro-
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piedades como distribucion de tamarios,
eficiencia en la encapsulaciéon y capaci-
dad de emulsion. Ademas de la contribu-
cién a una mayor estabilidad del material
encapsulado se deriva otra funcién muy
interesante y que les quiero resefiar: el
aumento de la biodisponibilidad de mi-
cronutrientes insertados en liposomas.
Los nutrientes encapsulados en liposo-
mas son absorbidos mas eficientemente
al mejorarse aspectos como su solubiliza-
cion y estabilizacion, mayor grado de mi-
celarizacion, o entrada directa en el to-
rrente sanguineo. La evolucion de esta li-
nea de investigacién pasa por el desarro-
llo de materiales de encapsulaciéon adi-
cionales para estabilizar los liposomas en
el tracto intestinal, como los polimeros, y
la mejora de los métodos de obtencion
de estas particulas lipidicas.

Relacionado con este campo de traba-
jo y con los micronutrientes en los que se
centran nuestras tareas de investigacion,
los carotenoides, se expone el siguiente
ejemplo que reune los elementos comen-
tados hasta este punto: la eficiencia en el
control de la interaccién quimica de di-
versos componentes, y el disefio e inno-
vacion en el procesado de ingredientes
clave modificando la matriz en la que se
incorporan. En concreto se trata de una
reciente formulaciéon que utiliza a licope-
no como ingrediente nutricional: el lacto-
licopeno. Esta formulacion aumenta sig-
nificativamente la estabilidad de licopeno
al preservarlo del contacto con compues-
tos oxidantes. Pero ademas incrementa
considerablemente la biodisponibilidad
de este caroteno en comparaciéon con las
fuentes naturales y productos derivados
caracterizados por la presencia de licope-
no. Como se observa en la Figura 2 el in-
cremento de licopeno en plasma respec-

to al nivel basal es significativamente su-
perior cuando se suministra a este caro-
teno encapsulado en comparacién con
cualquier otra fuente de licopeno. A falta
de delimitar la estabilidad de esta prepa-
racion al interaccionar con otros compo-
nentes del alimento, la mejor solubilidad
junto con el incremento en biodisponibi-
lidad que presenta posibilitan su uso en
el disefio de formulaciones de alimentos
como los zumo-lacteos.

Nuestra contribuciéon actual a los as-
pectos relacionados con el procesado y
funcionalidad se basa en el signo contra-
rio de las interacciones quimicas que he
expuesto hasta el momento, cuando a
través de ellas se producen cambios po-
sitivos. En concreto se trata de las modi-

Se da un efecto positivo en la salud humana ante la
presencia de algunos ingredientes de los alimentos

ficaciones del potencial antioxidante de
alimentos de origen vegetal durante el
procesado. Las condiciones de procesa-
do pueden producir diversos efectos so-
bre esta capacidad: ningun cambio, una
disminucién o un aumento, siendo este
ultimo caso el mas interesante y que ten-
dria lugar a través de reacciones redox
que modificarian el estado de oxidacion
que presenta inicialmente el compuesto
al que se le atribuyen propiedades antio-
xidantes. Por ejemplo, los antioxidantes
fenolicos con un estado intermedio de
oxidacion muestran una mejor eficiencia
antioxidante en comparacién con esta-
dos no oxidados. Promoviendo una oxi-
dacion, bien enzimatica bien quimica, se
puede aumentar la capacidad antioxi-
dante inicial. En qué medida se produce
dependera de las condiciones de proce-

sado y a variables intrinsecas del ali-
mento (actividad de agua, pH, tiempo,
temperatura, disponibilidad de oxigeno).
Mas interesante resulta la formaciéon a
partir de las interacciones quimicas, de
nuevos compuestos con actividad antio-
xidante. Ejemplo de ello son los produc-
tos de reacciones de Maillard, que a pe-
sar de que son consumidos en grandes
cantidades en nuestra dieta todavia se
desconocen datos acerca de su efecto en
la salud humana lo que sera una linea
de investigacion de futuro.

El tratamiento térmico también pro-
duce efectos desiguales sobre la capaci-
dad antioxidante de la matriz alimenta-
ria. Para tratamientos cortos se produce
una reduccién de la actividad antioxi-
dante total debido a la pérdida de antio-
xidantes o a la formacién de compues-

FIGURA 4. CORRELACION ENTRE NIVELES DE INGESTA, RIESGO DE INSUFICIENCIA

Y RIESGO DE EFECTO ADVERSO.

CDE= CANTIDAD DIARIA ESTIMADA; CDR= CANTIDAD DIARIA RECOMENDADA; IM= INGESTA MAXIMA;
IMSEA= INGESTA MAXIMA SIN EFECTO ADVERSO; IMCEA= INGESTA MINIMA CON EFECTO ADVERSO
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tos con propiedades prooxidantes. Un
tratamiento térmico prolongado podria
minimizar la pérdida e incluso aumen-
tar la originaria capacidad antioxidante.
La investigacion en este tema deberia
abordar aspectos como la identificaciéon
de nuevos compuestos formados duran-
te el procesado que muestren actividad
anti- prooxidante, los mecanismos de
reaccion responsables de ello, y su efec-
to en la capacidad antioxidante global.
Determinar su biodisponibilidad y ac-
cién en sistemas in vitro completaria in-
formacion sobre la contribucion de es-
tos nuevos compuestos al binomio ali-
mento-salud.

Disefio de alimentos funcionales

Una mejora en el procesado, modu-
lando tanto el efecto de las condiciones
fisicas aplicadas como la interaccion qui-
mica que da origen a la funcionalidad

tecnolégica esta dando paso a un cambio
en la producciéon y gama de alimentos
disponibles, con renovadas propiedades
nutricionales y funcionales. Como se in-
dicaba en la introduccioén, los estudios
epidemiolégicos demuestran el efecto
positivo en la salud humana de ciertos
ingredientes de los alimentos, que inclu-
yen no solo las 30 vitaminas y minerales
requeridos basicamente en nutricion, si-
no otros como antioxidantes, AGPI, pro-
bidticos etc, ingredientes que son utiliza-
dos en la fabricaciéon de alimentos. Para
hacer efectiva la potencial aplicaciéon de
las caracteristicas funcionales de los ali-
mentos es necesario que la industria
agroalimentaria modifique su cadena de
produccion. Actualmente ésta elabora la

materia prima para la obtencién de pro-
ductos estandar que llegan al consumi-
dor, prestando especial atencién a la re-
duccion de costes y aumento de la pro-
duccién. La nueva cadena de produccion
agroalimentaria, estara condicionada por
la introduccion de ingredientes funciona-
les y la mejora en la calidad, elaborando
productos intermedios que se utilizaran
posteriormente en la fabricaciéon del ali-
mento final que satisfaga la demanda del
consumidor.

La introduccién de los ingredientes
funcionales, en este proceso de innova-
cién en la industria agroalimentaria tie-
ne su origen en los factores expuestos en
la tabla 1. En primer lugar la investiga-
cién dedicada a éste area de trabajo, que
aporta los conocimientos basicos sobre
los aspectos nutricionales y funcionales
de los ingredientes. El valor afiadido de
esos ingredientes se utiliza en la indus-
tria agroalimentaria como una ventaja
competitiva, promocionando los efectos
beneficiosos para la salud del consumi-
dor. Otros aspectos no menos importan-
tes son la diversidad de aplicaciones que
sean posibles, los grupos de poblacion a
los que el producto esta dirigido y los
aspectos legales. Pero el factor clave a
destacar es el papel del disefio y digesti-
bilidad de los alimentos (con caracteristi-
cas funcionales o no) en el que existe un
vacio de informacién tanto en el ambito
de investigacién como de uso en la pro-
duccién. Aspectos no considerados como
los toxicolodgicos, la dosis adecuada que

La produccion agroalimentaria condicionara la
introduccion de alimentos funcionales y su calidad

FIGURA 5
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ejerce el efecto beneficioso en la salud, y
la interaccién durante la digestion y ab-
sorcion de los distintos componentes del
alimento, son de especial importancia, y
sobre los que la investigaciéon debe
afrontar una necesaria labor en un futu-
ro inmediato.

Para ello se considera el concepto de
funcionalidad desde su sentido fisiol6gi-
co. Los componentes que forman parte
de los alimentos, una vez ingeridos, ab-
sorbidos y metabolizados interacciona-
ran con biomoléculas, interacciéon de la
que se deriva un efecto fisiolégico con-
creto: reducciéon del colesterol, disminu-
cién del azucar en sangre, regulacion de
la presion arterial o reduccion del riesgo
de desarrollar enfermedades degenerati-
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vas (cancer, cardiovasculares, neurona-
les). Estos efectos que provocan un be-
neficio en la salud y los ingredientes que
los realizan han llevado a la creaciéon del
concepto alimento funcional que se defi-
ne como aquel alimento o ingrediente
que tiene un impacto positivo en la salud
del individuo mas alla de su valor nutri-
tivo, mediante mecanismos de accién
que mejoran el estado salud y bienestar.
Desde un punto de vista practico, un ali-
mento funcional puede ser: un alimento
natural, un alimento del que un ingre-
diente se ha eliminado, alimento en el
que la naturaleza de uno o mas ingre-
dientes se ha modificado, alimento en el
que la biodisponibilidad de uno o mas
componentes se ha modificado, o cual-
quier combinacion entre las posibilida-
des anteriores. En estos ejemplos se
puede apreciar la importancia de la fun-
cionalidad tecnoldgica.

La estrategia para desarrollar los ali-
mentos funcionales parte de la evalua-
cién de ingredientes considerando sus
propiedades. Y en este punto se puede
realizar un primera clasificacién de ingre-
dientes funcionales: aquellos presentes, o
especificamente adicionados, en los ali-
mentos que producen su efecto fisiologi-
co funcional pero que no muestran carac-
teristicas nutricionales, y aquellos en los
que ambas caracteristicas (nutriciéon y
funcionalidad) coexisten. La posibilidad
de que ingredientes alimentarios clasicos,
en los que el aspecto nutricional era el
que los definia mas claramente, tengan
caracteristicas funcionales es actualmente
punta de lanza en investigacién y esta re-
volucionando y renovando todos los as-
pectos relacionados con la nutricién.
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Evaluacion de caracteristifcas
nutricionales y funcionales

La evaluacion de ingredientes con ca-
racteristicas nutricionales y funcionales
se realiza en funcion de su incremento en
la ingesta, estableciendo un paralelismo
entre ambas caracteristicas y el efecto
que producen (Figura 3). Desde el punto
de vista nutricional se ha establecido la
ingesta reco-
mendada pa-
ra alcanzar la
suficiencia
nutricional, evitando los efectos negati-
vos derivados de un consumo deficiente
asi como los niveles de ingesta maximos
tolerables, deducidos a partir de los efec-
tos adversos en la salud que produce un
consumo superior. Cuando el ingrediente
presenta ademas propiedades funciona-
les, lo deseable seria que tanto la sufi-
ciencia nutricional como la suficiencia fi-
sioldgica (derivada a partir del efecto fun-
cional de ese ingrediente) coincidieran,
obteniendo un maximo beneficio para la
salud. Sin embargo no es esta la situa-
cién habitual y existe un desajuste entre
el efecto fisiolégico funcional y el estatus
nutricional adecuado ya que el primero
se alcanza normalmente con una ingesta
superior a la recomendada, desajuste
que se puede ilustrar con ingredientes
funcionales y nutricionales como las vita-
minas.

Para las vitaminas, reconocidas como
elementos basicos en la nutricion, estan
establecidos aquellos niveles de ingesta
adecuados que producen una suficiencia
nutricional (Figura 4). Esta cantidad es
muy inferior a aquella fijada como nivel
de ingesta maximo, a partir del cual su

consumo en exceso provoca efectos ad-
versos en la salud. Entre ambos niveles
de ingesta (recomendada y maxima) exis-
te un amplio rango de concentracion, en
el que evidentemente no se detectan
efectos negativos, pero si efectos fisiolo-
gicos positivos para la salud. En ese pun-
to, cuya posicién exacta se desconoce, es
donde aparecen las caracteristicas funcio-

Se considera el concepto de funcionalidad
desde su sentido fisioldgico

nales de las vitaminas. El descubrimiento
de nuevas acciones fisiolégicas a dosis
superiores que provocan beneficiosos en
la salud, a través de determinados meca-
nismos en estudio, esta produciendo una
extensa revision de la CDR, que como se
aprecia en la Figura 5 se ha incrementa-
do significativamente. El caso contrario
es el de la vitamina A que se comenta
particularmente mas adelante. Otro ejem-
plo es la suplementacion de cereales con
acido félico que se va a promover en Es-
tados Unidos a consecuencia de las ac-
ciones positivas que una ingesta superior
de esta vitamina ejerce en la salud.

Mas interés suscita la investigacion
acerca de los mecanismos que posibilitan
estos beneficios, no solo revisando los ya
establecidos, introduciendo en ellos as-
pectos novedosos, sino también definien-
do aquellos que surgen de la interaccion
de estos nutrientes, con propiedades fun-
cionales, con lipidos, proteinas, ADN, etc
como el caso de las vitaminas. La deter-
minacion de estos mecanismos de accion
s6lo es posible, si en esta area de trabajo
se es capaz de integrar a grupos con es-
pecialidades diferentes para originar una



investigacion de caracter multidisciplinar.

El desconocimiento de los niveles de
ingesta, que producen los efectos fisiolo-
gicos funcionales, de ingredientes basi-
cos en nutricién conduce a la suplemen-
tacion de la dieta con esos ingredientes.
Pero también se pueden producir efectos
negativos derivados de una suplementa-
cién irregular que muestra deficiencias
en tres frentes: excesiva individualiza-
cion, abuso en la concentracion y estado.
El primer factor surge cuando se ignora
el hecho de que los ingredientes que
consumimos se integran en un complejo
sistema metabolico en el que muchas de
las acciones estan concatenadas y re-
quieren la presencia de varios elementos.
El ejemplo mas claro es el sistema de an-
tioxidantes de naturaleza bifasica (hidrofi-
lica e hidrofébica) que implica a diferen-
tes compuestos. La carencia de alguno
de ellos provoca irregularidades en el de-
sarrollo de la actividad antioxidante del
conjunto. Para los carotenoides se esta
demostrando que el desarrollo de su ac-
cién antioxidante presenta un flujo en ca-
dena donde el potencial redox pasa de
unos a otros hasta llegar a carotenos que
frenan el proceso autooxidativo sin pro-

Efectos fisiologicos: reduccion del colesterol,
disminucion del azucar en sangre, etc.

vocar dafio biolégico en otras moléculas
de su entorno. Si se rompe el flujo se re-
genera el potencial oxidativo. De igual
forma para otros antioxidantes como po-
lifenoles, acido ascérbico y vitamina E
también se conoce la necesidad de com-
plementacion entre ellos para evitar los
riesgos derivados de su accion.

Pero no sélo a través de mecanismos
redox se producen efectos negativos a es-
cala fisiolégica sino también mediante in-
teracciones y procesos mas complejos
que estan actualmente en fase de estu-
dio. Un ejemplo de ello son las rutas de
sefializaciéon que producen efectos muy
variados en el ciclo de diferenciaciéon y
proliferaciéon celular y su modulacién por
los retinoides. Cuando se genera un ex-
ceso de estos compuestos o bien otros si-
milares estructuralmente, como los deri-
vados a partir del proceso autooxidativo
de carotenoides, se interfiere en las rutas
de sefializacion celular lo que puede te-
ner consecuencias negativas. La validez
de esta hipétesis podria establecer la
existencia de grupos de poblacién sensi-
bles a las deficiencias de una suplemen-
tacion irregular como los fumadores. To-
do esto lleva al esfuerzo necesario que
hay que realizar para concretar los nive-
les de ingesta adecuados para grupos de
poblacién especificos. En el caso de la vi-
tamina A, por ejemplo, recientes estudios
demuestran que existe una correlacion
entre su ingesta excesiva y un aumento
del riesgo de fractura de cadera en la ter-
cera edad. Algunos autores establecen hi-
potesis
sobre un
antago-
nismo
con la vitamina D. De hecho las reco-
mendaciones actuales sobre la ingesta
adecuada de vitamina A son ligeramente
inferiores a las establecidas en 1989.

En un punto intermedio entre la valo-
raciéon de ingredientes nutri-funcionales
y estrictamente funcionales se encontra-
rian ciertos grupos de compuestos como

los carotenoides en los que se pueden
distinguir elementos que pertenecen a
uno u otro grupo. Aquellos carotenoides
con actividad de provitamina A entrarian
en el primero ya que ademas de mostrar
dicha actividad, su estructura quimica les
permite desarrollar otras acciones biol6-
gicas como la comunicacion intercelular
y la potenciacion del sistema inmune. Es-
tas dos acciones son las que caracterizan
al resto de carotenoides que no presen-
tan actividad provitaminica y que serian
ingredientes estrictamente funcionales.
Entre ellos tienen una especial relevancia
licopeno, zeaxanteno luteina y astaxante-
no. La investigacion en estos componen-
tes esta evolucionando a través del estu-
dio de las acciones de los metabolitos
oxidados. Esta linea tiene su origen cuan-
do se descubrit6 que la actividad de la en-
zima 15,15°-B-caroteno dioxigenasa pro-
duce roturas en otros puntos de la cade-
na, apareciendo metabolitos oxidados
que tienen acciones bioldgicas diversas y
que puso de manifiesto el desconoci-
miento que se tiene sobre el metabolis-
mo de carotenoides. Para luteina y zea-
xanteno, su presencia en el pigmento
macular es un factor que disminuye la
degeneracion macular relacionada con la
edad, la causa lider de ceguera en los pa-
ises occidentales. En otros casos como li-
copeno y astaxanteno estos metabolitos
estan implicados en el aumento de la co-
municacion intercelular y su presencia se
ha empezado a detectar en plasma.

En cuanto a la evaluaciéon de ingre-
dientes estrictamente funcionales, origi-
narios del concepto de alimento funcio-
nal en la década de los 80, no cabe du-
da que sigue siendo un terreno en ex-
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pansion. Generalmente, su presencia en
los alimentos es obviada cuando se eva-
luan datos epidemioldgicos y estudios
de intervenciéon en los que los efectos
beneficiosos del consumo de ciertos ali-
mentos se atribuyen frecuentemente a
otros componentes que los caracterizan.
Particularmente, quisiera destacar a los
glucosinolatos como ingredientes fun-
cionales a los que en un futuro se debe-
ria prestar mas atenciéon, presentes en
vegetales del género brasica muy consu-
midos en nuestra dieta. Estos compo-
nentes estan reconocidos como antican-
cerigenos cuyo mecanismo de accién
podria ser la induccién de apoptosis en
células tumorales. Su determinacién en
vegetales, estabilidad y modificaciones
estructurales durante el procesado, bio-
disponibilidad y mecanismo de accién
biolégica son aspectos en los que en es-
tos componentes, todavia queda bastan-
te trabajo de investigacién. Por tanto, la
lista de ingredientes estrictamente fun-
cionales, es decir aquellos que especifi-
camente producen un efecto saludable
en el consumidor, podra aumentar en un
futuro. Los problemas particulares que
presentan estos ingredientes son el des-
conocimiento de las dosis a afiadir en
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los alimentos que producen el efecto fi-
sioldgico deseado, y el reducido rango
de concentracion entre la ingesta segura
y los niveles maximos tolerables (en la
mayoria de los casos también desconoci-
dos), por lo que el riesgo de efectos ad-
versos puede ser elevado. La toxicologia
tiene un campo enorme de trabajo, que
deberia afrontar con urgencia. La indus-
tria agroalimentaria europea maneja
650 billones de € y emplea a mas de 3
millones de personas. La enorme pre-
sién para el desarrollo de nuevos pro-
ductos y su corto ciclo en el mercado se
contrapone a los estudios epidemiolégi-
cos y toxicolégicos que resultan caros y
prolongados. Es habitual que en algunos
productos funcionales todavia no esté
claro cual es su efecto, qué ingrediente
lo ejerce y a qué grupo de poblacién de-
be ir dirigido.

Puesto que se ha establecido una dis-
tincién entre ingredientes nutri-funcio-
nales y estrictamente funcionales tam-
bién se estan comenzando a fijar las dis-
tinciones entre los diversos tipos de ali-
mentos, con caracteristicas beneficiosas
para la salud, que existen en el mercado.
Sélo el uso de una terminologia adecua-
da que tenga en cuenta las diferencias y
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similitudes entre unos tipos de alimentos
y otros, puede aclarar y orientar la inves-
tigacion a realizar en esta area teniendo
en cuenta factores como el caracter de la
sustancia, el efecto fisiolégico que reali-
za, presencia en el alimento, grupo de
poblacioén al que va dirigido y procesado.
El objetivo sera siempre el mismo: de-
mostrar los efectos beneficiosos que pa-
ra la salud tiene el consumo de ciertos
ingredientes.

En paralelo a esta distincion entre in-
gredientes se establece también una dis-
tinciéon entre los efectos beneficiosos
que producen: tipo A y tipo B. Ambos
estan basados en observaciones biologi-
cas, datos epidemioldgicos y estudios de
intervencion. Los efectos tipo A son
aquellos basados en ingredientes o ali-
mentos que proporcionan efectos espe-
cificos en la salud sin incluir funciones
nutricionales. Teniendo en cuenta las di-
ficultades sobre estos ingredientes, co-
mo el desconocimiento de niveles de in-
gesta adecuados maximos tolerables y
toxicidad, la estrategia de investigacion
utilizada en esta linea de trabajo es em-
plear el alimento como base para rea-
lizar el estudio. Los efectos tipo B estan
basados en ingredientes o alimentos in-
cluidos en la dieta habitual y que redu-
cen el riesgo de desarrollar una enfer-
medad especifica, mas alla de sus pro-
piedades nutricionales. El conocimiento
que ya se tiene sobre estos ingredientes
permite que se pueda trabajar directa-
mente con ellos. En estos casos es don-
de se puede establecer una mas directa
correlacion entre la estructura del ingre-
diente y su funcién. B
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Instituto de la grasa ﬂm 4

Nuevos aceites de girasol:
el futuro para una industria
alimentaria mas saludable

Las grasas y aceites usados en alimentacion, se destinan tanto a
consumo directo, como en la preparacion de alimentos en casa,
en restaurantes, etc. Y a uso en la industria alimentaria, en la
preparacion de margarinas, conservas, precocinados, bolleria,

pasteleria, etc.
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os aceites estan constituidos casi

exclusivamente por triglicéridos,

conteniendo ademas cantidades
pequefias de diglicéridos, lipidos polares,
insaponificables, acidos grasos libres, etc.
Los triglicéridos (para mas informacion
ver figura 1) suponen mas del 95% del to-
tal del aceite, estando formados por una
molécula de glicerol a la que estan uni-
dos tres acidos grasos, uno de ellos en la
posicion central de la molécula de glice-
rol y los otros dos en los extremos. Los
acidos grasos mas habituales que se en-
cuentran formando estos triglicéridos
son: palmitico, estearico, oleico, linoleico
y linolénico (ver tabla 1), a estos hay que
afiadir otros que se encuentran solo en
algunos aceites como el palmitoleico
(aceite de oliva) y acidos grasos de longi-
tud de cadena media de 12 y 14 carbo-
nos en su molécula que se suelen encon-
trar en grasas animales y coco (ver tabla
2). El destino final de cada tipo de aceite
esta definido por sus propiedades fisicas
y quimicas, que dependen de la compo-
sicién de acidos grasos. La diferencia en-
tre aceites y grasas se debe a la propie-
dad de ser liquido o sélido a temperatura
ambiente. Asi, cuando contengan valores
altos de acidos palmitico o estearico (aci-
dos grasos saturados) en los triglicéridos
seran solidas a temperatura ambiente y
en el caso contrario cuando estén consti-
tuidas mayoritariamente por los acidos
oleico, linoleico o linolénico y con conte-
nido bajo de acidos grasos saturados se-
ran liquidos. Un factor muy importante
para identificar el origen de un aceite es
la posicién en que se encuentran los aci-
dos grasos saturados en la molécula de
triglicérido, asi los aceites o grasas de ori-
gen animal tienen la mayoria de los aci-
dos grasos saturados situados en la posi-

FIGURA 1

Estructura de una molécula de triglicérido. A la
molécula de glicerol se encuentran unidos tres 4ci-
dos grasos, en la posicion central, en los aceites
vegetales saludables, no se unen los acidos grasos
saturados. A la derecha estructura tridimensional.
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cion central del triglicérido, aunque algu-
nos aceites vegetales de origen tropical
como la palma tienen alrededor de un
15% de saturados en esa posicién, los
aceites normales vegetales no llegan
nunca al 4% (ver tabla 3).

En el caso de la industria de margari-
nas, pasteleria o bolleria el aceite que ne-
cesitan debe tener una plasticidad ade-
cuada a cada uso y, por tanto, valores al-
tos de palmitico y/o estearico, ademas de
no tener acido linolénico para evitar los
problemas de falta de estabilidad oxidati-
va (ver tabla 2). En el pasado la industria
empleaba grasas animales como grasas
plasticas para fabricar estos productos,
pero debido al efecto negativo de estas
grasas sobre los niveles de colesterol, se
fueron sustituyendo por aceites vegetales
que al ser liquidos a temperatura am-
biente tienen que ser hidrogenados, sien-
do esta la unica opcién que existia en ese
momento al no haber una fuente natural
vegetal de grasas plasticas para la indus-
tria. La hidrogenacién es un proceso qui-
mico que mediante el uso de un cataliza-
dor, normalmente un metal pesado, e hi-
drégeno convierte los acidos grasos insa-
turados en saturados. Esta transforma-

TABLA 1: ACIDOS GRASOS ENCONTRADOS NORMALMENTE

EN ACEITES USADOS EN ALIMENTACION

Acido Graso Estado
Miristico Sdlido
Palmitico Sélido
Palmitoleico Liquido
Estedrico Solido
Oleico Liquido
Linoleico Liquido
Linolénico Liquido

* Se presenta como, N° de carbonos : N° de dobles enlaces.
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Dobles Enlaces Abreviatura*
0 14:0
0 16:0
1 16:1
0 18:0
1 18:1
2 18:2
3 18:3

FIGURA 2

Estructura de los acidos grasos. El elaidico, que
es el isdmero trans del oleico, se parece mas a
un saturado que al oleico.
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FIGURA 3

Los 4cidos grasos saturados y el oleico son esta-
bles frente a la oxidacion, mientras que el linoleico
y linolénico no lo son. Con respecto a su efecto
sobre los niveles de colesterol el palmitico sube el
colesterol “malo” LDL, el estedrico no lo modifica y
los insaturados lo bajan. En resumen son estables
y saludables el estearico y el oleico.
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cién al mismo tiempo que eleva el conte-
nido de acidos grasos saturados cambia
de posicion dentro de la molécula los do-
bles enlaces en los acidos grasos insatu-
rados y los gira para producir sus iséme-
ros trans correspondientes. Al menos 20
isbmeros trans distintos se producen por
la hidrogenacién. Estos isbmeros son aci-
dos grasos que no se encuentran en ani-
males o plantas y que por su estructura
suelen ser solidos a temperatura ambien-
te, asi el acido elaidico, isémero trans del
acido oleico, es solido a temperatura am-
biente y no funde hasta los 44°C, en cam-
bio el acido oleico sélo lo es hasta los
16°C (ver figura 2). La hidrogenacion al
ser un proceso quimico inespecifico que
convierte en saturados todos los acidos
grasos de la molécula de triglicérido, y
como en los aceites vegetales el mayor
porcentaje de acidos grasos insaturados
estan en la posicion central del triglicéri-
do, es ahi donde actiia mayoritariamente,
incrementando, especificamente en esa

posicién la cantidad de saturados y de
isémeros trans. Desde ese momento estos
aceites vegetales hidrogenados se pare-
cen mas a grasas de origen animal que a
los aceites vegetales originales, al tener
un porcentaje superior de saturados en
posicion central del triglicérido que los
aceites vegetales. Desde el punto de vista
epidemioldgico existe una buena correla-
cion entre los incrementos en el consu-
mo de aceites vegetales parcialmente hi-
drogenados y el aumento de problemas
cardiovasculares y de infartos en los pai-
ses donde ha sido estudiado. Estudios
epidemiolégicos en los E.E.U.U. estiman
que al menos ocurren 30.000 muertes
por infartos al afio debidas al consumo
de aceites vegetales parcialmente hidro-
genados. Ademas hasta hora en el eti-
quetado estos acidos grasos trans se in-
cluyen dentro del contenido total de insa-
turados, de manera que el consumidor
esta doblemente confundido, piensa que
consume insaturados, para evitar los sa-
turados, pero lo que de verdad esta con-
sumiendo son isémeros trans mas perju-
diciales que los propios saturados. Esta
situacion esta cambiando y a partir de
enero de 2006 en EE.UU. se debe indicar
el contenido de trans segun una nueva
norma de la FDA.

El efecto sobre los niveles de coleste-
rol de los distintos acidos grasos depende
del acido graso y de la posicién que ocu-
pe en la molécula de triglicérido. Asi, po-
demos decir que, igual que no todo el co-
lesterol es “malo”, sino que existen unos
con efectos positivos sobre la salud, lipo-
proteinas de alta densidad (HDL) y otros
con efectos negativos, lipoproteinas de
baja densidad (LDL), también existen aci-
dos grasos saturados que por no afectar a
los niveles de estas lipoproteinas son

TABLA 2: COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS DE LOS ACEITES O GRASAS MAS IMPORTANTES

Aceite
Oliva
Soja
Girasol
Palma
Cacao
Cerdo

Mantequilla

Medios

Palmitico Palmitoleico Estearico
14 1 3
11 3
7 5
45 5
26 34
25 3 12
28 2 12

Oleico Linoleico Linolénico
71 10
21 55 8
25 65
39 9
35 3
45 10
30 2 1
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neutros para los niveles de colesterol, po-
demos citar como ejemplo el acido este-
arico. Este acido graso siempre ha sido
considerado neutro con respecto a los ni-
veles de colesterol por varias razones, en-
tre ellas podemos resaltar que: 1) no au-
menta la concentraciéon del colesterol
“malo”, colesterol LDL, 2) se transforma
muy rapidamente en el higado a acido
oleico y 3) posee una incorporacion pre-
ferencial en lipidos polares en lugar de
en colesterol o triglicéridos. En cuanto a
los acidos grasos trans producidos duran-
te la hidrogenacion, el efecto sobre los ni-
veles de colesterol es el peor que se pue-
de encontrar, aumentan el colesterol ma-
lo (LDL) y disminuyen el bueno (HDL). Un
resumen de las propiedades quimicas y
nutricionales de los acidos grasos se
muestra en la figura 3.

Otro factor muy importante en cuanto
al efecto de los acidos grasos saturados
sobre los niveles de colesterol en sangre
es la capacidad del cuerpo para asimilar-
los. Los triglicéridos, componentes mayo-
ritarios de los aceites, se degradan du-
rante la digestién por la accion de las li-
pasas, enzimas secretadas mayoritaria-
mente por el pancreas, liberando los aci-
dos grasos situados en las posiciones ex-
tremas de la molécula de triglicérido, de-
jando el acido graso central unido a la
molécula de glicerol, esta molécula deno-
minada monoglicérido se absorbe facil-
mente a través de la pared intestinal, no
ocurre lo mismo con los acidos grasos li-
berados. Si estos son saturados de cade-
na larga suelen formar sales célcicas o
magnésicas que los hacen insolubles y se
excretan en las heces, pero si son insatu-
rados si se incorporan bien al fluido san-
guineo. En este punto es muy importante
recordar que los acidos grasos saturados
de los aceites de girasol, cacao, oliva, etc.

FIGURA 4

Tratamiento mutagénico de semillas de girasol y
seleccion de mutantes con modificaciones en los
acidos grasos de su aceite.
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estan siempre colocados en las posicio-
nes externas de la molécula de triglicéri-
do, en cambio en el caso de la manteca
de cerdo, la gran mayoria esta en la posi-
cion central y en palma alrededor del
13% se encuentra en esta posicion (ver
tabla 3). Esto hace que los acidos grasos
saturados de cadena larga no sean ade-
cuadamente asimilados y se excreten,
disminuyendo su posible efecto sobre los
niveles de colesterol, siempre que se en-
cuentren en aceites vegetales del tipo gi-
rasol u oliva. En cambio, en las grasas
animales después de la accion de las li-
pasas los acidos grasos saturados quedan
unidos a la molécula de glicerol forman-
do un monoglicérido, que es perfecta-

mente transportado al torrente sangui-
neo. Con respecto a los efectos nutricio-
nales de una grasa y su contenido de sa-
turados, el caso que podemos llamar ex-
tremo es el de la manteca de cacao. To-
dos los investigadores que la han estu-
diado estan de acuerdo en que tiene un
efecto neutro sobre los niveles de coleste-
rol, y aqui viene la paradoja, tiene un
60% de acidos grasos saturados (25% de
acido palmitico y 35% de acido estearico)
siendo el resto mayoritariamente acido
oleico (35%) y acido linoleico (3%). Pode-
mos concluir que no solo es importante,
con respecto al efecto sobre los niveles de
los distintos tipos de colesterol (HDL y
LDL), la composicién de acidos grasos de

TABLA 3: PORCENTAJE DE SATURADOS EN EL CENTRO

DEL TRIGLICERIDO (TAG %)

Aceites Miristico
Oliva

Girasol Normal

Girasol Estearico

Girasol Palmitico

Cacao

Palma

Manteca de Cerdo 4

Palmitico Estearico Total

1,4 0,5 1,9

0,4 0,4 0,8

0,4 1,4 1,8

1,3 0,4 1,7

1,5 2,0 35
11 2 13
72 4 80



una grasa o aceite natural, sino que se
debe considerar también la posicion que
ocupen cada uno de ellos en la molécula
de triglicérido, siendo en este caso mucho
mas saludable el aceite o grasa vegetal.
Para resolver el problema del uso de
grasas vegetales hidrogenadas o de ori-
gen animal, se ha desarrollado un pro-
yecto de investigacion con el fin de obte-
ner aceites naturales de girasol que pu-
dieran ser usados directamente por la in-
dustria alimentaria para la fabricacién de
margarina y productos afines sin necesi-
dad de manipulaciéon quimica. Las nue-
vas lineas han sido seleccionadas por
métodos clasicos, sin la aplicacion de téc-
nicas de ingenieria genética, igual que el

mutante alto oleico de girasol cuyo acei-
te esta en el mercado espafiol desde el
afio 1992. En este proyecto ha participa-
do personal investigador del Instituto de
Agricultura Sostenible de Coérdoba, Insti-
tuto de la Grasa de Sevilla, ambos perte-
necientes al Consejo Superior de Investi-
gaciones Cientificas, y de la empresa Ad-
vanta Ibérica (Marchena). El proyecto co-
menzo6 con el desarrollo y puesta a pun-
to de métodos de analisis rapidos y fia-
bles de la composicidon de acidos grasos
de semillas, métodos mutagénicos efi-
cientes en semilla, cultivo adecuado de
semillas mutantes en campo, recogida in-
dividual de capitulos, etc. Por todo esto
hizo falta poner en marcha el equipo in-

TABLA 4: COMPOSICION ACIDOS GRASOS

ACEITES DE GIRASOL ACTUALES Y NUEVOS (%)

Tipo de Girasol Palmitico Palmitoleico  Estedrico  Oleico Linoleico
Normal (Linoleico) 7 5 30 58
Alto oleico 5 4 88 3
Alto Linoleico y Palmitico 33 2 10 7 48
Alto Oleico y Palmitico 30 2 7 51 10
Alto Estearico | 5 27 15 53
Alto Estedrico |l 7 35 8 50
Medio Estearico 5 14 19 62
Alto Oleico y Estearico 6 24 62 8

* Aceites actualmente en el mercado.

vestigador multidisciplinar de biélogos,
bioquimicos e ingenieros agronomos.

Se hicieron tratamientos mutagénicos
en unas 20 lineas de girasol de distintos
origenes genéticos. Como agentes muta-
génicos se han usado azida sodica, meta-
no sulfonato de etilo y rayos X. Las semi-
llas tratadas se sembraron en el campo y
sus capitulos fueron cosechados indivi-
dualmente. Las semillas cosechadas se
analizaron utilizando la técnica de la me-
dia semilla, método que consiste en cortar
y analizar un trozo de la parte final de la
semilla, guardando el otro trozo que con-
tiene el embrion. Si el analisis de la com-
posicion de acidos grasos por cromatogra-
fia de gases mostraba algo interesante el
trozo guardado se germinaba y cultivaba.
Para confirmar que esa semilla tenia la
composiciéon apropiada y heredable este
proceso se repitié6 durante cuatro genera-
ciones, un esquema del proceso de muta-
génesis y seleccion se muestra en la figu-
ra 4. Un total de 30.000 medias semillas
fueron analizadas y, de entre ellas, 100 se-
leccionadas como posibles mutantes. Al fi-
nal del proceso sélo se terminaron confir-
mando seis, cuatro cuyo aceite tenia un
mayor contenido de acido estearico y dos
con mayor contenido de acido palmitico.

Solo en dos de los fondos genéticos
utilizados se encontraron lineas mutantes
con la particularidad de que todos los mu-
tantes del tipo alto estearico se seleccio-
naron en uno de estos fondos genéticos y
los alto palmitico en el otro. De los dos
mutantes alto palmitico obtenidos, uno de
ellos es también alto oleico debido a que
la linea originalmente mutagenizada era
alto oleico. Tras recombinacién de los
nuevos caracteres y seleccion se obtuvie-
ron una serie de nuevas lineas de girasol.
En la tabla 4 se muestran las principales
lineas obtenidas en comparacién con el

FIGURA 5

Cromatograma de triglicéridos de los aceites de
girasol normal, alto estearico y alto oleico alto
estearico.
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girasol normal y el alto oleico. Los estu-
dios genéticos efectuados sobre los mu-
tantes han demostrado que, en todos los
casos, al menos dos genes son necesarios
para controlar la nueva caracteristica.
Cruces de semillas mutantes con semillas
de las lineas de las que se han obtenido
los mutantes han mostrado sélo diferen-
cia en un gen, por lo tanto los otros genes
necesarios para la expresion del caracter
mutante estaban ya presentes en la linea
original antes de ser mutada, demostran-
do la importancia de la eleccion del tipo
de semilla inicial a la hora de poder obte-
ner un mutante determinado. Entre las li-
neas obtenidas son de destacar las lineas
alto palmitico, una de ellas es también al-
to oleico y la otra normal, o sea con acido
linoleico como mayoritario, y las lineas
con alto contenido en &cido estearico. Pa-
ra tener todas las opciones posibles era
necesario obtener también una linea co-
mo esta ultima pero ademas alto oleico.
Para ello se cruzé la linea mutante alto es-
tearico y una alto oleico, y como resultado
se ha obtenido una linea doble mutante
alto estedrico y alto oleico, similar a la li-
nea alto palmitico y alto oleico existente.
Posteriormente estos mutantes han si-
do estudiados comprobando que el ca-
racter alto saturado soélo se expresa en la
semilla, siendo el resto de la planta nor-
mal y por tanto utilizable para su cultivo
agronomico. Se han identificado los pa-
sos en la ruta de sintesis de los acidos
grasos modificado y se han caracterizado
los lipidos que forman el aceite de estas
nuevas lineas de girasol, es importante
destacar que aun teniendo un elevado
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contenido de saturados estos no se en-
cuentran en la posicién central del trigli-
cérido (ver tabla 3), igual que ocurre con
el girasol normal, la oliva o el cacao, lo
contrario a lo que ocurre en la palma o
las grasas vegetales, tal y como indica-
mos anteriormente.

Estos nuevos aceites tienen una com-
posicion de triglicéridos distintas a los del
girasol normal, lo que los hace adecuados
para las necesidades de la industria (ver
figuras 5y 6). La linea alto oleico alto pal-
mitico contiene sobre todo triglicéridos
formados con los acidos oleico y palmiti-
co lo que lo hace un aceite muy resisten-
te a la oxidacion, aproximadamente el do-
ble que el aceite alto oleico de girasol o
un aceite refinado de oliva, que a su vez
son bastante mas resistentes a la termoxi-
dacion que el aceite normal de girasol.
Siendo este un aceite con propiedades
magnificas para la fritura y todos los pro-
cesos industriales donde el alimento sea
calentado y después almacenado, pudien-
do reducir los costos de envasado y au-
mentando la vida media del producto en
el mercado. Las lineas alto estearico con-
tienen un porcentaje considerable de tri-
glicéridos con dos moléculas de acido es-
tearico, en unos casos con acido linoleico
en el centro del triglicérido y en otros con
acido oleico, lo que los hace adecuados
para la fabricacién de margarinas. Con
grasas constituidas por estos tipos de tri-
glicéridos y teniendo en cuenta el efecto
sobre los niveles de colesterol de estos
acidos grasos y que ademds no contienen
acidos saturados en la posicién central
del triglicérido, podemos decir que se

' uno de los nuevos tipos alto saturado (sélido

ACEITES DE GERASOL
Liguing SO

puede fabricar por primera vez una mar-
garina realmente vegetal y saludable.
Concluyendo podemos decir que estos
nuevos aceites de girasol, unidos a los
dos actuales (normal y alto oleico), y que
hemos desarrollado en respuesta al de-
seo de la industria alimentaria de usar
cada dia productos mas saludable, pue-
den cubrir los requerimientos de la in-
dustria alimentaria sin necesidad de ma-
nipulaciéon quimica, con la aspiraciéon de
aumentar la calidad de vida de los con-

sumidores. M

CENTRO DEL CSIC: Instituto de la Grasa.
Departamento: Fisiologia y Tecnologia de
Productos Vegetales.

Nombre Investigador: Rafael Garcés
Manchefio.

E-mail: rgarces@cica.es

Tendencias de Investigacion:

La actividad del grupo se orienta al estu-
dio y seleccion de material vegetal de gira-
sol con modificaciones en la composicion
en acidos grasos y en triglicéridos de su
aceite, principalmente en lo que respecta a
recombinacion de caracteres mutantes obte-
nidos en un programa de mutagénesis rea-
lizado en proyectos anteriores y al estudio
de los mecanismos bioquimicos y de control
genético de la biosintesis de lipidos en la se-
milla de girasol. Los nuevos aceites obteni-
dos tienen una composicién de acidos gra-
sos adecuada para los diversos usos de las
industrias alimentaria (margarinas, etc.) y
petroquimica (biolubricantes). La informa-
cién necesaria para la consecucion de estos
objetivos se obtiene a partir de los estudios,
en la semilla de girasol, de los mecanismos
bioquimicos y moleculares que controlan la
biosintesis de acidos grasos y triglicéridos.
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Actualmente, los complementos alimenticios con “propiedades
antioxidantes” constituyen un mercado en alza. A sus ingredientes activos
(principalmente, vitaminas E y C, carotenoides y polifenoles) se les atribuyen
efectos fisioldgicos beneficiosos que disminuyen el riesgo de padecer
enfermedades crénicas, aunque aun no se han establecido exactamente ni
las cantidades a ingerir ni las combinaciones de antioxidantes mas efectivas.
El marco legal de comercializacion de estos productos esta poco definido,
no obstante desde la Comision Europea se esta trabajando en este sentido.
En la actualidad se investigan nuevas fuentes de alimentos/subproductos de

origen vegetal a emplear como ingredientes antioxidantes, asi como
procedimientos de estandarizacion y evaluacion de sus propiedades.

¢Qué son los complementos alimenticios?
Se entiende por complementos ali-
menticios “los productos alimenticios cu-
yo fin sea complementar la dieta normal
y consistentes en fuentes concentradas
de nutrientes o de otras sustancias que
tengan un efecto nutricional o fisiolégico,
en forma simple o combinada, comercia-
lizados de forma que permitan una dosi-
ficacion determinada del producto y que
deban tomarse en pequefias cantidades
unitarias” (Real Decreto 1275/2003).

¢Porqué complementar nuestra dieta con
antioxidantes?

El estrés oxidativo o sobrecarga oxida-
tiva aparece implicada en el desarrollo
de multitud de enfermedades degenera-
tivas, como el cancer, la aterosclerosis, la
enfermedad de Alzheimer, y en el proce-
so mismo de envejecimiento; no obstan-
te, los mecanismos etiopatogénicos no se
conocen completamente. La ingesta de
antioxidantes, es decir, de compuestos
que retrasan o inhiben la oxidacion de
los substratos oxidables a nivel fisiologi-
co (lipidos, proteinas y ADN), aumentaria
las defensas del organismo frente al es-
trés oxidativo, y por tanto, frente a las en-
fermedades croénicas. De hecho, se sabe
que las poblaciones que siguen dietas ri-
cas en frutas y verduras tienen menos
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riesgo de padecer estas enfermedades, lo
que se atribuye a la presencia en estos
alimentos de compuestos con determina-
das “acciones bioldgicas”, como la activi-
dad antioxidante.

Entre los antioxidantes mas importan-
tes presentes en los alimentos citamos las
vitaminas C y E, los carotenoides, y los
polifenoles. Se ha demostrado que estos
compuestos son efectivos frente a la oxi-
dacién de lipidos, proteinas y ADN en di-
versos sistemas in vitro. También se ha
encontrado una relacion inversa entre los
niveles de antioxidantes en la ingesta y/o
concentraciones de antioxidantes en plas-
ma con la incidencia de enfermedades
cronicas. En humanos, algunos estudios
de intervenciéon /suplementaciéon con an-
tioxidantes confirman la relacién causa-
efecto entre el antioxidante y la enferme-
dad, pero otros no indican ningun efecto.
A modo de ejemplo, citamos el caso de la
vitamina E y las enfermedades cardiovas-
culares. Numerosos estudios han confir-
mado una relacion inversa entre la con-
centracion de vitamina E en plasma y la
incidencia de estas enfermedades. La vi-
tamina E y otros antioxidantes podrian in-
hibir la oxidacion de las LDL, hecho que
parece clave en la iniciacién y en la pro-
gresion de la aterosclerosis. Aunque exis-
te alguna controversia sobre el posible
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efecto beneficioso de los suplementos de
vitamina E, estudios recientes muestran,
sin embargo, una disminucién de la inci-
dencia de eventos cardiovasculares con la
administracion conjunta de vitaminas E y
C, lo que pone de manifiesto los efectos
sinérgicos entre antioxidantes. Actual-
mente se estan llevando a cabo numero-
sas investigaciones en este tema, para es-
tablecer las dosis y combinaciones de an-
tioxidantes mas efectivas, asi como los
mecanismos de actuacion.

En algunos estudios se han visto tam-
bién las precauciones a tener en cuenta a
la hora de complementar nuestra dieta
con antioxidantes. Por ejemplo, algunos
antioxidantes, en elevada concentracion,
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pueden generar un efecto pro-oxidante.
Asi, la administracion de B-caroteno a fu-
madores aumenta la incidencia de can-
cer de pulmon. De la misma forma, la ad-
ministraciéon de vitamina E disminuye la
respuesta aguda de los neutrofilos du-
rante el ejercicio fisico en poblacién an-
ciana. Aunque el exceso de vitamina C se
elimina por la orina, una dosis alta de es-
ta vitamina puede producir diarrea y
otros desoérdenes intestinales en personas
predispuestas a ello. De todo esto se de-
duce que la administraciéon de antioxi-
dantes puede ser efectiva a largo plazo
en la prevencion de enfermedades croni-
cas, aunque debe realizarse atendiendo a
las peculiaridades de cada persona.

¢Cudl es la formulacién de los comple-
mentos alimenticios antioxidantes?

En la formulacién de estos preparados
se incluyen compuestos sintéticos (espe-
cialmente vitaminas) y extractos de plan-
tas, junto con distintos excipientes. Entre
los extractos de plantas utilizados en la fa-
bricacion de estos suplementos, cabe citar
los obtenidos de plantas aromaticas (es-
pecialmente romero), pepitas de uva, gra-
nos de trigo, tomate, citricos, propoleos,
aceituna, etc. A modo de ejemplo, la tabla
1 recoge la composicion de algunos com-
plementos alimenticios antioxidantes.

¢Qué legislacion se aplica en la formula-
cién de los complementos?

Con el fin de regular la comercializa-
cién de los complementos alimenticios, el
Parlamento Europeo y el Consejo adop-
taron la Directiva 2002/46/CE. Esta di-
rectiva establece normas especificas para
las vitaminas y minerales utilizados como
ingredientes de complementos alimenti-
cios. Queda pendiente, segun se recoge
en dicha directiva, la adopciéon de nor-
mas especificas relativas a los nutrientes
(que no sean vitaminas o minerales), y a
otras sustancias con un efecto nutricional
o fisiologico (extractos de plantas, sub-
productos agroalimentarios, etc.). Esta di-
rectiva europea esta incorporada en
nuestro ordenamiento juridico mediante
el Real Decreto 1275/2003.

CTC 133



Otro aspecto exento
de legislacion es la pu-
blicidad y promocién de
los complementos ali-
menticios. Actualmente,
la Comisién Europea ha
elaborado una propues-
ta para regular los “re-
clamos publicitarios re-
lativos a la salud” de los
alimentos/complemen-
tos, con la idea de que
se puedan utilizar sélo
los que estan probados
cientificamente. En Es-
pafia, en espera de es-
tas nuevas normas, los
complementos alimenti-
cios antioxidantes de-
ben ajustarse, de forma
general, a las normas
sobre publicidad y pro-
mocién (Real Decreto
1907/1996), y sobre eti-
quetado y presentacion
de los productos ali-
mentarios (Real Decreto
1334/1999), que, entre otras, establece
que “el etiquetado y las modalidades de
realizarlo no deberdn ser de naturaleza
que induzcan a error al comprador, espe-
cialmente....d) atribuyendo a un producto
alimenticio propiedades preventivas, te-
rapéuticas o curativas de una enferme-
dad humana, ni mencionando dichas
propiedades” (art. 4.1).

2

¢Coémo se mide la “actividad antioxidante
de los complementos?

Existen numerosos métodos de medi-
da de la actividad antioxidante aplicados
a compuestos puros
y extractos/fraccio-
nes de plantas y
alimentos de ori-
gen vegetal. Sin
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embargo, pocos de ellos se han utilizado
en la evaluacion de la actividad antioxi-
dante de complementos alimenticios. En
nuestro laboratorio, estamos llevando a
cabo un estudio sobre la aplicacion de
distintos métodos de medida de actividad
antioxidante a estos complementos: neu-
tralizacion del radical DPPH’, neutraliza-
cion de radicales peroxilo (método
ORAC), inhibicién de la autoxidacién de
lipidos (método del linoleato de metilo), e
inhibicién de la oxidacion de las lipopro-
teinas de baja densidad (LDL). Se ha
comprobado que todos estos métodos
son aplicables a los complementos antio-
xidantes. Los resultados también indican
una buena actividad antioxidante in
vitro de los complemen-

tos antioxidantes co-

merciales estudiados,
aunque se observa cier-
ta variabilidad entre
complementos (de 20 a
200 segun el método) y
entre métodos (lo cual
s es logico si tenemos en
cuenta que cada méto-
do se refiere a distinto
substrato oxidable).
Habitualmente, la cali-
dad de los complemen-
tos antioxidantes se es-
tablece en funcién de la
concentracion de los
componentes antioxi-
dantes mayoritarios, aun
sabiendo que en las pro-
piedades antioxidantes
del producto total pue-
dan influir otros com-
puestos minoritarios ac-
tuando en sinergismo o
no, con los anteriores.
En nuestra opinién, la
medida de la capacidad
antioxidante de los in-
gredientes y de los complementos alimen-
tarios antioxidantes permitiria estandari-
zar éstos y fijar las dosis recomendables
con mayor precision.

¢Cudles son las tendencias futuras de los
ingredientes/complementos antioxidantes?

Los complementos dietéticos antioxi-
dantes son una buena alternativa para
aquellas personas con poca disposicion
al consumo de frutas y verduras, o para
aquellas con “deficiencia antioxidante”
probada. Cabe esperar, por tanto, que el
mercado de estos productos se mantenga
en alza.

En la actualidad se estan llevando a
cabo numerosas investigaciones sobre la
obtencion de
antioxidantes
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a partir de nuevas fuentes vegetales, es-
pecialmente de bajo coste econdémico
(subproductos agroalimentarios, exce-
dentes, etc.). En nuestro laboratorio, tam-
bién estamos llevando a cabo un proyec-
to de investigacion para la utilizacion de
extractos de almendra en la formulacién
de complementos alimenticios antioxi-
dantes (AGL 2003-01088). Pensamos que

la fraccién fendlica de las almendras, tan-
to de la almendra (semilla), como de la
piel, hueso (almendro), y drupa, podria
presentar buenas propiedades antioxi-
dantes con posibilidades de ser utilizadas
en la formulacién de estos productos. En
el caso de la piel, el almendro y la drupa,
este nuevo aprovechamiento revaloriza-
ria estos subproductos.

Otros temas objeto de desarrollo fu-
turo son los complementos multifuncio-
nales, bien por combinaciéon de ingre-
dientes con distinta funcionalidad o
bien por incluir compuestos que presen-
tan diversas “acciones biolégicas” que
pueden dar lugar a distintos efectos fi-
siologicos beneficiosos para el organis-
mo humano. B

TABLA 1: COMPOSICION DE ALGUNOS COMPLEMENTOS ALIMENTICIOS ANTIOXIDANTES

# Ingredientes
1 Concentrado de uva; Romero; Celulosa vegetal.
2 Vitamina C; Concentrado antioxidante de hierbas; Concentrado antioxidante de vegetales; L-Cisteina; Extracto de pepita de uva; Vitamina E;

Zn; Vitamina A; Se.

3 Levadura rica en Se y Zn, Concentrado de granos de trigo germinados; Gelatina vegetal; Carotenos naturales; Glutation; Vitamina C;
Vitamina E natural, Antiaglomerantes (6xido de silicio y estearato de magnesio); Vitamina A.
4 Hidrolizado aromatico de gelatina; Fructosa; ac. Citrico; Extacto concentrado de tomate; Aroma de Pifia; Sorbato potésico; Vitaminas grupo
B; Vitamina E; Acesulfame.
® Vitamina C; Flavonoides citricos; Otras vitaminas; Minerales.
6 Extracto de uva roja tintorera; Aceite de germen de trigo; Emulgente (lecitina); Espesante (cera de abejas); Cubierta (gelatina y glicerina);
Colorantes (B-caroteno).
7 Vitamina C; B-Caroteno; Flavonoides citricos; L-Cisteina; Extracto de Ginkgo Biloba; Gluconato de Manganeso; Extracto de pepita de uva;
Levadura rica en Se, Vitamina E; Oxido de zinc, Gluconato de cobre, Coenzima Q10.
8 Flavonoides citricos (40% Hesperidina); Rusco; Ginkgo biloba; Cola de caballo; Hamamelis; Vitamina C; Vitamina Bj.
9 Vitaminas A, D, E, C, By, By, B3, Bg, By, K; Acido falico; Fe; Acido pantoténico; Mg; Zn; Mg; Cu; B; Cr; Se; Flavonoides citricos;
Flavonoides de propoleo; Carotenoides naturales; Extracto de Ginkgo Biloba.
10 Hojas Vitis vinifera; Extracto seco de semillas Vitis vinifera (95% polifenoles).
11 Hidroxitirosol; Otros compuestos fendlicos de la aceituna.
12 Extracto concentrado de tomate (2% Licopeno); Extracto de pepita de uva; Levadura de selenio (2 % Se, B-Caroteno); Vitamina C; Vitamina E.
13 Concentrado de uva negra enriquecida en t-resveratrol; Vitamina C; Aroma de uva; Estearato de magnesio.

CSIC

Se pretende desarrollar y evaluar ingredien-
tes/complementos alimenticios con propie-
dades antioxidantes que produzcan efectos
“saludables” en el organismo humano.

CENTRO DEL CSIC: Instituto de Fermen-

taciones Industriales, Juan de la Cierva,

3. 28006 Madrid.

Web: www.csic.es/ifi

Departamento: Tecnologias Sectoriales.

Alimentos de origen vegetal.

Nombre Investigador: Begofia Bartolo-

meé Sualdea.

E-mail: bartolome@ifi.csic.es

Tendencias de Investigacion:

« Calidad de alimentos de origen vegetal.

» Seguimiento y mejora de procesos de
elaboracion de vinos tintos.

» Obtencién y evaluacién de antioxidan-
tes naturales.

 Propiedades quimicas y sensoriales y
beneficios fisiolégicos de polifenoles.
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Al referiros a ‘dieta mediterranea” hablamos de un largo
proceso de confluencia entre clima, productos y necesidades
de las civilizaciones de los pueblos que han vivido en la cuenca
mediterranea. En sentido estricto, deberiamos hablar de dietas
mediterraneas, ya que las sequida por poblaciones como Creta,
Tunez, ltalia, Espana, etc. no es siempre la misma. Sin embargo,
estos paises si comparten caracteristicas comunes; consumo
elevado: de frutas, hortalizas, lequmbres, pasta, cereales, aceite
de oliva; moderado. de pescado, carnico y de productos
lacteos, asi como de vino y frutos secos. Ademas de esto, el tipo
de cocinado se basa en fritura en bano de aceite de oliva 'y
hervido de alimentos. Actualmente la dieta mediterranea consiste

basicamente en mantener una dieta variada/equilibrada y
restricciones en el aporte calorico.

“Dieta Mediterranea”

Todo el mundo tiene una idea mas o
menos clara del concepto de “dieta medi-
terranea” asi como del beneficio para la
salud que reporta a la persona que sigue
sus pautas. Sin embargo, no es facil en-
contrar una respuesta simple y Unica pa-
ra la definiciéon de este término. De he-
cho, al referirnos a “dieta mediterranea”
hablamos de un largo proceso de con-
fluencia entre el clima, los productos de
la tierra y las necesidades de las civiliza-
ciones que han vivido en la cuenca me-
diterranea. Por tanto, es ya un modelo te-
orico, que en su dia existid6 realmente y
que actualmente es posible que aun exis-
ta como tal en algunas zonas. En sentido
estricto, no deberiamos hablar de “dieta
mediterranea” sino de “dietas mediterra-
neas”, ya que la dieta seguida por pobla-
ciones de Creta, Tunez, Italia, Espafia,
etc. no es precisamente la misma. Sin
embargo, estos paises si que compartian
caracteristicas importantes: consumo ele-
vado de frutas, hortalizas, legumbres,
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pasta y cereales; uso del aceite de oliva
como principal fuente de grasa; consumo
regular de pescado; moderado a bajo
aporte carnico y preferentemente de
aves; consumo moderado a bajo de pro-
ductos lacteos; ingesta moderada de
miel, aceitunas y frutos secos; consumo
moderado pero regular de vino tinto (ex-
cepto en paises de religion musulmana) y
uso de hierbas aromaticas y especias co-
mo alternativa a la sal. Ademas de esto,
el aporte caldrico era moderado (frugali-
dad en las comidas), el tipo de cocinado
se basaba en fritura en bafio de aceite de
oliva y hervido de alimentos en agua, la
gente realizaba una actividad fisica rela-
tivamente intensa y por supuesto habia
una ausencia casi total en la dieta de azu-
cares refinados y bollerfa industrial. Ac-
tualmente, la dieta mediterranea, tal y co-
mo la entienden las autoridades sanita-
rias, basicamente consiste en mantener
una dieta variada-equilibrada y restringir
el aporte calérico; o mas detalladamente
una dieta basada en comer menos carne,

menos huevos, menos productos lacteos
de los que se consumen actualmente, co-
mer mas pescado, legumbres, frutos se-
cos, cereales, frutas, verduras frescas,
aceite de oliva y adecuar el aporte calori-
co a la actividad fisica desempefiada. La
Organizacién Mundial de la Salud y la
FAO, entre otras instituciones, han dise-
flado una “piramide” que resume estas
pautas dietéticas como modelo saludable
a seguir por la poblacion (Figura 1).

En los afios sesenta, financiado por la
Fundacion Reina Guillermina de Los Pai-
ses Bajos y dirigida por el profesor Ancel
Keys, se llevo a cabo el llamado “Estudio
de los Siete Paises” (E.E.U.U., Japon, Fin-
landia, Holanda, Grecia, Italia y la antigua
Yugoslavia). El estudio se realizé para in-
tentar relacionar la alimentacién con la
aparicion de enfermedades cardiovascu-
lares. La conclusion fundamental de este
estudio fue la menor tasa de mortalidad
por enfermedades cardiovasculares en
paises mediterraneos (sobre todo en Cre-
ta), en comparaciéon con las muertes re-



gistradas en Estados Unidos o Finlandia
por esta causa. Asi, el concepto de “dieta
mediterranea” fue desarrollado por Ancel
Keys y el profesor Francisco Grande Co-
vian, eminentes expertos en nutricion,
para referirse a los habitos alimentarios
altamente saludables observados en pai-
ses de este entorno geografico. Posterior-
mente, mediante numerosos estudios epi-
demioldgicos, se ha evidenciado que la
dieta mediterranea también tiene con-
trastados efectos beneficiosos frente a dis-
tintos tipos de cancerl2 e incluso podrian
contribuir a una mejora de las expectati-
vas de vida.1»3 Sin embargo, es preciso
hacer hincapié en el hecho de que una
dieta variada y equilibrada como la medi-
terranea, no es un seguro de vida si no se
ve acompafada por unos “habitos” tam-
bién saludables como son la ausencia de
tabaco, ejercicio regular, proteccion ade-
cuada frente a rayos solares, etc.

Espafia, por su situacion geogréfica,
ha sido encuadrada dentro de las nacio-
nes donde la poblacion sigue las pautas

de la dieta mediterranea. Ahora bien, la
pregunta inmediata que surge es: ¢la po-
blacién espafiola sigue aun el prototipo
de “dieta mediterranea™. La respuesta es-
ta llena de matices. En comparacién con
otros paises de los llamados “desarrolla-
dos”, nuestras costumbres gastronémicas
son envidiables, aparte de la palatabili-
dad de sus platos, con un relativamente
alto consumo de frutas, verduras, legum-
bres, pescado, aceite de oliva y un menor
consumo de carne roja y grasas saturadas
en general. Ahora bien, si es manifiesto
un continuo empeoramiento de estas cos-
tumbres registrandose un cambio de cier-
tos patrones tales como sustituir la fruta
como postre por los productos lacteos,
menor consumo de fruta y verdura sobre-
todo entre la poblaciéon infantil y un ma-
yor aumento del consumo de la llamada
“comida basura”, liderada por las frituras,
hamburguesas, etc. El andlisis de estos
cambios es muy complejo y viene asocia-
do en gran medida a la dinamica de vida
actual por el trabajo que nos lleva al se-

dentarismo, a permanecer menos tiempo
en la cocina, a comer mas rapido, y por
ello recurrir cada vez mas a platos prepa-
rados, especialmente en la poblacion de
las ciudades. Aunque la situaciéon no es
alarmante, si empieza a preocupar a las
autoridades sanitarias, y no debemos ba-
jar la guardia dejandonos llevar por el t6-
pico segun el cual por el mero hecho de
vivir en Espafia estamos “protegidos” por
nuestra dieta.

Cancer

Resulta innecesario recordar el impac-
to que tiene el cancer como causa de
muerte en nuestra sociedad. Se trata casi
de una palabra tabu para mucha gente
donde su nombre casi se asocia a una
sentencia de muerte que, afortunada-
mente, cada vez con mayor frecuencia,
no es el resultado final de este proceso.

Las células normales de nuestro cuer-
po crecen, se dividen y mueren a través
de un proceso altamente controlado y de-
finido. Cuando somos nifios, las células
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se dividen mas rapidamente hasta que
llegamos a adultos, momento en el que
las células de la mayoria del cuerpo se di-
viden sélo para reemplazar a las muertas
0 para reparar tejidos dafiados. Sin em-
bargo, cuando tiene lugar un crecimiento
celular “descontrolado” nos encontramos
ante un proceso canceroso que lleva a la
formacion de un “tumor”. Cuando esas
células tumorales “viajan” y colonizan
otros ¢6rganos del cuerpo, hablamos de
“metastasis”, proceso que dramaticamen-
te empeora las expectativas de vida del
paciente (Figura 2).

Existen varios tipos de cancer y distin-
tos sub-tipos dentro de éstos: carcinomas
(pulmoén, mama, colon, etc.), sarcomas
(hueso, musculo, etc.), linfomas (ganglios
linfaticos y tejidos del sistema inmune) y
leucemias (linfoide, mieloide, ect.). Aun-
que, en general, el disfrutar de buena sa-
lud es en gran medida una cuestion de
genes, distintos factores externos (polu-
cion, tabaco, radiaciones, etc.) pueden in-
fluir en nuestra salud de manera critica.
Entre estos factores externos, la dieta
ocupa un lugar relevante. El binomio die-
ta-salud es incuestionable y son varios
los tipos de cancer (préstata, mama, pul-
mon, colon...), que pueden verse influen-
ciados por la dieta%5 si bien, son los can-
ceres del aparato gastrointestinal (eséfa-
go, estémago, colon....) los mas estrecha-
mente relacionados con nuestra alimen-
tacion® (Figura 2).

Constituyentes de la Dieta
Mediterranea y cancer

El efecto de la dieta en la salud no tie-
ne lugar mediante la accién de un nu-
triente aislado sino a través de la combi-
nacion de distintos constituyentes de uno
o varios alimentos que permiten una ac-
cién sinérgica. Sin embargo, la interac-
cién entre constituyentes de alimentos
puede favorecer o empeorar la potencial
accion frente algun proceso patoldgico
como puede ser el cancer. En este senti-
do, el procesado industrial de alimentos
(tratamientos térmicos, adicién de ingre-
dientes, etc.) puede estar muy relaciona-
do con el mayor o menor efecto final de
una alimento en la salud.

Hemos mencionado anteriormente los
alimentos de la dieta mediterranea mas
representativos promotores de la salud:
frutas, verduras, pescado, frutos secos,
aceite de oliva, vino tino, etc. También se
ha dicho que la dieta mediterranea se ca-
racterizaba por un aporte calérico mode-
rado y en consonancia con la actividad fi-

CTC 140

FIGURA 1. PIRAMIDE DE LA DIETA MEDITERRANEA
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sica desempefiada por la gente. Ademas,
queda contrastado el papel beneficioso
en la salud de los nutrientes propiamen-
te dichos de la dieta mediterranea, como
el tipo de grasas (acido oleico del aceite
de oliva, acidos grasos ®-3 de nueces y
pescado azul, etc.), los carbohidratos
complejos aportados por las patatas, ce-
reales, legumbres, etc., las proteinas de
origen marino y vegetal, etc. Ademas in-
tervienen otros componentes de estos ali-

mentos como son la fibra (frutas, verdu-
ras, cereales, etc.), los minerales (selenio,
calcio, zinc, etc.) y las vitaminas. Pero,
¢qué constituyentes de estos alimentos
son los mayores responsables en la po-
tencial accion anticancerigena?. No se
pueden mencionar con detalle todos los
que conocemos pero si algunos de los
mas representativos.

Existe un grupo de moléculas amplia-
mente distribuido en el Reino Vegetal y



FIGURA 2. EVOLUCION Y ETAPAS DEL CANCER DE COLON
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que forman parte de la dieta a través de
la ingesta de fruta y hortalizas y deriva-
dos como zumos, vino y té. Hablamos de
los polifenoles, metabolitos secunda-
rios de las plantas implicados en la de-
fensa de éstas frente a situaciones de es-
trés tales como ataques de patégenos.
Ademas, los polifenoles son determinan-
tes de la calidad de las frutas y hortali-
zas, contribuyendo al sabor, aroma y co-
lor de éstas.”

Los polifenoles se dividen en dos gru-
pos fundamentales de acuerdo a su es-
tructura: los flavonoides y los no-flavo-
noides. Dentro de los flavonoides, que
son los polifenoles mas abundantes (mas
de 5.000 descritos), destacan los antocia-
nos (responsables del color rojo o purpu-
ra de las frutas como uva tinta, ciruela,
fresa, etc., y de algunas hortalizas como
lechuga pigmentada), las catequinas o
flavanoles (abundantes en uva, cereza y

sobre todo en té y vino), los flavonoles
(presentes en la mayoria de las frutas y
muy abundantes en alimentos como la
cebolla), las flavanonas (representativas
de los citricos), las flavonas (en perejil,
apio y pimiento), y las isoflavonas, aun-
que éstas no son representativas de la
dieta mediterrdanea pues su principal
fuente en la dieta es la soja. Dentro de los
polifenoles no-flavonoides, encontramos
los estilbenos (representativos de uva y
vino, destacando el resveratrol sobre to-
dos), los acidos hidroxicinamicos (como
los derivados de los acidos cumarico, ca-
feico, ferulico y sinapico, abundantes, se-
gun el compuesto del que hablemos, en
alcachofa, uva, broéculi, etc.), y finalmen-
te, los derivados hidroxibenzoéicos (como
los derivados del acido elagico y galico
en fresa, frambuesa, granada, nuez; etc.).

Una de las principales acciones biol6-
gicas de los polifenoles es la de captar ra-
dicales libres (actividad antioxidantes),
especies altamente reactivas que se pro-
ducen en nuestro organismo como con-
secuencia de multitud de procesos (meta-
bolismo, ejercicio intenso, etc.). Los poli-
fenoles combaten la accién de estos radi-
cales libres que estan implicados en la
degradacion de estructuras celulares in-
terviniendo en el envejecimiento asi co-
mo en enfermedades cardiovasculares y
cancer. Se han publicado numerosos tra-
bajos cientificos que avalan las distintas
actividades promotoras de la salud de los
polifenoles: antioxidante, anticancerige-
na, anti-inflamatoria, antibacteriana, anti-
virica, hipocolesterolémica, antitromboti-
ca, etc. Si nos centramos en la actividad
anticancerigena, ésta se ha descrito para
la mayoria de los polifenoles, representa-
tivos o no de la dieta. Sin embargo, los
numerosos estudios existentes destacan a
una serie de polifenoles por su enorme
potencial en la lucha frente al cancer, ya
sea por su contundencia en el efecto o
por la via por la que actuan (Figura 3):
epigalocatequin-galato (EGCG) (en té),
resveratrol (en vino, uva y cacahuetes),
hidroxitirosol (en aceite de oliva), acido
elagico (en fresa, frambuesa, granada,
etc.), quercetina (en uva, cebolla....) y
curcumina (en curry).

Otros constituyentes con importante
actividad anticancerigena son los gluco-
sinolatos y sobretodo sus productos de-
rivados, los isotiocianatos (Figura 3).
Este tipo de organosulfurados son repre-
sentativos de especies del género Brassi-
ca, destacando por su importancia en
nuestra dieta el broculi, col, coliflor y col

CTC 141



de Bruselas. Mencién especial requieren
otros compuestos organosulfurados pre-
sentes en la familia Alliaceae (cebolla, ajo,
puerro, etc.), sobre todo el dialil sulfuro,
muy abundante en ajo (Figura 3).

Segun estudios clinicos realizados se
ha sugerido una reduccion del cancer de
colon con la ingesta de acido félico
(abundante en hojas de hortalizas, frutas,
higado, cereales....) si bien aun se en-
cuentran en evaluacién importantes en-
sayos clinicos para realmente validar es-
ta hipotesis.

No se abordaran otros muchos consti-
tuyentes potencialmente beneficiosos pa-
ra la salud pero que o bien no son espe-
cialmente relevantes en su efecto contra
el cancer o los resultados obtenidos en
diferentes estudios muestran contradic-
ciones. Por ejemplo, los carotenoides (B3-
caroteno, licopeno, luteina, criptoxantina,
etc.), responsables del color amarillo-na-
ranja-rojo de hortalizas como el pimiento,
zanahoria, tomate, etc. Su principal acti-
vidad es captadora de radicales libres.
Los carotenoides también han sido inves-
tigados en su posible actividad antican-
cerigena, e incluso el Instituto Nacional
del Cancer de Estados Unidos recomien-

da la ingesta de 5 a 6 mg de carotenoides
diarios. Sin embargo, hasta la fecha se
han obtenido resultados contradictorios,
hasta el punto de que varios estudios epi-
demiolégicos han correlacionado la in-
gesta de carotenos con un aumento en la
incidencia de algunos tipos de cancer.
También son importantes los fitoste-
roles, analogos estructurales del coleste-
rol animal, que se encuentra fundamen-
talmente en las semillas de oleaginosas
como girasol y sésamo entre otros. El
efecto hipocolesterolémico (ayudan a ba-
jar los niveles de colesterol en el organis-

mo) de los fitosteroles ha sido contrastado
mediante abundantes estudios cientificos
pudiendo contribuir a una menor inciden-
cia de enfermedades cardiovasculares.

El Instituto Nacional del Cancer de Es-
tados Unidos junto a otras organizaciones
institucionales han recomendado la inges-
ta de al menos 5 piezas de frutas y/o hor-
talizas y 20 a 30 gramos de fibra al dia.
La fibra puede prevenir el desarrollo de
cancer de colon aunque su posible meca-
nismo de actuacién es difuso e incluso
muchos estudios realizados sobre fibra y
cancer arrojan solo resultados parciales.

Modo de actuacion de los
constituyentes anticancerigenos
Estos compuestos bioactivos, que por
su potencial papel frente al cancer se co-
nocen en inglés como “cancer chemopre-
ventive compounds” (en espafiol se tra-
duciria como “compuestos quimiopre-
ventivos del cancer”), pueden tener va-
rios puntos de actuacién en las etapas del
desarrollo del cancer (Figura 4). Un mis-
mo constituyente puede ser muy selecti-
VO en su accion, interviniendo en una ru-
ta o etapa muy concreta, o bien, puede
actuar sobre diversas etapas, siendo poco

FIGURA 4. PRINCIPALES ETAPAS EN EL DESARROLLO DEL CANCER (RUTA MARCADA EN ROJO)

Y POTENCIALES INTERACCIONES DE LOS CONSTITUYENTES DERIVADOS DE LA DIETA (EN AZUL)
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especifico en su accién anticancerigena.
Cada etapa en el desarrollo del cancer,
puede estar compuesta o caracterizada a
su vez, por varias rutas lo que confiere al
proceso multitud de variables. No es po-
sible abordarlas todas por lo que resalta-
remos las mas representativas donde in-
tervienen los constituyentes antican-
cerigenos de la dieta.

La “apoptosis” o comunmente lla-
mada “muerte celular programada” es
un proceso por el cual las células
normales del orga-
nismo mueren
ante alguna se-
fial de alarma
que se produce
en la célula (in-
correcta  se-
cuencia en el
ciclo celular,
presencia de
sustancias ex-
tranas que
pueden mutar
el ADN, con-
tacto  entre
otras células
para delimitar el ta-
mafio de tejidos,
etc.). Sin embar-
go, las células
cancerosas han su-
frido algun cambio
o0 mutaciéon por lo
cual no sufren
apoptosis, y a pesar
de que la célula ya no es

“normal” siguen dividiéndose descontro-
ladamente (Figura 4). Existen constitu-
yentes de la dieta muy especificos en su
accion anticancerigena en virtud de la
cual inducen apoptosis de células cance-
rosas, es decir, “hacen que las células
cancerosas ya no se dividan descontrola-
damente y se suiciden”. La apoptosis
puede tener lugar a través de varias ru-
tas intracelulares interviniendo multi-
tud de pasos distintos, en
donde los polifenoles,
nuevamente,
también
pueden
ser ines-
pecifi-

cos afectando varios pasos de estas rutas,
o bien ser muy especificos interfiriendo
un paso muy determinando de unas de
las posibles rutas concretas. Entre los
compuestos que inducen apoptosis en cé-
lulas cancerosas encontramos a la mayo-
ria de los polifenoles (Figura 3), desta-
cando al resveratrol, a los flavonoides en
general (sobre todo derivados de la quer-
cetina y catequina), y al acido elagico y
sus derivados. Cabe destacar que la in-
duccién selectiva de la apoptosis de célu-
las cancerigenas es una de las estrategias
mas prometedoras en la lucha contra el
cancer.8

Los compuestos organosulfurados co-
mo dialilsulfuros, glucosinolatos e isotio-
cianatos (Figura 3) ejercen su accion
contra el cancer fundamentalmente man-
teniendo un adecuado balance en unas
rutas metabolicas de nuestro organismo
que estan concebidas para la eliminaciéon
de sustancias “extrafias” (potencialmente
cancerigenas) que normalmente entran
en nuestro cuerpo a través de los alimen-
tos o el ambiente. En estas rutas intervie-
nen las llamadas “enzimas de fase [ y fa-
se 1I” (Figura 4) que son las reguladas
por estos compuestos organosulfurados
jugando un papel critico en procesos de
eliminacion de los potenciales carcinoge-
nos medioambientales o de la dieta.

Existen otros mecanismos de accion
de los constituyentes de la dieta medite-
rranea frente al cancer, mas o menos es-
pecificos. Por ejemplo, mediante el blo-
queo o inhibicion de moléculas que se ha
visto son representativas de células can-
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cerosas, como la enzima ciclo-oxigenasa
2 (COX-2), la cual interviene en la prolife-
racién de las células tumorales. Muchos
polifenoles son especialmente activos en
el bloqueo de la actividad de esta enzi-
ma, implicando una menor proliferaciéon
de las células cancerosas. Al igual que en
el caso de la COX-2, existen otros muchos
marcadores tumorales que se ven afecta-
dos por los distintos constituyentes de la
dieta mediterranea.

Cabria destacar otro mecanismo mas
mediante el cual la célula cancerosa pue-
de ver dificultado su crecimiento gracias
a la accion de estos constituyentes. Se
trata del bloqueo de una enzima muy es-
pecifica e importante en el crecimiento
celular. Su nombre: telomerasa. Cuando
la célula se divide progresivamente, se
produce un acortamiento en los llamados
“telébmeros”, una parte con-
creta, distal, de los cromoso-
mas. Se podrian interpretar
como un “reloj biolégico con
cuenta atras” en virtud del
cual cada vez que la célula
se divide, los teldbmeros se
acortan, implicando esto que
ya quedan menos divisiones
celulares futuras. En los pro-
cesos cancerosos, una via
por la cual la célula puede
crecer descontroladamente
es que estos telomeros no se
acorten, es decir, la célula no
tiene ese “reloj” programado
con un numero concreto de
divisiones, sino que éstas
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pueden ser infinitas, encontrandonos an-
te una célula “inmortal”. Esta linea de in-
vestigacién mediante la cual se “desacti-
va” este “reloj biolégico” que constituyen
los telémeros ha sido una estrategia pre-
tendida hacia la busqueda de la eterna
juventud, o al menos, con el objeto de
hacer al ser humano mas longevo. Sin
embargo, se ha visto que desactivar el
mecanismo por el cual los telémeros se
acortan equivale a producir células tu-
morales. La enzima encargada de evitar
que los telémeros se acorten (“fabrican-
do” la porcién de los telébmeros que se
van “desgastando”) es la enzima telome-
rasa, la cual, cuando se encuentra muta-
da es la responsable de “desajustar” ese
“reloj bioldgico”. Recientes investigacio-
nes® han demostrado que polifenoles de
la dieta, especialmente la epigalocate-

quin-galato del té (Figura 3) pueden
“bloquear” a la telomerasa de las células
tumorales (que las hacia inmortales), vol-
viéndolas a células normales (mortales)
evitando la regeneracién de los telome-
ros después de cada division.

Investigacion actual: ¢édénde
estamos y a donde vamos?
Desde la “declaracion oficial de guerra
al cancer” hace mas de tres décadas, los
avances en la investigacion sobre la carci-
nogénesis han sido espectaculares. Den-
tro de toda la estrategia para hacer frente
al cancer, tiene su hueco el papel de la ali-
mentacién y su repercusion en la salud.
En el afio 2000, el Instituto America-
no de Investigacion sobre el Cancer y
mas recientemente otras instituciones
han marcado el inicio de agresivas cam-
pafas para fomentar habitos
sanos en la alimentacién y a
su vez han fomentado la in-
vestigacion sobre las bases
cientificas del papel protec-
tor de los constituyentes de
la dieta en el cancer. En este
sentido ha habido alguna
caida de mitos. Se ha cons-
tatado que la ingente canti-
dad de estudios realizados
“in vitro” en los que se acha-
caban propiedades benefi-
ciosas de los constituyentes
de los alimentos, tal y como
se encuentran en ellos, son,
en su gran mayoria de du-
dosa extrapolacion a las



condiciones reales “in vivo”. En este sen-
tido, las investigaciones actuales sobre la
relacion alimento-cancer, hacen mas
hincapié en los metabolitos que resultan
tras la digestién en el organismo. Es de-
cir, ¢como y cuanto se absorben los
constituyentes de los alimentos?, ¢en
qué (metabolitos) se transforman?, ¢a
qué tejidos llegan?, ¢qué actividad tie-
nen estos metabolitos que pasan a la
sangre?, ¢qué papel tienen las bacterias

del intestino (flora del colon) en la trans-
formacién de los constituyentes que in-
gerimos?, puesto que la flora del colon
es muy variable en funcién de cada indi-
viduo, ¢puede tener un mismo alimento
distinto efecto en la salud en distintos in-
dividuos?.

Actualmente, merece mencion espe-
cial la “Nutrigenémica”. El desarrollo de
esta ciencia que empieza a asentarse en
los mejores laboratorios mundiales, arro-

jara valiosa informacion acerca del papel
protector de la salud de los constituyen-
tes de alimentos, incluidos los de la dieta
mediterranea. La Nutrigendmica nos per-
mitird evaluar qué genes se ven afecta-
dos como consecuencia de la ingesta de
determinados constituyentes de estos ali-
mentos. De esta manera sabremos el po-
tencial papel de estos constituyentes en
la prevencion de determinadas patologi-
as, incluida el cancer. @
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Nuevas Tendencias de Procesado y
Conservacion de Alimentos Vegetales
de IV Gama

Maria Isabel Gil, Ana Allende, David Beltran y Victoria Selma. Grupo de Investigacion en calidad, seguridad y bioactividad de alimentos vegetales.

Departamento de ciencia y tecnologia de alimentos. CEBAS-CSIC

Los productos de IV gama es-
tan teniendo cada vez mas im-
portancia en nuestro pais, de-
bido al aumento del consumo
de frutas y hortalizas que son
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claves en la dieta mediterra-
nea, asi como también debido
a que son alimentos prepara-
dos y listos para su consumo o
cocinado.



“Productos IV gama”

Los requisitos relativos a las Buenas
Practicas Agricolas (BPA), Buenas Practi-
cas de Fabricacion (BPF) y Buenas Practi-
cas de Distribuciéon (BPD) tienen como ob-
jetivo minimizar el riesgo de contamina-
cion de estos productos de IV gama. La
implantacion de estos programas de hi-
gienizacion resulta necesaria para garan-
tizar la seguridad de las frutas y hortalizas
de IV gama. A pesar de los avances que
se estan produciendo en el sector de la [V
gama para reducir los riesgos de conta-
minacion, estos productos hortofruticolas
se han visto involucrados en algunos pro-
blemas relativos a la salud publica. En
particular, los microorganismos psicrotro-
fos alteradores y patégenos son el princi-
pal motivo de preocupacion, ya que son
capaces de crecer a temperaturas de refri-
geracioén, necesarias en la conservacion
de productos de IV gama. En realidad, la
alteracion de la calidad organoléptica de
un alimento estd generalmente asociada
a un excesivo crecimiento microbiano.
Las guias sobre calidad y seguridad de
frutas y hortalizas en IV gama (1), especi-
fican la necesidad de una etapa de lavado
o higienizacion que sea capaz de eliminar
la suciedad, los residuos de plaguicidas
asi como los microorganismos causantes
de la pérdida de calidad y podredumbre.
No debe olvidarse que, en las etapas de
elaboracion de los productos vegetales en
IV gama, no se emplean procedimientos
que puedan garantizar la asepsia comple-
ta, como seria el caso de la utilizacién de
los tratamientos térmicos. Por tanto, el
control de la microflora sélo podra conse-
guirse mediante una higienizacién muy

estricta durante las etapas de elaboracién
y una adecuada conservacion en atmos-
fera modificada en condiciones de refri-
geracion.

Las técnicas de conservacion mas fre-
cuentemente utilizadas hasta ahora para
el mantenimiento de la calidad de pro-
ductos vegetales de IV gama son las ba-
jas temperaturas y el envasado en at-
mosfera modificada (AM). Sin embargo,
la aplicacion de nuevas tecnologias capa-
ces de mantener la calidad organoléptica
y de inhibir el crecimiento de la flora mi-
crobiana en todos y cada uno de los pa-
sos de la cadena de produccion, procesa-
do y distribucion resulta imprescindible.
La principal razén es la adaptacion que
estan experimentando los microorganis-
mos a condiciones desfavorables, provo-
cando que los métodos de control con-
vencionales dejen de ser efectivos para
inhibir la carga microbiana. La industria
de las frutas y hortalizas en IV gama ha
visto la necesidad de iniciar programas
complejos de desinfeccién que aseguren

la calidad microbiolégica de sus produc-
tos, debido a la capacidad de algunos mi-
croorganismos patdgenos para sobrevivir
e incluso desarrollarse en AM. Por esta
razon, se esta trabajando en la busqueda
de nuevas tecnologias que puedan pro-
porcionar alimentos frescos y seguros.
En la actualidad este grupo del CE-
BAS-CSIC esta desarrollando el proyecto
titulado “Control de microorganismos al-
teradores y patdégenos bacterianos en
productos vegetales de IV gama”
(AGL2004-03060) financiado por el Mi-
nisterio de Educacién y Ciencia. El objeti-
vo principal del proyecto es evitar la con-
taminacion de las frutas y hortalizas en
IV gama por bacterias patdgenas, garan-
tizando su seguridad microbiolégica me-
diante el control de la contaminacién
bacteriana en el campo de cultivo y en la
planta de procesado. Para ello se estan
evaluando diferentes residuos organicos
y aguas de riego de distintos origenes y
calidades (aguas de pozos, aguas resi-
duales depuradas, aguas del trasvase
etc.). Se esta trabajando especialmente en
el control de la contaminacion de las hor-
talizas frescas por microorganismos po-
tencialmente patégenos durante el culti-
vo asi como la proliferacién tras la reco-
leccion mediante la higienizacién en
campo. En la planta de procesado se esta
realizando la higienizacion del producto
entero y tras el procesado en [V gama. La
higienizacion se esta llevando a cabo du-
rante el lavado del producto cortado con
la aplicacién de distintos agentes quimi-
cos como por ejemplo, ozono en disolu-
cién, combinaciéon ozono — ultravioleta,
lavados con calor moderado (45-55 °C),
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clorito de sodio (Sanova®), diéxido de
cloro, peréxido de hidrégeno y lactopero-
xidasa. Por ultimo se estan ensayando
distintas atmésferas de envasado como
tratamiento preventivo durante la conser-
vacién, mediante el empleo de atmosfe-
ras con niveles elevados de oxigeno
(>60%), gases nobles (argéon y helio), ozo-
no y oxido nitroso.

En este trabajo se recogen los princi-

pales métodos de higienizacién asi como
algunas tecnologias de conservacion dis-
ponibles para la industria de alimentos
de IV gama y que pueden representar
una alternativa a las técnicas convencio-
nales.

Métodos de Higienizacion
La estrategia mas efectiva para asegu-
rar que un alimento en IV gama sea be-

neficioso y seguro para su consumo, es la
prevenciéon de la contaminacién micro-
biana en todas las etapas, desde la pro-
ducciéon al consumo. Por tanto, el mejor
método para eliminar microorganismos
patégenos es, en primer lugar, prevenir
su contaminacioén. Sin embargo, esto no
es siempre posible y el lavado e higieni-
zacion del producto resulta de vital im-
portancia para prevenir brotes de toxiin-

* Hipoclorito sddico
* Ac. Peroxiacético

Fig 3. Equipo de azono

PROCESADO, HIGIENIZACION Y ENVASADO DE
LECHUGA ICEBERG:

Lechuga Iceberg

Cortado manual

Fig 1 Lechuga Iceberg procesada

Lavado (4°C)

Higienizantes quimicos:

Agua ozonizada

Envasado

Conservacion
13 dias a 4°C

Activada con UV-C

(100 g/barqueta)

Fig. 4 Barguetas de lechuga

Fig 2. Lavado de lechuga
precesada

Agua (control)

Combinada con
Utrasonidos

CTC 148



fecciones alimentarias.

Los métodos convencionales utiliza-
dos para la higienizacion de alimentos
vegetales enteros y de IV gama agrupan
tratamientos fisicos y quimicos que se
aplican al producto, a los equipos, e in-
cluso a las superficies de trabajo. Se debe
de tener en cuenta que en general, cual-
quier método de desinfeccién tiene ven-
tajas y desventajas, dependiendo de una
serie de factores, como son las caracteris-
ticas de la superficie del producto o equi-
po, la fisiologia de los microorganismos
diana, el tiempo de exposicién, la con-
centracién del agente desinfectante a uti-
lizar, el pH y la temperatura de lavado.
Independientemente del tratamiento se-
leccionado, el lavado y/o higienizacién
de frutas y hortalizas antes de la prepara-
cién del producto para su consumo esta
totalmente recomendada, a pesar de que
esto no garantiza la total inocuidad del
producto.

En la busqueda de los tratamientos de
higienizacion mas efectivos para el lava-

do de frutas y hortalizas, la industria tie-
ne que operar en areas de incertidumbre,
ya que la legislacion vigente es en mu-
chos casos escasa e incompleta. Para la
aplicacion de cualquier tratamiento qui-
mico o fisico a productos vegetales, los
manipuladores y procesadores deben
asumir que dichos tratamientos han sido
previamente probados y autorizados (Ge-
nerally Regarded as Safe, GRAS). En la
Tabla 1 se describen algunos ejemplos
de higienizantes utilizados en la industria
de vegetales de IV gama incluyendo el
nombre comercial, el alimento vegetal, la
dosis aplicada, la temperatura de lavado
y la reduccién de la microflora que oca-
siona.

Entre estas nuevas tecnologias, los tra-
tamientos de choque con agua caliente
tienen un gran potencial para inhibir la
actividad enzimatica de los productos ve-
getales. Sin embargo, este tratamiento es
incompatible con algunos alimentos fres-
cos cortados como es el caso de las frutas
ya que acelera su deterioro. No obstante,

los tratamientos cortos de agua caliente
ofrecen una buena alternativa para el
control de microorganismos patégenos
ademas de inhibir las oxidaciones de al-
gunos vegetales. Asi se ha observado que
los lavados con agua a 45-55 °C prolon-
ga la vida util manteniendo la calidad vi-
sual en lechuga IV gama (9). Por otro la-
do, también se ha observado en lechuga
que estos tratamientos térmicos modera-
dos cuando se combinan con agua clora-
da (100 ml L-1 a 47 °C durante 3 min) re-
ducen hasta 2 unidades logaritmicas la
carga microbiana inicial, frente al pro-
ducto lavado a 4 °C. Ademas, con dichas
combinaciones se consigue una reduc-
cién del pardeamiento en los cortes (10).

Desde que el uso del ozono fue apro-
bado por la legislacion estadounidense
en el afio 2001, han sido muchas las ex-
pectativas de su empleo como agente an-
timicrobiano para el tratamiento de fru-
tas y hortalizas enteras y en IV gama,
tanto en su forma gaseosa como acuosa.
El ozono tiene un gran poder oxidante

TABLA 1: HIGIENIZANTES UTILIZADOS EN LA INDUSTRIA DE PRODUCTOS EN IV GAMA

Higienizante Nombre  Producto IV Dosis=Concentracion x T2 lavado Reduccion microflora Cita
comercial gama tiempo

Acido lactico Purac Endibia 2% x 1.5 min 22 °C RT: 1.6 log 2
Hipoclorito de sodio Lechuga 100 mg/L - 30s, 2 y 5 min. 400 E. coli 0157:H7: 2.2-2.4 log 3
Hipoclorito de sodio Brdcoli 50 mg/L x 30s, 2 y 5 min. 400 E. coli 0157:H7: 1.9-2.6 log 3
Clorito de sodio Sanova Col china 500 mg/L x 15 min. 25°C E. coli 0157:H7:c 0.9 log 4
Didxido de cloro Oxine Lechuga 5 min/ 22° C Tres E. coli 0157:H7 (Lavados 5
estabilizado lavados consecutivos 12y3):1.2,1.7y1.84

Acido perioxiacético  Tsunami Zanahoria 80 mg/L x 2 min. 25°C E. coli 0157:H7: 1.65 log 6

RT: 1.3 log.
Honngos filamentosos: 0.35-0.92 log.
Peréxido de hidrégeno Cantaloupe 5% x 2 min. 25°C Salmonella: 1.8 log 7
0zono en agua Patata bastones 4 ppmx 3 - 7 min. 8°C RT: 0 log (dia 0); 1.14 (dia 5); 0.75 (dia 14) 8
Segundo lavado: Psicrotrofos: 0.6 log (dia 0); 1.14 (dia 5)
300 mg/L Tsunami Bacterias anaerobias: 0 (dia 0); 1.2 (dia 14)
Bacterias 4cido lacticas: 0 (dia 0); 3.29 (dia 14)
Coliformes: 0 (day 0); 3 (day 14)
uv-C Lechuga 30 W x 15 min. A 50 cm. por ambos lados E. coli 0157:H7: 1-1.5 log. 5

RT: Recuento total de aerobios mesofilos
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reaccionando rapidamente con molécu-
las organicas autodegradandose rapida-
mente hasta oxigeno, sin formar produc-
tos de reacciéon que deban ser elimina-
dos. Una de las desventajas del ozono es
que la materia organica interfiere en la
deseada accién antimicrobiana. Por este
motivo, el uso de mecanismos de filtra-
cion se considera esencial para aumentar
la efectividad del ozono en sistemas de
re-circulacion de agua.

En trabajos llevados a cabo por el gru-
po de investigaciéon del CEBAS-CSIC en el
desarrollo del proyecto “Tratamientos
con ozono de hortalizas minimamente
procesadas” (AGL 2001-1269), los lava-
dos con agua ozonizada y agua ozoniza-
da activada con luz UV han sido conside-
rados como una alternativa prometedora
al uso del cloro para la higienizacién de
frutas y hortalizas. El ozono en disolucién
se aplicé en forma de bafio activado por
exposicién a luz UV-C (Procesos de Oxi-
dacion Avanzada) garantizando la seguri-
dad microbioldgica de las muestras de le-
chuga “iceberg” en IV gama de forma se-
mejante al lavado con hipoclorito. Ade-
mas, el lavado con agua ozonizada y
agua ozonizada activada con luz UV-C
mantuvo la calidad sensorial y controlé el
pardeamiento de la lechuga sin causar
una reduccion en los constituyentes an-
tioxidantes (11).

Recientemente en este grupo se han
comparado diversos métodos de higieni-
zacion en bastones de patata fresca don-
de se puso de manifiesto el efecto sinér-
gico del ozono con el acido peroxiacético
(8). Esto se debid a que los microorganis-
mos supervivientes al tratamiento con es-
tos agentes oxidantes fueron mas sensi-
bles durante la conservacion.

El ozono gas se esta utilizando actual-
mente en la industria a concentraciones
muy bajas (0.2-1 ppm) durante tiempos
de exposicion muy prolongados, con el
fin de inhibir el crecimiento fungico du-
rante la conservacion a bajas temperatu-
ras. En el CEBAS-CSIC, el ozono se esta
aplicando junto con la radiacién UV-C
para inducir la sintesis de compuestos
beneficiosos para la salud, como es el ca-
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so del resveratrol en uvas (12). En estu-
dios recientes se ha observado el efecto
beneficioso del choque de concentracio-
nes elevadas de ozono para la elimina-
cion de residuos de plaguicidas. Por tan-
to, el incluir un paso intermedio de trata-
miento con ozono gas puede ser un bue-
na alternativa para incrementar la segu-
ridad de los productos vegetales en 1V
gama. La posible utilizacién de ozono
gas como un tratamiento en el procesado
de productos vegetales, debe ir acompa-
fiada de un estudio detallado que permi-
ta determinar las concentraciones maxi-
mas sin que la calidad del producto se
vea perjudicada.

Tecnologias de conservacion

Se ha observado que la exposicién de
un producto a concentraciones muy ele-
vadas de O2 reduce el crecimiento mi-
crobiano en algunas frutas y hortalizas
de IV gama, pero los resultados obteni-
dos varian mucho dependiendo del gru-
po microbiano diana y del producto en
estudio. Las atmosferas sobreoxigenadas
afectan al metabolismo y a las diferentes
propiedades de los productos vegetales,
tales como la respiracion, el color, la tex-
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tura y la carga microbiana (13). Se ha ob-
servado que cuando altas concentracio-
nes de O2 (> 70 kPa) se combinan con
concentraciones elevadas de CO2 (* 15
kPa), se produce una clara inhibicién del
crecimiento microbiano y de las reaccio-
nes anaerobias de fermentacion, asi co-
mo de las reacciones de oxidacion enzi-
maticas (14). Estas atmosferas sobreoxi-
genadas se estan empleando con gran
éxito a nivel experimental en fresa donde
se ha observado que se mantiene la cali-
dad de las mismas durante la conserva-
cion. Las atmosferas sobreoxigenadas
pueden ser consideradas como una bue-
na alternativa a las AM convencionales.
Sin embargo, el envasado perfecto en AM
con alto oxigeno, aun no ha sido desa-
rrollado con éxito y por este motivo, nue-
vas tecnologias que permitan aplicar es-
tos tratamientos son todavia demanda-
das por productores y distribuidores.

Es de esperar que el uso de combina-
ciones de tratamientos higienizantes y de
otros métodos de conservacion pueda te-
ner efectos aditivos o sinérgicos. Actual-
mente, la industria del procesado en IV
gama tiende al uso de métodos de con-
servacion combinados menos agresivos
para reducir al maximo la pérdida de las
caracteristicas del producto fresco, sin
perjudicar con ello la seguridad del pro-
ducto.
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Identificacion de especies
pesgueras mediante ADN

Alrededor de 1990 comenzo un importante desarrollo y
accesibilidad a diferentes tecnicas de analisis de ADN,
lo cual nos permitio plantearnos la posibilidad de
investigar la adecuacion y el desarrollo de métodos de
identificacion basados en este método.

RICARDO I. PEREZ MARTIN, CARMEN GONZALEZ SOTELO. INSTITUTO DE INVESTIGACIONES MARINAS (CSIC).

ace algunas décadas, la mayoria

de los paises Europeos consumi-

an productos pesqueros captura-
dos, de forma practicamente exclusiva,
por su propia flota y en casi todos los ca-
sos las capturas provenian de sus aguas
territoriales. Ello restringia el consumo
de pescado a un numero muy limitado
de especies, que eran generalmente bien
conocidas por todos los agentes implica-
dos en la cadena de captura, procesa-
miento y venta de los productos pesque-
ros. Habitualmente los pescados descar-
gados eran especimenes enteros, incluso
sin eviscerar, de uno o pocas especies
que eran facilmente clasificadas puesto
que poseian todos sus caracteres morfo-
légicos.

La situaciéon ha cambiado considera-
blemente a lo largo de los ultimos afios,
debido a toda una serie de factores. Uno
de ellos ha sido el desarrollo espectacular
de la tecnologia de los buques de pesca
en alta mar, capaces de navegar por todo
el mundo, y otro, indudablemente, la me-
jora de los métodos de elaboracion y con-
servacién tanto a bordo como en tierra.
Asimismo, el incremento y mejora del
transporte aéreo, maritimo y terrestre y la
globalizacion de los mercados han per-
mitido que un numero cada vez mayor
de especies, tanto frescas como procesa-
das, aparezcan en nuestros mercados.
Ademas, el alto grado de explotacion de
los recursos en las pesquerias clasicas,
junto con el importante aumento de su
consumo a nhivel mundial, ha llevado a la
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busqueda y captura de especies alternati-
vas, incrementando la diversidad de es-
pecies disponibles para el consumidor.
Paralelamente, las normativas relacio-
nadas con la rotulacion y etiquetado de
los alimentos en general, y de los pro-
ductos derivados de la pesca en particu-
lar, han ido apareciendo y desarrollando-
se de forma cada vez mas exigente. Tan-
to a nivel nacional (Real Decreto 331/
1999 para productos frescos y cocidos,
modificado recientemente, y RD 1380/
2002 para productos congelados) como a
nivel Europeo, (Reglamento CE 104/
2000 y 2065/2001) se exige la declara-
cién de las especies empleadas como
materia prima para la elaboracion de ali-
mentos. Ademas, para enero de 2005, es-
ta prevista la entrada en vigor de la ne-
cesidad de implementar los oportunos
sistemas para garantizar la trazabilidad
de los elementos que formen parte de los
mismos, es decir, desde el mar a la mesa
(Reglamento CE 178/2002). En un paso
mas a la hora de normalizar el etiqueta-
do de los productos para el consumo hu-
mano, la Unién Europea ha dictaminado
la implantacion de una normativa de de-
claracion de ingredientes (QUID: Quanti-
tative ingredient declaration, Directiva de
la UE CE 13/2000) por la cual se hace ne-

FIGURA 1

Extracto de ADN de musculo de atun fresco y de
musculo de conserva de atdn. De izquierda a dere-
cha 1: patrén de peso molecular, 2 y 3: ADN de
musculo de atan fresco, 4: patron de peso molecu-
lar, 5y 6: ADN de musculo de atun en conserva.

cesario no solo identificar las especies
que se han utilizado para la elaboracion
del alimento, sino también en qué canti-
dad esta presente cada una de ellas.

De entre los muy diversos grupos de
especies pesqueras que se capturan y co-
mercializan en todo el mundo destacan,

s

-

L]
tanto por su valor comercial como por su
alto consumo, una serie de ellos como los
gadidos (bacalao, lirio, bacaladilla), los tu-
nidos (albacora, listado, melva), los mer-
lucidos (merluza europea, chilena, aus-

tral), los salmoénidos (salmon, trucha, reo),
etc., apareciendo cada vez mas frecuen-

FIGURA 2

Identificacion de espe-
cies mediante secuen-
ciacion de un fragmen-
to del gen del citocro-
mo b (FINS). En negro
aparecen las especies
de referencia de tuni-
dosy enrojo la secuen-
cia de la muestra pro-
blema. Claves de espe-
cies A: Albacora (Thun-

ad
ol
&0
1]

nus alalunga), RO: Rojo
(Thunnus thynnus), RB:
Rabil (Thunnus albaca-
res), P: Patudo (Thun-
nus obesus), L: Listado
(Katsuwonus pelamos),
S: Sarda (Sarda sarda).

La secuencia de Ila
muestra problema es
similar a las secuencias

de Patudo (Thunnus
obesus) y por lo tanto
este es el resultado de
la identificacion.
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temente en los mercados como presenta-
ciones que suponen un cierto grado de
elaboracion y/o transformacién previo de
la materia prima que hace muy dificil,
por no decir imposible, la correcta identi-
ficacion de la especie o especies emplea-
das en su preparacion. Dentro de cada

uno de estos grupos hay una o varias es-
pecies que son mas valoradas que el res-
to por los consumidores. Debe decirse
aqui que esta valoracién relativa no
siempre coincide de un pais a otro, e in-
cluso de una zona geografica a otra. En
cualquier caso, parece evidente que es

FIGURA 3: FUNDAMENTO DE LA IDENTIFICACION
DE ESPECIES MEDIANTE PCR-RFLP
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necesario disponer de herramientas que
nos permitan una verificacion fiable de
las etiquetas que deben de acompanar a
los productos que se comercializan, tanto
al consumidor final como a cualquiera de
los agentes que intervienen a lo largo de
toda la cadena. En este articulo tratare-
mos brevemente la identificacién de las
especies pesqueras presentes en cual-
quier alimento o producto.

Identificacion de especies
pesqueras

La identificacién de las especies biolo-
gicas se lleva a cabo utilizando los carac-
teres taxonémicos, definidos segun Ayala
(1983) como “cualquier atributo de un es-
pécimen perteneciente a un taxén por el
cual difiere o puede diferir de especimenes
de un taxon diferente”. Los caracteres ta-
xonomicos diagnoéstico son unicos y defi-
nen especificamente un taxén particular
(especie, género, familia, orden, etc...).
Determinadas proteinas o la secuencia
contenida en determinados fragmentos
de ADN pueden utilizarse como caracte-
res diagnostico de especie, género o fa-
milia (Sotelo y Pérez-Martin, 2003), estos
se denominan caracteres taxonémicos
bioquimicos. Asi pues, el desarrollo de
métodos que tengan utilidad a la hora de
autentificar las especies presentes en un
determinado producto pesquero, pasa
por la disponibilidad de técnicas de ana-
lisis que revelen de una manera total o
parcial, las diferencias en la secuencia de
aminoacidos de algunas de las proteinas
integrantes del producto o la secuencia
nucleotidica de su ADN.

En el afio 1987 se nos planted, por
parte de la industria conservera, la nece-
sidad de identificar especies en conservas
de tunidos. En aquel momento existia
una normativa de ambito nacional en la
que se especificaba la materia prima a ser
utilizada en las diversas denominaciones
comerciales de conservas de atun; sin
embargo no era posible, con los métodos
analiticos disponibles en aquel momento,
identificar dicha materia prima una vez
elaborada la conserva. Mediante una co-
laboracién con el prestigioso centro esco-
cés Torry Research Station, se comenzd un
proyecto de investigacion cuyo objetivo
era desarrollar una metodologia de iden-
tificacién de especies de tunidos median-
te el analisis de las proteinas del musculo
presente en las conservas. Los resultados
de esta investigacion evidenciaron que, si
bien el analisis de proteinas mediante
electroforesis permitia la diferenciacion



de especies en productos fres-
cos y congelados, esto no era
posible cuando se trataba de
productos sometidos a un tra-
tamiento térmico importante,
como es el caso del proceso
de esterilizacion de conservas.

Alrededor de 1990 comen-
z6 un importante desarrollo y
accesibilidad a diferentes téc-
nicas de analisis de ADN, lo
cual nos permitié plantearnos
la posibilidad de investigar la
adecuacion del desarrollo de
métodos de identificacion ba-
sados en el analisis del ADN.
Se planted asi un nuevo pro-
yecto de investigacion finan-
ciado por la Unién Europea
en el que participaron, ade-
mas de nuestro grupo, el gru-
po de Torry Research Station
dirigido por el Dr. lan Mackie,
un grupo aleman del Instituto
de Bioquimica y Tecnologia
de Hamburgo dirigido por el
Dr. Harmut Rhebein y un gru-
po de la Universidad de San-
tiago de Compostela dirigido
por el Dr. Manuel Rey.

El principal objetivo de este proyecto
era determinar si el ADN del musculo de
atun era estable a los tratamientos térmi-
cos que sufre durante el proceso de ela-
boracion de las conservas (coccién y es-
terilizacién) y si el ADN extraido de las
conservas era adecuado para su analisis.

La extraccion de ADN de las conservas
de atun nos demostré que éste sufre un
proceso de degradaciéon importante, y si
el tamafio medio del ADN extraido de
muestras frescas o congeladas estaba al-
rededor de 20000 pares de bases, en las
conservas este tamafio medio se reducia
hasta un rango de entre 100 y 200 pares
de bases (Figura 1).

Una de las técnicas de analisis de ADN
mas utilizada es la reaccion en cadena de
la polimerasa o PCR (Saiki et al., 1988).
La PCR permite la copia de fragmentos
de ADN especificos en poco tiempo y, a
partir de un escaso numero de moléculas
molde, permiten el andlisis de la secuen-
cia contenida en dicho fragmento utili-
zando diversas técnicas. La PCR nos per-
mitié la amplificacion de fragmentos de
hasta 200 pares de bases del ADN extra-
ido de las conservas de atun (Quinteiro et
al., 1998).

La secuenciacion de fragmentos de
citocromo b de las especies de tunidos

comerciales, permitio el disefio de ceba-
dores (cadenas de ADN cortas, de 20 a
25 nucledtidos, que se utilizan para diri-
gir la amplificacion del ADN a una zona
determinada) que garantizaban la ampli-
ficaciéon de ADN extraido de conservas
de atun.

Entre los métodos de identificacion
mas utilizados se encuentra el analisis de
secuencias o FINS (“Secuenciacién de nu-
cledtidos con informacioén forense”), en el
cual se compara la secuencia de un de-
terminado fragmento de ADN de la
muestra problema con las secuencias dis-
ponibles para ese mismo fragmento de
un grupo de especies de referencia. La
muestra problema se agrupa con las se-
cuencias pertenecientes a los individuos
de la especie correspondiente permitien-
do su identificacién (Figura 2).

Uno de los requerimientos habituales
de las técnicas de analisis de alimentos
es que exista una elevada relacion fiabili-
dad/coste y que ademas el tiempo de
analisis sea lo mas reducido posible. Por
ello, nuestro siguiente objetivo fue inten-
tar buscar metodologias que no requirie-
ran la utilizaciéon de secuenciacién, una
técnica que supone la utilizaciéon de un
equipo de secuenciacion de ADN no
siempre disponible en los laboratorios de

andlisis de alimentos, y que
acortaran sensiblemente el
tiempo de respuesta.
Una de estas técnicas es el
andlisis de los patrones de
restriccion de los productos
de PCR (PCR-RFLP). Esta téc-
nica consiste en una amplifi-
cacion previa de un fragmen-
to de ADN, y una digestion
con enzimas que cortan el
ADN en puntos en los que re-
conocen una secuencia deter-
minada de entre 4 y 6 nucle-
otidos. Esta digestion genera
fragmentos de ADN de pesos
moleculares diferentes de-
pendiendo de la especie (Fi-
gura 3) que se visualizan tras
una electroforesis y una tin-
cién con nitrato de plata.
Otro desarrollo interesante, y
que ha sido tambien objeto
de estudio en nuestro grupo
de investigacion, es la utiliza-
cion de sondas especificas de
ADN. Esta metodologia esta
basada en la hibridacion es-
pecifica de una sonda disefia-
da para una determinada es-
pecie y el ADN de las muestras a analizar.
Solamente el ADN complementario a la
sonda especifica se hibridara con ella. Es-
ta hibridacién se visualiza con una reac-
cioén colorimetrica equivalente a la que se
utilizan en los ensayos ELISA (Figura 4).
En este proyecto se estan desarrollando
sondas para albacora (Thunnus alalunga),
rabil (Thunnus albacares) y atun (Thunnus
spp.). En el caso de lograr este objetivo se
dispondria de un kit de autentificacion de
conservas de atun blanco (T. alalunga),
atun claro (T. albacares) y de atun (Thun-
nus spp.) que solamente requeriria un
termociclador para llevar a cabo una PCR
para identificar estas especies de tunidos.
Por ultimo, el desarrollo de técnicas
de PCR acopladas a hibridacién ha dota-
do a esta técnica de multiples posibilida-
des, una de ellas es la identificacion de
especies. La PCR a tiempo real consiste
en la hibridacién de una sonda de ADN,
marcada con dos fluorocromos, en un
fragmento de ADN situado entre los si-
tios de fusion de dos cebadores para un
ensayo PCR. La emision de fluorescencia
es proporcional, durante los ciclos inicia-
les de la PCR, a la cantidad inicial de
moléculas de ADN portadoras de la se-
cuencia adecuada homologa para que la
sonda hibride con ellas. El ensayo se de-
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nomina Tagman y, aunque en este mo-
mento existen diversas variantes, la base
del mismo es similar en todas ellas. Si
existen mezclas de diversos ingredien-
tes, existira una mezcla de los diversos
ADNSs, y solo aquél para el que se haya
disefiado la sonda sera detectado y
cuantificado. Por lo tanto, hay una detec-
cidn especifica y ademas una capacidad
para la cuantificaciéon del ADN de una
determinada especie.

Ademas del desarrollo de métodos de
identificacion para conservas de tunidos,
nuestro grupo de identificacion ha abor-
dado proyectos de identificacién y cuan-
tificacién de otras especies de pescado de
importancia comercial tales como los ga-
didos (bacalao y especies afines), salmo-
nes, cefaléopodos, sardinas, anchoas, pe-
ces planos, merluzas, esturiones (Reh-
bein et al., 1995, Quinteiro et al., 1998;
Sotelo et al., 2001; Calo et al., 2003; Rus-
sell et al., 2000; Hold et al., 2001; Quin-
teiro et al., 2001; Chapela et al., 2002; pa-
gina web http:/www.iim.csic.es/fsi).
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La revista “CTC Alimentacion
en formato “papel electronico”.

Desde hace varios meses se
puede acceder a la revista
“CTC Alimentacién” en forma-
to “papel electronico” desde
nuestro web http://www.
ctnc.es.

Utilizando la solucién “PAPEL
a WEB” (http://www.papela
web.com), ofrecida por la
empresa The Useful Company
S.L. (http://www.u-company.
com), se ofrece una innovado-
ra solucion que permite dispo-
ner de forma on-line de la ver-
sion digital realista de nuestra
revista. Esta tecnologia digital
permite incrementar el valor
del original, afiadiendo ele-
mentos interactivos como
enlaces, videos o animaciones,
enlazandolos con la web o el

sitio de comercio electrénico,
creando asi una verdadera
herramienta de comunicacion.
Son muchas las ventajas de
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este nuevo medio: desde rea-
lismo y usabilidad, que suavi-
zan la curva de aprendizaje y
aumentan el ratio de conver-

sién, hasta la reduccion de
costes de distribucion, lo que
facilita llegar a un publico
mas amplio. Ademas, la expe-
riencia se enriquece respecto
a la publicacién en papel, per-
mitiendo nuevos medios de
obtener rendimiento y cono-
cer el uso que se hace de la
misma.

El Centro Tecnolégico Nacio-
nal de la Conserva se une asi a
importantes empresas de mul-
tiples sectores de actividad
que ya han confiado en “Papel
a Web” como la solucion ideal
a sus necesidades de publica-
cién de revistas o catalogos:
La Tienda en Casa, Digital+,
Esade, Infonomia, La Caixa,
Tien21 o Endesa.

& Web

it/ fwerw. papelaweb.com

Incremente la expasicidn

Mejore su marketing

...del papel, directo a Internet...

Es un producto de
The l.l:mfI:l Company @

Amortice su inversioén
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Hacia el desarrollo

de técnicas analiticas
rapidas para la deteccion
de toxicos y contaminantes

en alimentos

La creciente exigencia social en relacion a la
calidad y seguridad de los alimentos, esta
impulsando una serie de cambios tanto en el
sector industrial como en el cientifico.
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a creciente exigencia social en re-
lacion con la calidad y seguridad
de los alimentos esta impulsando
una serie de cambios tanto en el sector
industrial, que tiende a desarrollar y a
adoptar nuevos procesos mas seguros,
como en el ambito cientifico, con el desa-
rrollo de nuevas técnicas de evaluacion
analitica mas sensibles, y a nivel institu-
cional, a través de una legislacién mas
estricta en el cumplimiento de las de-
mandas. Estos cambios van encaminados
a ofrecer al consumidor productos frescos
y saludables en los que se preserven sus
propiedades originales. Por motivos ob-
vios, entre los aspectos que mas atencion
reciben estan los relacionados con el es-
tablecimiento de los limites maximos per-
mitidos para determinadas sustancias
consideradas téxicas y/o alergénicas. Es-
tos limites permiten garantizar la seguri-
dad de los alimentos destinados al con-
sumo humano y definir los controles ne-
cesarios sobre los mismos, para compro-
bar su cumplimiento y, en su caso, acce-
der a la detecciéon rapida de eventuales
episodios de contaminacion.
En un intento de preservar la salud de
los consumidores, la Unién Europea exi-
ge el control rutinario de un numero cre-
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ciente de toéxicos y alergenos en una va-
riedad cada vez mayor de matrices, a la
vez que impone una mayor frecuencia
para dichos andlisis. Las sustancias suje-
tas a tales controles incluyen desde pro-
telnas alergénicas a compuestos téxicos
generados bien como consecuencia del
almacenamiento incorrecto de los ali-
mentos o de sus materias primas. Estos
ultimos engloban a los formados por oxi-
dacién o hidrogenacion durante las eta-
pas de procesado industrial, o los asocia-
dos a procesos de contaminacién, bien
sea ésta consecuencia de practicas indus-
triales o agricolas incorrectas que afectan
al producto de partida, de contaminacio-
nes accidentales en los propios tanques o
instalaciones industriales, o de procesos
de adulteracion. La complejidad y labo-
riosidad de algunas de las determinacio-
nes analiticas que hoy dia deben ser rea-
lizadas de manera rutinaria y la reduc-
cion constante de los limites maximos
permitidos de muchas de estas substan-
clas toxicas ha originado, en algunos ca-
sos, un cierto “desajuste” entre las exi-
gencias analiticas derivadas de las legis-
laciones que se pretenden aplicar y las
posibilidades reales de los laboratorios
implicados de llevar a cabo las determi-

naciones exigidas en el tiempo y forma
estipulado. En relacién con estas limita-
ciones, cabe también apuntar que, si bien
los avances tecnolodgicos de las dos ulti-
mas décadas en el campo de la instru-
mentacién analitica permiten disponer
en la actualidad de detectores mas sensi-
bles y selectivos, muchos de los procedi-
mientos de preparacion de muestra habi-
tualmente empleados han evolucionado
poco. En general, el objetivo de estos
procedimientos es la extraccion de los
analitos de la matriz estudiada y la puri-
ficacion progresiva de los extractos obte-
nidos hasta llegar a conseguir una frac-
cion concentrada, lo mas pura posible,
que contenga los compuestos de interés.
Es relativamente frecuente que la etapa
de andlisis instrumental de ese extracto



concentrado y purificado implique el uso
de equipos sofisticados capaces de dar
una respuesta inequivoca en el intervalo
de minutos u horas. Sin embargo, los tra-
tamientos previos necesarios para obte-
ner dicho extracto a partir de la matriz
original se basan en el uso de técnicas
tradicionales que, aunque eficaces y bien
establecidas, se caracterizan por su ele-
vado consumo de tiempo (e.g. los tiem-
pos tipicos implicados en una extraccion
liquido-liquido —LLE- o con Soxhlet osci-
lan entre 1-24 horas), de disolventes or-
ganicos y adsorbentes y falta de automa-
tizacion. Existe por tanto una necesidad
real y creciente de adaptar estas técnicas
clasicas de preparacion de muestra que,
por sus caracteristicas, ralentizan el pro-
ceso analitico global. Los esfuerzos reali-

zados en la ultima década en este campo
de investigacion han llevado a la adapta-
cién de algunos de los métodos clasicos,
pero también al desarrollo de nuevas téc-
nicas. Una de las aproximaciones mas
afortunadas para conseguir este objetivo
ha sido el desarrollo de sistemas acopla-
dos en serie (“at-line” u “on-line”), con o
sin automatizacién. En este campo, la mi-
niaturizacién de los dispositivos se ha re-
velado como un factor clave para desa-
rrollar sistemas analiticos integrados ca-
paces de aumentar de manera significati-
va la capacidad de procesar muestras y la
autonomia.

Adaptacion de técnicas clasicas
A este grupo pertenecerian técnicas ya
ampliamente aceptadas en los laborato-

rios implicados en el control rutinario de
toxicos y alergenos en alimentos, como el
Soxtec, una version semiautomatica del
Soxhlet en la que se consigue una reduc-
cién drastica del tiempo de extraccion (de
6-24 h a 1-2 h) gracias a que la extrac-
cién se produce en caliente; o el mas no-
vedoso Soxhlet asistido por microondas
focalizadas (Focused Microwave-assisted
Soxhlet Extraction, FMSE) que ya se ha
relevado como una interesante alternati-
va para aplicaciones tan dispares como la
monitorizacion rapida de la calidad del
aceite de alimentos prefritos o la deter-
minacion de niveles residuales de conta-
minantes en semillas oleaginosas. En es-
ta técnica, la irradiacion del cartucho de
extraccion con microondas favorece la
eficacia de la extraccion, lo que permite
una reduccion significativa del tiempo de
extraccion (menos de 1 h) sin que las re-
cuperaciones o la reproducibilidad se ve-
an afectados en relacion con los valores
obtenidos con el Soxhlet convencional.
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La FMSE también permite la reduccién
del consumo de disolvente (en general,
menos de 30 ml), elimina la necesidad de
ajustar el contenido en agua de las mues-
tras antes de su andlisis y, puesto que
puede ser integrada en un sistema de in-
yeccion en flujo (Flow Injection Analysis,
FIA), permite su acoplamiento con los
subsiguientes procesos de purificacion y
analisis instrumental dando lugar a siste-
mas integrados semiautomaticos de ana-
lisis. Este hecho, a su vez, redunda en
una reducciéon adicional de los tiempos
de analisis por muestra ya que elimina la
necesidad de la concentracién de los ex-
tractos entre tratamientos sucesivos. Al
tratarse de un sistema cerrado, se reduce
también de manera importante el riesgo
de degradacion, contaminacién y/o pér-
dida de los analitos, algo de especial re-
levancia en el caso de compuestos labi-
les, traza o volatiles, asi como la posible
exposicion del operario a disolventes y
reactivos toxicos.

Otra técnica que ha sido ampliamente
empleada en el campo del andlisis de ali-
mentos desde los 80, y que comparte con
la FMSE todas las ventajas propias de un
sistema de extracciéon cerrado, es la ex-
tracciéon con fluidos supercriticos (Super-
critical Fluid Extraction, SFE). El dioxido
de carbono (CO,) en condiciones super-
criticas es el agente extractor mas habi-
tualmente empleado en SFE porque no
presenta el caracter corrosivo de otras
substancias, como el agua, tiene un pre-
cio razonable, no genera residuos, ya que
se puede disipar en el aire tras su des-
compresion, y su polaridad puede ser
modificada de forma relativamente senci-
lla. Por sus caracteristicas, la SFE parecia
desde su introduccién una técnica ade-
cuada para su acoplamiento con sistemas
de separacion-deteccion como la croma-
tografia de fluidos supercriticos (SFC) o
de gases (GC). Sin embargo, a pesar de la
aparente sencillez de estos acoplamien-
tos por la facilidad de compatibilizar los
fluidos y disolventes empleados en las di-
ferentes etapas del proceso analitico, la
automatizacién e integracién de la SFE
con sistemas cromatograficos sigue pre-
sentando serios problemas instrumenta-
les por la dificultad para recuperar las al-
tas presiones y temperaturas necesarias
al comienzo de cada nueva extraccion.
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Uno de los principales atractivos de
los sistemas integrados es que permiten
una reduccion en linea del tamafo de
muestra de partida, de gran interés en
los casos de disponibilidad limitada de
ésta, sin pérdida apreciable de sensibili-
dad. Esto presenta indudables ventajas
también desde el punto de vista analitico,
ya que se promueve una disminucién en
linea de las cantidades de adsorbentes,
disolventes y reactivos necesarios para
su tratamiento, incluso en el caso de que
se sigan empleando técnicas clasicas de
preparacion de muestra. Pero este aho-
rro en el gasto de fungible no es la unica
ventaja asociada a este escalado de los
métodos de pretratamiento de muestra.
Por un lado, hay que mencionar que mu-
chos de los procesos de extraccion se
pueden ver favorecidos y algunas de las
principales limitaciones de técnicas clasi-
cas obviadas. A modo de ejemplo, cabe
mencionar que en el caso de la LLE, la
reduccion del tamafio de las fases impli-
cadas en la extraccion suele favorecer la
evolucién de las emulsiones, tan comu-
nes en estos procesos, con la consecuen-
te reduccion en el tiempo de andlisis y
mejora en la reproducibilidad de los re-
sultados. Ademas, al reducirse el tamafio
de la muestra, la proporcién agente ex-
tractor/muestra puede ser facilmente au-
mentada con la consecuente mejora en
la eficacia de la transferencia de los ana-
litos de la matriz a la fase extractora sin
incremento final del gasto de disolvente.
No obstante, probablemente una de las
mayores ventajas asociadas a la reduc-
cion del tamafio de muestra es que per-
mite el empleo de ciertas técnicas mo-

dernas de separaciéon caracterizadas por
su alta capacidad de resolucion pero re-
ducida capacidad de carga. A este grupo
pertenecerian técnicas que ya han de-
mostrado su eficacia para el analisis ra-
pido de toxicos y, sobre todo, alergenos
en diferentes alimentos como la electro-
foresis capilar (Capillary Electrophoresis,
CE) o la aun no tan desarrollada croma-
tografia liquida capilar. La existencia de
equipos automaticos en los que la CE se
combina con sistemas on-line de prepa-
racion de muestra, en general basados
en el uso de extraccién en fase solida
(Solid Phase Extraction, SPE) miniaturi-
zada con adsorbentes preferiblemente
selectivos y/o didlisis, son una prueba
del potencial de este tipo de sistemas en
el campo alimentario.

En esta misma linea de adaptacién de
las metodologias clasicas, en la que la
miniaturizacién de los sistemas para su
integracién en un sistema “on-line” sus-
ceptible de ser robotizado y/o automati-
zado aparece como la etapa clave, cabe
finalmente destacar la reciente introduc-
cién de un sistema microondas de redu-
cidas dimensiones acoplado, mediante su
integraciéon en un sistema FIA, con cro-
matografia de liquidos (LC) que sin duda
abre un interesante abanico de posibili-
dades analiticas también para el analisis
de alimentos.

Desarrollo de nuevas técnicas

La segunda via de investigacion para
intentar superar las principales limitacio-
nes de los métodos clasicos de prepara-
cién de muestra ha sido el disefio y desa-
rrollo de nuevas técnicas analiticas. Esta
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linea de trabajo ha dado lugar en los ul-
timos afios a interesantes aproximaciones
cuyas innegables ventajas han hecho que
su uso se haya difundido de manera ra-
pida en distintas areas de investigacion,
incluida la de alimentos. La dispersion de
la matriz en fase sdélida (Matrix Solid Pha-
se Dispersion, MSPD) y la extraccién con
liquidos presurizados (Pressurised Liquid
Extraction, PLE) se encuentran entre las
de uso mas extendido.

La MSPD es una técnica patentada en
1989 por Barker y colaboradores. Consis-
te en la dispersion de la muestra sélida o
semisolida estudiada en la superficie de
un adsorbente apropiado. La mezcla ho-
mogeneizada se empaqueta en una co-
lumna y se extrae con el disolvente o se-
rie de disolventes elegidos. En principio,
una eleccién adecuada del adsorbente
permite la retencion selectiva de (ciertos)
interferentes, con lo que la elucién con
un disolvente apropiado puede conducir
a la extraccion selectiva de los analitos de
interés, o lo que es lo mismo, a la obten-
cion de un extracto listo para ser analiza-
do en la técnica de separacion-deteccion
elegida sin necesidad de purificacién adi-
cional. La simplificacién del proceso de
preparacion de muestra, con la conse-
cuente disminucién de coste tanto en tér-
minos de tiempo como de fungible, han
hecho que esta técnica resulte particular-
mente atractiva para su aplicacién en
analisis rutinarios de monitorizacién, in-
cluido los desarrollados en el campo ali-
mentario. El incontable numero de apli-
caciones y métodos publicados basados
en MSPD durante los ultimos afios y la
variedad de las mismas es la mejor prue-
ba de ello. Las ultimas tendencias en es-
te campo se orientan hacia la miniaturi-
zacién de las columnas, en las que se
empaqueta la mezcla obtenida mediante
MSPD, ya que ello permite su integracién
en un sistema de valvulas similar al em-
pleado en los equipos automaticos y pro-
gramables comerciales de SPE miniaturi-
zada y para los que el acoplamiento con
LC o GC es hoy algo inmediato. Las ven-
tajas de estos métodos miniaturizados de
MSPD han sido fehacientemente demos-
trados en diferentes estudios publicados
en los ultimos afios, por ejemplo, para el
analisis de pesticidas en frutas y vegeta-
les de distinta naturaleza, en los que la
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preparacion de la muestra puede ser
completada en tan sélo 10 min. utilizan-
do cantidades de muestra y adsorbente
del orden de 25 mg y volumenes de di-
solvente en torno a los 100 ul. Cantidades
so6lo algo mayores (unos 100 mg de
muestra y varios ml de disolvente) son
suficientes para la determinacién de con-
taminantes traza, como los congéneres
toxicos individuales de bifenilos policlo-
rados (PCBs), en alimentos grasos de ori-
gen animal cuando se utilizan métodos
basados en esta técnica.

Aunque por sus caracteristicas la
MSPD parece particularmente adaptada
para su aplicaciéon a muestra semisolidas
o solidas, puede ser también empleada
para la preparaciéon de muestras liquidas
previamente liofilizadas.

Algo similar sucede con la PLE, una
técnica que desde su introducciéon en
1995 ha experimentado un crecimiento
espectacular, hasta el punto de poder ser
considerada en la actualidad como una
alternativa valiosa, y en algunos casos
superior, a métodos de extracciéon con-
vencionales como el Soxhlet, el Soxtec o
los ultrasonidos. Por sus caracteristicas y
flexibilidad (puede ser empleada con di-
solventes acuosos y organicos en un am-
plio intervalo de presiones y temperatu-
ras), su eficacia se ve mucho menos afec-
tada por las pequefias variaciones en la
composicion de la matriz a investigar de
lo que en ocasiones se ha observado pa-
ra la SFE. Puesto que en general utiliza
temperaturas y presiones inferiores a las

de la SFE, su instrumentacion resulta me-
nos costosa; mientras que la sencillez de
su fundamento y el hecho de no necesi-
tar la etapa posterior de filtracién de los
extractos, tipica de la MAE, han hecho
que hasta ahora haya sido, de algun mo-
do, preferida a la hora de desarrollar sis-
temas integrados (o acoplados) de prepa-
racion de muestra.

En los ultimos afios se ha intentado el
acoplamiento directo de esta técnica con
sistemas automaticos o semiautomaticos
de purificacién y con las técnicas instru-
mentales elegidas para la determinacion
de los analitos durante el analisis de con-
taminantes traza, como los hidrocarburos
aromaticos policiclicos, PCBs y policloro-
dibenzo-p-dioxinas y furanos, en distintas
matrices, incluyendo los alimentos. Sin
embargo, lo cierto es que los problemas
asociados a la compatibilizacién de los
flujos y disolventes empleados en las di-
ferentes etapas del proceso analitico, han
llevado a la configuracién de sistemas
demasiado sofisticados y caros como pa-
ra poder ser empleados en laboratorios
de rutina por parte de personal no espe-
cializado. De nuevo, la solucién a muchos
de estos problemas parece pasar por el
desarrollo de sistemas de PLE miniaturi-
zados en los que una cantidad de mues-
tra del orden de mg sea extraida con un
volumen de disolvente suficientemente
pequerio (en el intervalo pl-ml) como pa-
ra permitir su transferencia directa y
completa al sistema de medida. En la bi-
bliografia reciente se pueden encontrar
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algunos ejemplos que demuestran las
ventajas practicas de este tipo de aproxi-
macioén, asi como su adecuaciéon para la
determinacion rutinaria de contaminan-
tes toxicos, como PCBs, en alimentos,
siendo su principal limitacién el hecho de
que aun no existen equipos comerciales
de estas caracteristicas.

Por todo ello y como consecuencia del
desarrollo de legislaciones mas restricti-
vas, que exigen un control mas exhausti-
vo de la presencia de estas sustancias
nocivas en alimentos, se requiere del de-
sarrollo de nuevas técnicas analiticas
mas rapidas y sensibles para la deteccién
de toxicos y alergenos en alimentos, asi
como de métodos de evaluacion de la to-
xicidad de componentes, aditivos y con-
taminantes. Es necesario, por tanto, po-
tenciar los estudios que permitan seguir
profundizar en las condiciones de forma-
cion de compuestos eventualmente toxi-
cos que pueden aparecer en los alimen-
tos durante su industrializacién, almace-
namiento y/o su tratamiento culinario.
En este sentido, seria conveniente impul-
sar el desarrollo de procesos alternativos,
u Otros recursos, para controlar y evitar
en lo posible la formaciéon de dichos
compuestos. Se pretende, en definitiva,
poder prevenir y en su defecto abordar
de forma rapida y eficaz posibles casos
que se presenten con motivo de emer-
gencias sanitarias o incluso casos de ba-
rreras que frenen o limiten la salida de
los productos espafioles a los mercados
internacionales. M
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La inmensa produccioén de
residuos que supone la normal
actividad del hombre es uno
de los principales problemas
con los que nos encontramos
en la actualidad. Por ello se
hace necesaria la busqueda de
procesos que permitan utilizar
estos residuos para diversas
aplicaciones, con lo cual se
podrian obtener ademas
importantes ingresos
economicos, ya que esta
posibilidad crea nuevas
fuentes de riqueza que aportan
una mayor rentabilidad al
proceso industrial de partida.
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os residuos agroindustriales, cuya
eliminacion suele suponer un pro-
blema de gestion para las empre-
sas productoras, son fuentes especial-
mente atractivas por su contenido en
compuestos de diferente naturaleza, co-
mo azucares, pigmentos, fibra alimenta-
ria, proteina, polifenoles, lignina,.... La
extraccion de estas distintas sustancias
revalorizaria asi una fraccién de dese-
cho, y originaria compuestos utiles en el
campo alimentario, médico, 6 en el sec-
tor quimico. Entre los residuos agroali-
mentarios abundantes en Galicia destaca
sobre todos el bagazo de uva, aunque
tambien tiene cierta importancia el de
manzana. Ambos han sido utilizados tra-
dicionalmente como abono, ¢ enviados
a plantas que realizan compostaje a par-
tir de materias vegetales. Pero un anali-
sis previo de los bagazos revela en am-
bos la presencia de compuestos fenoli-
cos, que se podrian emplear como aditi-
vos antioxidantes una vez fraccionados e
identificados.
En la industria agroalimentaria galle-
ga juega un papel primordial la industria

FIGURA 1: DESTILACION
DEL BAGAZO DE UVA
i

vitivinicola. A finales de los afios 90 la
produccién de uva para vinificacion se
acercaba a 250.000 Tn, la gran mayoria
en las provincias de Pontevedra y Orense,
provincia esta ultima donde las empresas
de este sector suponen mas del 45% de
las industrias agrarias. La produccion de
uva para vinificacion origina unas 62.000
Tn anuales de bagazo crudo, cantidad
que se reduce tras ser procesada en alco-
holera, siendo los bagazos de estas ulti-
mas industrias el principal subproducto a
revalorizar. A menudo el proceso de des-
tilacion no altera en gran medida los po-
lifenoles del bagazo, e incluso en ocasio-
nes tras la destilacion se detecta un au-
mento de la capacidad antioxidante.

En cuanto al bagazo de manzana resi-
duo de la fabricacion de sidra, proceso
que en Galicia realizan al menos dos em-
presas (Galicia Manzanera y Sidreria Ga-
llega), la cantidad anual se puede estimar
en unas 10.000 Tn anuales, con tenden-
cia al alza, ya que p.e en la provincia de
Lugo las plantaciones se han cuadrupli-
cado en los ultimos afios; esta evolucion
favorecera presumiblemente el procesa-

FIGURA 2: PRENSADO DE LA
MANZANA EN EL PROCESO
DE OBTENCION DE SIDRA

FIGURA 3: EXTRAIBLES EN LOS DISTINTOS RESIDUOS
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do industrial hacia sidra, y por tanto la
cantidad de bagazo generado.

Las técnicas de extraccion de distintos
compuestos son variadas, abarcando des-
de la tradicional extraccion con disolven-
tes hasta procesos de extraccion supercri-
tica. Si el objetivo es aislar los compues-
tos polifendlicos potencialmente utiles co-
mo aditivos antioxidantes en alimentos,
los disolventes mas utilizados han sido
agua, metanol y etanol, pudiendo en oca-
siones el rendimiento en estas sustancias
con ayuda de enzimas hidroliticas.

La extraccion con fluidos supercriticos
(SFE), que se basa en las propiedades fisi-
co-quimicas que adquieren algunas sus-
tancias cuando se les somete a presiones
y temperaturas cercanas a los valores cri-
ticos tiene gran importancia en el aisla-
miento de antioxidantes. Se ha demostra-
do en ocasiones que la actividad de los
antioxidantes obtenidos por CO2 supercri-
tico es mas alta que la de aquellos proce-
dentes de técnicas tradicionales. En el ca-
so de extraccion de compuestos polares
se puede afiadir una baja proporcion de
un modificador como etanol.

En este articulo se pretende extraer
compuestos antioxidantes de naturaleza
polifendlica a partir de bagazos de uva y
manzana. El primer objetivo es obtener
un extracto optimizado en cuanto a su
potencia antioxidante y relacionar estos
resultados con el contenido en polifeno-
les. Por ello se ha empleado la extraccion
con disolventes , una técnica de facil rea-
lizacién y de eleccion cuando se realiza a
nivel de laboratorio en gran numero de
experimentos que permitan optimizar de-
terminados parametros.

Bagazo de uva

El término bagazo es utilizado en Ga-
licia para designar el orujo como residuo
de vinificacion (el reglamento vitivinicola
de la CEE lo define como el residuo re-
sultante del prensado de las uvas frescas,
fermentado ¢ no fermentado). El bagazo
esta compuesto por raspon, hollejo, pepi-
tas y residuos organicos y minerales pro-
cedentes de las uvas; se estima que de
100 Kg. de uvas se obtienen unos 20-25
Kg. de bagazo, cantidad que disminuye si
lo que se emplea es “bagazo de alcohole-
ra”, es decir, el residuo de la posterior
destilacion para obtener aguardiente,
que queda empobrecido particularmente
en hollejo. Las proporciones de los distin-
tos componentes del bagazo varian con-
siderablemente con el tipo de uva. Asi,
p.e. la variedad Mencia tiene una propor-
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cién de raspén 3 veces menor que la va-
riedad Godello, siendo bastante mas alta
la proporcion de hollejo y pepitas.

Los compuestos polifendlicos de la
uva se encuentran preferentemente en la
piel y en las pepitas; la piel contiene un
7.8% de las catequinas totales de la uva y
un 17% de los taninos. En las pepitas el
contenido es mucho mayor, pues contie-
nen el 92% de las catequinas y el 80% de
los taninos totales de la uva; se deduce
que el contenido de estos compuestos en
el hollejo es baja. La cantidad y calidad
de polifenoles en la uva depende sobre
todo de la variedad, clima, terreno y de
las practicas de cultivo.

Bagazo de manzana

El bagazo de manzana proviene prin-
cipalmente de la industria de sidra y zu-
mos, aunque en este articulo se consi-
derara solo el de sidra, dado que el re-
sultante de la industria de zumos, por el
proceso de obtencién estad muy empo-
brecido en compuestos antioxidantes.
Los desechos de la sidra son ricos en
polisacaridos, y se consideran una im-
portante fuente de fibra dietaria; contie-
nen tambien compuestos polifendlicos ,
entre otros acido clorogénico y presen-
tan una cierta proporcién de taninos
condensados.

Aunque el prensado para obtener el
zumo se lleva a cabo en prensas simila-
res a las empleadas con uva, en el caso
de la manzana se suele previamente tri-
turar para conseguir una pasta que ma-
cera durante cierto tiempo, en el que se
oxida y ablanda. Este ablandamiento es
debido a las sustancias pécticas de la
manzana.

Proceso de extraccion

Los bagazos de uva fueron proporcio-
nados por las empresas Vitivinicola del
Ribeiro (Leiro, Orense) y Aguardientes de
Galicia (Vedra, A Corufia), en tanto que el
bagazo de manzana lo proporcioné CI-
BER (Porrifio, Pontevedra). Estos mate-
riales se caracterizaron en cuanto a hu-
medad y contenido en extraibles (en este
caso en agua, metanol y etanol), mos-
trandose los resultados en la Tabla 1y la
Figura 3.

Como se puede comprobar, el etanol
fue el mejor disolvente extractor, y el ba-
gazo de uva el residuo que mas extrai-
bles contiene, con un porcentaje que ca-
si alcanza el 80%, siendo el 60% para
manzana. De todas formas, mas que los
extraibles interesa cuantificar los polife-
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noles y su poder antioxidante, lo que se
llevara a cabo mediante el método de
Folin-Ciocalteu (Singleton & Rossi,1965)
y la captacion de radicales libres (% Inhi-
bicién, DPPH), (Brand-Williams et al,
1995).

Un aspecto importante y que a veces
se olvida es la optimizacién del rendi-
miento de extraccion. Lo llevamos a cabo
mediante un disefio factorial de experi-
mentos, variando tres parametros, tem-
peratura, tiempo de extraccion y relacion
liquido/solido. Sus rangos de variacion
fueron de 30-90 min, de 25-50°C y L/S
entre 1y 5. En cada experimento utiliza-
mos 10g. de bagazo de manzana y 20 g.
de bagazo de uva. En el caso de uva se
ensayaron distintas variedades; como re-
sumen se puede decir que en bagazos de
prensado las uvas tintas ofrecieron mejo-
res resultados, pero en cuanto a poder
antioxidante, los bagazos de alcoholera
procedentes de uva blanca se mostraron
superiores. En todos los casos, los mejo-
res resultados para actividad antioxidan-
te se obtienen para las mayores tempera-
turas y las mas bajas relaciones liquido-

solido. En uva, el efecto del tiempo fue
variable, en tanto que en bagazo de man-
zana los tiempos largos proporcionaron
los mejores resultados. En la Tabla 2 se
muestran los resultados obtenidos en las
condiciones 6ptimas para los dos alcoho-
les, disolventes que ofrecieron los mejo-
res resultados. Los datos de bagazo de
uva presentados corresponden a una
mezcla de variedades tintas de bagazos
de prensado, procedentes de la zona del
Ribeiro. Destaca la alta actividad antioxi-
dante del bagazo de uva, pero tambien
que el % de extraibles queda muy lejos
del maximo obtenible.

En las condiciones 6ptimas encontra-
das se procedié a nuevas extracciones
empleando una cantidad de materia pri-
ma de partida 4 veces mayor, a fin de ob-
tener una cantidad suficiente de extracto
para proceder a una primera purificacion
e identificacion de componentes. Se ob-
tiene tras la purificacién un extracto
acuoso y otro denominado OW en el que
van las sustancias solubles en agua y
acetato de etilo. Realizada una primera
identificacién por HPLC-Masas, se con-

FIGURA 4
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FIGURA 5: ESQUEMA DEL FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTO POLIFENOLICO DE BAGAZO DE UVA
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cluye que los polifenoles mayoritarios en
los bagazos de uva y manzana son:

Bagazo de Uva: derivados de acido
galico, quercetina, catequina y resveratrol.

Bagazo de manzana: derivados de
acido clorogénico,p-cumarico, quercetina
y luteolina.

Dado que todos estos compuestos
pueden tener importantes y diversas apli-
caciones, se impone el fraccionamiento a
fin de identificar las distintas fracciones y
proceder a su aplicaciéon como aditivos
alimentarios por separado, para seleccio-
nar las mas adecuadas.

Fraccionamiento

Todos, o la gran mayoria de los com-
ponentes de los extractos polifendlicos
son posibles antioxidantes porque son ca-
paces de captar y desactivar los llamados
radicales libres, que, como se ha comen-

FIGURA 6: APARATO PARA
EL FRACCIONAMIENTO DEL
EXTRACTO POLIFENOLICO

tado, estan en el origen del deterioro de la
mayoria de alimentos. Sin embargo, no
todos los componentes de los extractos
son igualmente eficaces porque hay que
tener en cuenta que para actuar como ta-
les, los antioxidantes han de llegar al lu-
gar del alimento donde se producen las
oxidaciones o donde se acumulan los ra-
dicales. Dado que la mayoria de los ali-
mentos son sistemas complicados, en los
que el agua, los lipidos y las proteinas for-
man estructuras muy ordenadas, la efica-
cia de un antioxidante, ademas de su ca-
pacidad intrinseca de captar radicales, de-
pendera de su capacidad de distribuirse
por el alimento y llegar a su lugar de ac-
cion. Un factor muy importante relaciona-
do con la efectividad de un antioxidante
es su tendencia a disolverse preferente-
mente en agua (hidrofilicidad), en aceite
(lipofilicidad), o en ambos (amfifilicidad).

El tamafio y la flexibilidad del antioxidan-
te son caracteristicas relacionadas con las
anteriores. En la Figura 4 se muestra la
estructura de algunos de los componen-
tes mayoritarios de los extractos de man-
zana y uva. Por ejemplo, si nos fijamos en
la Figura 4, apartados C y D, aunque las
unidades constituyentes son las mismas
(catequina o epicatequina), a efectos de
eficacia antioxidante no es lo mismo que
éstas estén en forma monomérica (C) u
oligomérica (pequefios polimeros) (D), co-
mo se vera mas adelante. Ademas, el he-
cho de que los mondémeros o polimeros
pueden contener unidades de galato (Fi-
gura 4) también tiene su importancia.
Existen técnicas cromatograficas, (se-
paracién por paso a través de una co-
lumna rellena con un polimero que dis-
crimina unos componentes de otros) que
nos han permitido obtener fracciones
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que contienen polifenoles con
componentes de diferente tama-
fio e hidrofilicidad. Esto se con-
siguié mediante el empleo de
dos rellenos distintos, uno que
separa mayoritariamente por hi-
drofilicidad y otro que separa
mayoritariamente por tamarfio.
En la Figura 5 se muestra el es-
quema utilizado para obtener, a
partir del extracto OW de baga-
zo de uva, fracciones que poste-
riormente fueron evaluadas co-
mo antioxidantes alimentarios.
Mediante una método puesto a
punto en nuestros laboratorios
(Torres and Selga 2003) se han
calculado los tamafios medios
(mDP) y los porcentajes de gru-
pos galato (G) en las fracciones.

Mediante el esquema de frac-
cionamiento de la Figura 5 se
obtuvo un coleccién de fraccio-
nes que contenian mayoritaria-
mente catequinas, flavonoles (si-
milares a la quercetina, Figura
4B) o mezclas de ambos tipos. A
su vez, las catequinas se separa-
ron segun su tamafo medio, en-
tre 1 (Figura 4C) y 4 (Figura 4D)
unidades constituyentes aproxi-
madamente.

Los extractos naturales como
aditivos alimentarios

Una de las principales alteraciones de
los alimentos durante su tratamiento y
conservacion es la rancidez, que se mani-
fiesta en la aparicién de aromas y gustos
desagradables, y conlleva a su rechazo por
parte del consumidor. Estas alteraciones
se relacionan con el deterioro oxidativo de
las grasas o lipidos de los alimentos. Cuan-
to mayor sea el grado de insaturacion de

FIGURA 7: FORMACION DE PRODUCTOS OXIDACION EN ACEITES
DE PESCADO TRATADOS CON EXTRACTO DE MANZANAS

los lipidos, es decir a mayor concentracion
de acidos grasos insaturados, los alimen-
tos seran mas susceptibles a sufrir las re-
acciones de oxidacion y por tanto a desa-
rrollar con mayor velocidad la rancidez. El
caso paradigmatico son los aceites y gra-
sas de los pescados. Los lipidos del pesca-
do se caracterizan por su elevada concen-
tracion en acidos grasos poliinsaturados
(familia n-3). Estos componentes tienen
asociado un papel beneficioso en la pre-
vencion de enfermedades coronarias o la
arterioesclerosis y confieren al musculo de

pescado un elevado valor nutriti-
vo como alimento, pero a su vez
lo convierten en un sustrato muy
susceptible a sufrir procesos de-
teriorativos.

La oxidacion de grasas y aceites
ha sido objeto de numerosos es-
tudios y uno de los procedi-
mientos mas eficaces en la pre-
vencion de la oxidacion de los
alimentos grasos es la utiliza-
cion de antioxidantes. Se trata
de substancias que son capaces
de inhibir o retardar el desarro-
llo de la oxidacién bien porque
actuan impidiendo que ésta se
inicie o bien impidiendo que és-
ta se propague.

Los antioxidantes mas emplea-
dos han sido los sintéticos como
el butilhidroxianisol (BHA) y el
butilhidroxitolueno (BHT), que
poseen alta estabilidad, bajo
coste y una buena eficacia an-
tioxidante. Aunque el empleo de
antioxidantes alimentarios sinté-
ticos esta permitido, las norma-
tivas internacionales tienden a
restringir su empleo, y en con-
creto, la UE prohibe su utiliza-
cién en alimentos infantiles y
aceites envasados. Su uso esta regulado y
restringido en numerosos paises, y su uti-
lizacion en alimentos esta decreciendo.
Debido a la oposicién al empleo de an-
tioxidantes sintéticos en la alimentacion,
las investigaciones se han dirigido a en-
contrar productos de origen natural con
actividad antioxidante.

Los bagazos de uva y manzana han re-
sultado ser una fuente de obtencion de
compuestos con una elevada actividad
antioxidante in-vitro. Es preciso compro-
bar si esa actividad in-vitro se mantiene

FIGURA 8: FORMACION DE PRODUCTOS DE OXIDACION EN
EMULSIONES DE ACEITES DE PESCADO EN AGUA TRATADAS
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en los alimentos y por tanto, si los extrac-
tos y compuestos obtenidos son capaces
de estabilizar la calidad de los alimentos
al inhibir la oxidacion de sus grasas. Co-
mo ejemplos representativos para ensa-
yar la eficacia de los extractos y fracciones
procedentes del bagazo se eligieron siste-
mas modelo basados en aceites de pesca-
do y emulsiones de aceite de pescado en
agua que simulan perfectamente a ali-
mentos como sopas, mayonesas o salsas.
En las Figuras 7 y 8 se puede ver la
efectividad de los extractos procedentes
de bagazos de uvas y manzanas extraidos
en metanol y descritos en la Tabla 2, para
ralentizar la formacién de los productos de
oxidacion en aceites de pescado y emul-
siones de aceites de pescado en agua.
Los resultados indicaron que los ex-
tractos totales obtenidos mediante extrac-

TABLA 1:

HUMEDAD DE LAS
MATERIAS PRIMAS

Residuo % Humedad
Uva 64,00 + 1,44
Manzana 85,00 = 0,10

cion solido-liquido de bagazo de manza-
na fueron ligeramente eficaces en la in-
hibicion de la oxidacién de los aceites y
muy eficaces en la inhibicién de la oxida-
cién de las emulsiones. Por el contrario,
los extractos procedentes de bagazo de
uvas no son eficaces en aceites y muy po-
co eficaces en emulsiones, incluso los ex-
tractos procedentes de uvas blancas han
mostrado en ambos sistemas actividades
pro-oxidantes.

Sin embargo, cuando los extractos to-
tales son fraccionados segun el esquema
descrito en la Figura 5 y se emplean los
compuestos aislados, la situaciéon cambia
totalmente. En la Tabla 3 puede verse el
porcentaje de inhibicién en la formacion
de productos de oxidacién en aceites y
emulsiones de aceites en agua tratados
con los compuestos flavonoides aislados

a partir de las fracciones totales. Los re-
sultados indicaron que mientras los ex-
tractos brutos procedentes del bagazo de
uva, sin purificar y con una elevada con-
centracion de compuestos glicosilados,
no eran eficaces, las fracciones purifica-
das si fueron capaces de retardar la ran-
cidez oxidativa en aceites y emulsiones.El
grado de polimerizacién o el numero de
grupos galato no influy6 en la eficacia
encontrada en los aceites donde el papel
primordial parece ser la concentraciéon
molar. Sin embargo, el grado de polime-
rizaciéon y de la galoizacion, asi como la
anfifilicidad fueron determinantes en la
eficacia antioxidante encontrada en
emulsiones.

En los estudios sobre eficacia de nue-
vos antioxidantes de origen natural, es
recomendable comparar la efectividad

TABLA 2: CARACTERISTICAS DE LOS EXTRACTOS
DE BAGAZOS DE UVA Y MANZANA

Residuo % Extraibles
Bagazo de Uva (Etanol) 33,6
Bagazo de Uva (Metanol) 33,4
B. Manzana (Etanol) 33,6
B. Manzana (Metanol) 20,2

% Polifenoles Activ. antioxidante

0,20 79,4
0,35 93,0
0,19 72,7
0,22 70,0
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obtenida con las nuevas moléculas fren-
te a un antioxidante sintético. En este ca-
so se eligio el propil galato por su simili-
tud molecular a los compuestos obteni-
dos a partir de los bagazos. Tanto en los
aceites de pescado como en las emulsio-
nes de aceites de pescado en agua, se
han identificado fracciones aisladas a
partir de los extractos totales con eficacia
comparable a la obtenida con el propil
galato, incluso siendo empleadas a con-
centraciones molares inferiores a la del
propil galato (Tabla 3).

Las fracciones que lograron los mejo-
res resultados en la inhibicién de la oxida-
cioén de las emulsiones se estan emplean-
do actualmente con éxito para ralentizar
la rancidez de pescados grasos como jurel
o caballa, almacenados congelados, en
los que se esta consiguiendo un aumento
significativo del periodo de vida util.

La conclusién o resultado mas relevan-
te de este trabajo es que es posible obte-
ner y disefiar sistemas de INGREDIENTES
basados en POLIFENOLES NATURALES
para prevenir el desarrollo de la rancidez
en productos alimenticios elaborados con
aceites de pescado y musculo de pescado
graso. Para que sean una realidad nues-
tros grupos de investigacion estan actual-
mente probando su eficacia (actividad,
compatibilidad organoléptica), su seguri-
dad (biomedicina, toxicologia) y su viabili-
dad econdmica (tecnologia de extraccion
y purificacion).
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TABLA 3: PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA FORMACION DE COMPUESTOS
DE OXIDACION EN ACEITES DE PESCADO Y EMULSIONES DE ACEITES DE

PESCADO EN AGUA MEDIANTE LA ADICION DE FRACCIONES PURIFICADAS
A PARTIR DE BAGAZO DE UVA (MEDIA * SD)

Antioxidantes Hidroperoxidos Hidroperoxidos
Fendlicos Dia 5 Aceites Dia 7 Emulsiones
Control 0003 0,705
Extracto OW 30,6 0,2 70,7 = 2,1
Fraccion | 43,5 £ 5,6 539 =28
Fraccion IV 20,2 2,3 63,7 = 1,6
Fraccion V 61,6 = 2,3 49,9 + 3,4
Fraccion VI 447 = 3,9 12915
Fraccion VIl 432 + 41 11,6 = 4,9
Fraccion VIIl 15,3 £ 0,7 30,7 £ 9,7
Propil galato 69,3 £ 1,7 69,5 = 5,5
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Referencias legislativas

B Orden SC0/3719/2005,
de 21 de noviembre, so-
bre sustancias para el trata-
miento del agua destinada
a la produccién de agua de
consumo humano.

BOE 01/12/2005

M Orden PRE/4097/2005,
de 26 de diciembre, por la
que se establecen las bases
reguladoras de las subven-
ciones para la realizacion de
proyectos de investigacion
aplicada, dentro del progra-
ma nacional de medidas de
ayuda a la apicultura.

BOE 29/12/2005

B Resolucién de 19 de di-
ciembre de 2005, de la
Secretaria de Estado de
Universidades e Investiga-
cioén, por la que se hace pu-
blica la convocatoria de
ayudas para la realizacion
de proyectos de estimulo a
la transferencia de resulta-
dos de investigacion, en el
marco del Plan Nacional de
Investigacion Cientifica,

Desarrollo e Innovaciéon
Tecnolégica 2004-2007.
BOE 27/12/2005

H Resolucion de 13 de di-
ciembre de 2005, de la Se-
cretaria de Estado de Uni-
versidades e Investigacion,
por la que se hace publica
la convocatoria de las ayu-
das para la realizacion de
las denominadas «Acciones
Complementarias Interna-
cionales», dentro del marco
del Programa Nacional de
Cooperaciéon Internacional
en Ciencia y Tecnologia.
BOE 28/12/2005

H Resolucién de 5 de di-
ciembre 2005, de la Secre-
taria de Estado de Universi-
dades e Investigacion, por
la que se hace publica la
convocatoria del Programa
Torres Quevedo, para la
contratacion de personal de
[+D (doctores y tecnologos)
en empresas, centros tecno-
légicos y asociaciones em-
presariales, en el marco del
Programa Nacional de Po-

tenciacion de Recursos Hu-
manos del Plan Nacional de
Investigacion Cientifica, De-
sarrollo e Innovacién Tec-
nolégica 2004-2007.

BOE 28/12/2005

B Reglamento (CE) n°
1822/2005 de la Comi-
sion, de 8 de noviembre
de 2005, por el que se mo-
difica el Reglamento (CE) n°
466/2001 en lo referente a
los nitratos en determina-
dos vegetales.

DOUE 09/11/2005

B Orden APA/4178/2005,
de 22 de diciembre, por
la que se ratifica el Regla-
mento de la Denominacion
de Origen Protegida Pi-
mentén de la Vera y su
Consejo Regulador.

BOE 05/01/2006

M Directiva 2005/79/CE de
la Comision, de 18 de no-
viembre de 2005, por la
que se modifica la Directiva
2002/72/CE relativa a los
materiales y objetos plasti

cos destinados a entrar en
contacto con productos ali-
menticios.

DOUE 19/11/2005

B Real Decreto 1513/2005,
de 16 de diciembre, por el
que se desarrolla la Ley
37/2003, de 17 de no-
viembre, del Ruido, en lo
referente a la evaluacion y
gestion del ruido ambiental.
BOE 17/12/2005

B Real Decreto 1614/2005,
de 30 de diciembre, por
el que se modifica el Re-
al Decreto 1852/1993,
de 22 de octubre, sobre
produccion agricola ecolo-
gica y su indicacion en los
productos agrarios y ali-
menticios
BOE 03/01/2006

B Reglamento (CE) n°
2073/2005 de la Comi-
sién, de 15 de noviembre
de 2005, relativo a los cri-
terios microbiologicos apli-
cables a los productos ali-
menticios.

DOUE 22/12/2005

OFICINA DE RESULTADOS DE INVESTIGACION OTRI DEL CENTRO TECNOLOGICO
NACIONAL DE LA CONSERVA Y ALIMENTACION

Mision de la OTRI

M Identificar los resultados generados por los Grupos de Investigacion de la y difundirlos entre las empresas

promoviendo la innovacion y competitividad del sector agroalimentario.

M Servir de apoyo a las empresas, especialmente a las PYMES en la redaccion
y solicitud de proyectos de investigacion, innovacion, asistencia técnica, etc.,
aportando informacion sobre las distintas posibilidades de financiacion.
M Canalizar la oferta de investigacion hacia las empresas, para
facilitar la colaboracion entre técnicos de empresas

e investigadores de centros pUblicos o privados de investigacion.
M Colaborar en la incorporacion de tecnélogos y doctores

en las empresas.

CTC 176




MED BIO DISTRI NET

COFINANCIADOR: INFO

INSTITUTO DE FOMENTO
REGION DE MURCIA

CONTEXTO

SECTOR PRODUCTOS ECO/BIO * Desarrollo e innovacién de las empresas de transformacién

« Con un desarrollo de crecimiento del 20% anual. y de la distribucién en las seis zonas colaboradoras.

+ Engloba a la mayorfa de PYMES de las seis regiones * Crear una red y favorecer la cooperacién entre regiones.
participantes. = Conseguir que éstos productos sean mds atractivos para

* Se enmarca dentro de el programa Interreg IIIB Medoc. el conjunto de los consumidores.

LO QUE ESTA EN JUEGO ACCIONES MED BIO DISTRI NET

MEJORAR LA COMPETITIVIDAD . Estlugio cgantitagvo y cualitativfo en Iasl;eis rf{egiones|

colaboradoras. Durante estas fases se identificardn las mejores

DETODAS LAS EMPRESAS EN EL SECT,OR précticas referidas a la distribucién, promociones, envases,J

DE PRODUCTOS ECOLOGICOS/BIOLOGICOS embalajes e innovacién en los productos y procesos.

* Focalizado en las empresas de transformacion y distribucion. * Durante una accién piloto un grupo de compafifas

* Representacién de todo el segmento ECO/BIO: compartirdn estas mejores prdcticas para que se beneficie
Agroalimentario / Productos de la salud / Cosméticos el sector en su conjunto.

Programme
laterredg I

MEDOCC ==

OBJETIVOS
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CATALUNA
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PACA LOMBARDIE TOSCANA

!nm

SOCIOS DEL PROYECTO MED BIO DISTRI NET

- Chambre de Commerce et d’Industrie de la Drome
CCI Drome, Region Rhone-Alpes (Francia).

- Chambre de Commerce et d’Industrie de Marseille Provence
CCl Marseille, Region Provence Alpes Céte d’Azur (Francia).

- Euro Info Centre-Azienda Speciale della Camera di Commercio di Milano
EIC Milano, Region Lombardia (ltalia).

o) ko

- Promofirenze-Azienda Speciale de la Camera di Commercio Industria Artigianato di Firenze

MURCIA Region Toscana (Italia).
C ?::.:;75g|co - Centre de Desenvolupament Rural Integral de Catalunya
T Nacional de la CEDRICAT, y Centre Tecnologic Forestal de Catalunya (CTFC, Region Catalufia (Espaiia)
Conserva y

Alimentacion - Centro Tecnolégico Nacional de la Conserva y Alimentacion
C CTC, Region Murcia (Espafia).




4’ ASOCIADOS

Empresas asociadas al Centro Tecnologico

« ACEITUNAS CAZORLA, S.L. + CONSERVAS FERNANDEZ, S.A. - GOLDEN FOODS, S.A. « MARTINEZ ARRONIZ, S.L.
* AGARCAM, S.L. www.ladiosa.com www.goldenfoods.es * MARTINEZ NIETO, S.A.
« AGRICONSA « CONSERVAS HERVAS « GOLOSINAS VIDAL, S.A. WWW.marnys.com
« AGROMARK 96, S.A. « CONSERVAS HOLA, S.L. + GOMEZ Y LORENTE, S.L. « MATEO HIDALGO, S.A.
- AGROSOL, S.A. « CONSERVAS HUERTAS, S.A. * GONZALEZ GARCIA HNOS, S.L. + MAXIMINO MORENO, S.A.
» AGRUCAPERS, S.A. www.camerdata.es/huertas www.sanful.com * MENSAJERO ALIMENTACION, S.A.
 AGRUMEXPORT, S.A. - CONSERVAS LA GRANADINA, S.L.  * HALCON FOODS, S.A. www.mensajeroalimentacion.com
« ALBALADEJO HERMANOS, S.A.  * CONSERVAS LA ZARZUELA www.halconfoods.com * MIVISA ENVASES, S.A.
(SALAZONES DIEGO) + CONSERVAS MARTINETE * HELIFRUSA - www.helifrusa.com Www.mivisa.com
- ALCAPARRAS ASENSIO SANCHEZ ~ * CONSERVAS MARTINEZ * HERO ESPANA, S.A. - www.hero.es MULENA FOODS, S.A.
« ALCURNIA ALIMENTACION, S.L. GARCIA, S.L. - www.cmgsl.com  ° HRS ESPIRATUBE, SL. * NANTA, S.A.
« ALIMENTARIA BARRANDA. S.L » CONSERVAS MARTINEZ, S.A. + HIJOS DE BIENVENIDO * PEDRO GUILLEN GOMARIZ, S.L.
o ALEGRIA, C.B.
« ALIMENTOS PREPARADOS » CONSERVAS MIRA « HIJOS Dé ISIDORO CALZADO. S.L www.soldearchena.com
NATURALES, S.A. www.serconet.com/conservas rad » 9=« PENUMBRA, S.L.
« ALIMENTOS VEGETALES, S.L. * CONSERVAS MODESTO . WWW.conservas-Caizado.es * POLGRI, S.A.
HIJOS DE JOSE PARRA GIL, S.A.
« ALIMINTER, S.A. CARRODEAGUAS « HUJOS DE PABLO GIL GUILLEN. S.L « POSTRES Y DULCES REINA, S.L.
www.aliminter com + CONSERVAS MORATALLA, S.A. « HISPANIA FOODS. S.L » =« PRODUCTOS BIONATURALES
« ANDALUZA DE TRATAMIENTOS Www.conservasmoratalla.com « HORTICOLA ALBACETE, SA CALASPARRA, S.A
INDUSTRIALES. S.L. - COOPERATIVA “CENTROSUR” « HUERTA CAMPORICO. S.L « PRODUCTOS JAUJA, S.A.
« ANTIPASTI, S.L. * COOPERATIVA “LA PLEGUERA” « HUEVOS MARYPER, S.A. www.productosjauja.com
Www.cesser.com/taparica « CREMOFRUIT, S. COOP » IBERCOCKTEL - PRODUCTOS QUIMICOS
- ANTONIO HIGUERAS TALAVERA  * DERIVADOS DE HOJALATA, SA. . inGovEGA, S.L. J. ARQUES ,
- ANTONIO MUNOZ Y CIA, S.A. www.dhsa.es - INDUSTRIAS AGRICOLAS DEL * PRODUCTOS MEDITERRANEO
« ANTONIO RODENAS « DREAM FRUITS, S.A. ALMANZORA, S.L. BELCHI SALAS, S.L.
MESEGUER, S.A. www.dreamfruits.com www.industriasagricolas.net « PRODUCTOS SUR, S.L.
« ANUKKA FOODS. S.A « EL QUIJERO, S.L. - J. GARCIA CARRION, S.A. * RAMON GUILLEN E HIJOS, S.L.
WWW anukkafooc}s 'co.m * ENVASUR, S.L. www.donsimon.com + RAMON JARA LOPEZ, S.A.
« AUFERSA ' « ESTERILIZACION DE ESPECIAS « JABONES LINA, S.A. - ROSTOY, S.A
. Y CONDIMENTOS, S.L. * JAKE, S.A. WWW.rostoy.es
a%x:}ziﬁg:gfgszg‘ess'A' « ESTRELLA DE LEVANTE, - JOAQUIN FERNANDEZ E HIJOS, S.L. = SAMAFRU, S.A.
. BERNAL MANUFACTURAbOS FABRICA DE CERVEZA, S.A. » JOSE AGULLO DIAZ E HIJOS, S.L. www.samafru.es
+ EUROCAVIAR, S.A. www.conservasagullo.com * SAT EL SALAR, N° 7830
DEL METAL, S.A. (BEMASA) i - JOSE ANTONIO CARRATALA i
« BRADOKC CORPORACION WWWw.euro-caviar.com www.variedad.com
ALIMENTARIA. S.L « EXPOLORQUI, S.L. PARDO « SAT 5209 COARA
bradock ot * FJ. SANCHEZ SUCESORES, S.A.  * JOSE MANUEL ABELLAN LUCAS - SAT LAS PRIMICIAS
www.bradock.net « FACONSA * JOSE MARIA FUSTER « SOCIEDAD AGROALIMENTARIA
C.R.D. E ESPARRAGOS DE (INDUSTRIAS VIDECA, S.A) HERNANDEZ, S.A. PEDRONERAS, S.A.
HUERTOS-TAJAR - FAROLIVA, S.L. - www/arolivacom ° JOSE SANCHEZ ARANDA, S.L. . 50GESOL, S.A.
* CAMPILLO ALCOLEA HNOS., SL. . £ BERTO MARTINEZ, S.A. - JOSE SANDOVAL GINER, S.L. - SUCESORES DE ARTURO
« CARNICAS Y ELABORADOS - FRANCISCO ALCANTARA + JUAN GARCIA LAX, GMBH CARBONELL S.L
EL MORENO, S.L. ALARCON, S.L. * JUAN PEREZ MARIN, §.A. - SUGESORES DE JUAN DIAZ
: g’éﬁl#&;’é‘i\omy S-A. « FRANCISCO CABALLERO GARRO XVUV\VIE’;”}\’EH\‘A%‘\’]‘;% oL SA RUIZ, S.L. - www.fruysol.es
: Y OTROS, C.B. . PO + SUCESORES DE LORENZO
« CHAMPINONES SORIANO, S.L. WWW.juver.com
: + FRANCISCO JOSE SANCHEZ ESTEPA AGUILAR, S.A.
« COAGUILAS * KERNEL EXPORT, S.L. , '
FERNANDEZ, S.A. www kemelexport.es www.eti.co.uk/industry/food/san.
+ COATO, SDAD.COQP LTDA. « FRANCISCO MARTINEZ ' -' lorenzo/san.lorenzo1.htm
Www.coato.com « LANGMEAD ESPARNA, S.L.
Cn LOZAND, S.A. - LIGACAM, S.A. - wwwligacam.com * SURINVER, S.C.L.
* COFRUSA - www.cofrusa.com FRANMOSAN, S.L. - MANDARINAS. SA. www.ediho.es/surinver
* COFRUTOS, S.A. www.franmosan.es - MANUEL GARCIA CAMPOY SA  ° TECNOLOGIAS E INNOVACIONES
» CONFITURAS LINARES, S.L. - FRIPOZO, S.A. www.milafruit com DEL PAN
» CONGELADOS ELITE, S.L. * FROZENFRUIT, S.L. - MANUEL LOPEZ FERNANDEZ www jomipsa.es/tecnopan
* CONGELADOS PEDANEQ, S.A. * FRUTAS ESTHER, S.A + MANUEL MATEO CANDEL * TOMAS ALCAZAR, S.A.
wWww.pedaneo.es * FRUGARVA, S.A. www.mmcandel.com * IBERIA, S.L.O. (Herberx)
« CONSERVAS ALGUAZAS, S.L. « FRUVECO, S.A. - MARFRARO, S.L. « ULTRACONGELADOS AZARBE, S.A.
* CONSERVAS ALHAMBRA « FRUYPER, S.A. « MARIN GIMENEZ HNOS, S.A. « VEGETALES CONGELADOS, S.A.
« CONSERVAS EL RAAL, S.C.L. « GLOBAL ENDS, S.A. www.maringimenez.com * VECOMAR ALIMENTACION, S.L.
« CONSERVAS ESTEBAN, S.A. « GLOBAL SALADS, LTD. + MARIN MONTEJANO, S.A. « ZUKAN, S.L.
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ALIMENTACION
Faeo 730

W Garanda: 3 afos

¥ Capacidad: 124 g,

+ Precision: 0,001 g

+ 5 memorias de programa

& Temperatura: de 30°C a 120°C
¥ Tipa de radiades; infrarrajo

Estufas de secado:

< Temperatura hasta 250 °C

< Dispanibles varics volimenss

+ Bquipo con regulador especial, con pasos de programas
fijos memorizados

+ Modelos con conveccidn natural o circulacidn forzada de aire

A -

Mobiliario técnico de laborate

+ Disefio de laboratorios de investigacion, docentes, de
plantas industriales, hospitales...

< Sisternas de ventilacidn centralizados

+ Instalaciones de servicios: suministros de electricidad, agua,
FASEs, oI ¥ daros... - -

¥ Mobiliario: puestos de trabajo, armaries de seguridad, vitrinas [l e bl s Ll
de gases... do s necesidades

~ Dhisefo y compartmentacion modular de laboratorios

Sistema de secado e incineraci 5

+ Proceso to@lments automatizado de 29 muestras y una
muestra de referendla, en un solo cicle

¥ Reduccidn en los dempaos de trabaje hasta un 50%

< Permibe la realizacion de ensayos de manera controlada en
un amplio rango de temperaturas 50°C - 1.000°C

Otros equipos relacionades

8

Balanzas

Liofilizadores precisien

CONTROLTECHIKA instrumentackon ciendtieca S0

€/ Artesanes 7 (Prado del Espina) 18680 Boadilla del Monte | Madrid)
Tel. #1 718 08 10 Fax. 87 725 44 54

BARCELONA: #3 486 46 &0 ANDALUCIA: &7 31 02 3@

VALEMNCIA: 675 20 BS 37 AALIRCEA: A5 97 & 31
GALICIA: 616 42 70 94 CDHTHCIL'EE.EI.‘N EA

WL Can ol Benica com



