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CAPITULO 1

En una época en que
las fronteras politicas
y econdmicas se

han desvanecido,

los elementos

que diferencian e
identifican un alimento
ganan especial
importancia tanto para
productores como para
consumidores.

1. INTRODUCCION

1.1 PRODUCTOS ALIMENTARIOS TRADICIONALES Y DESARROLLO RURAL

En una época en que las fronteras politicas y econdmicas se han desvanecido, los elementos
que diferencian e identifican un alimento ganan especial importancia tanto para productores
como para consumidores. En cada pais, los recursos locales, representados en este trabajo
por los alimentos tradicionales, pueden tener un impacto econémico considerable, aunque
para ello es necesario crear unos esquemas de produccioén y organizacion especificos que
permiten obtener margenes de beneficio superiores [1].

La definicién de producto tradicional no es facil ni clara, siendo objeto de varias
interpretaciones de acuerdo con los diferentes autores [2]. Segun algunos autores, los
productos tradicionales son productos Unicos que resultan de las materias primas y de los
conocimientos aplicados, de los usos, de las précticas de produccion, de distribucion, de
consumo y de las denominaciones de producto local, tradicional, artesanal o regional [2]. En
sentido amplio, también se conocen como productos tradicionales aquellos productos que
se identifican por su origen geografico, por el proceso de produccién o por las caracteristicas
intrinsecas que los vinculan a una costumbre, modo de hacer o época y que los diferencian
de otros productos [3].

Por otro lado, la creciente tendencia hacia el consumo de alimentos saludables y hacia
la preferencia de productos con caracteristicas y origenes especificos permite una gran
revalorizacion de los productos tradicionales en nichos de consumo urbano. De esta forma,
es fundamental que paises del Sudoeste europeo que presentan un patrimonio importante
de productos agricolas y agroalimentarios apuesten por la diferenciacién de los mismos, por
el aumento de su valor, por la preservacion de los habitos y modos de produccion originales
con la intencion de poder transmitirlos a las generaciones futuras vy, al mismo tiempo, de
obtener aumentos de productividad considerables [4].

Los productos carnicos ahumados y curados, principalmente los derivados de cerdo, tienen
un gran impacto en la economia del Sudoeste europeo. Por lo tanto, es importante que
se desarrollen nuevos conceptos y tecnologias que permitan aumentar el valor comercial
de estos productos y, a su vez, dinamizar el sector sin descuidar sus procesos tipicos de
produccion, su origen y sus gentes.

A excepcion de algunos paises en vias de desarrollo, en los cuales la cadena de refrigeracion
no esta establecida, actualmente, ahumar o curar un alimento tiene como principal objetivo
conferir al alimento unas caracteristicas sensoriales diferenciadas segiin su modo de
produccion, la cultura gastrondmica o el territorio donde éste se elabora. Proporcionar al
producto curado/ahumado un sabor caracteristico, que seduzca al consumidor, es hoy
uno de los principales objetivos de la industria alimentaria. El efecto conservante de estas
técnicas es, en algunos casos, minimo, por lo que el uso de aditivos quimicos, necesario
para garantizar la seguridad bidtica, puede asimismo afectar la seguridad abidtica del
alimento [1].

1.2 CONSERVANTES SINTETICOS EN PRODUCTOS AHUMADOS/CURADOS

Los aditivos son sustancias que se afaden intencionadamente a los alimentos con un
propdsito tecnoldgico, lo que tiene como resultado que tanto el propio aditivo como sus
subproductos se van a convertir en un componente de estos alimentos. Los aditivos no se
consumen como alimentos ni se usan como ingredientes caracteristicos en la alimentacion,
independientemente de que tengan o no valor nutritivo. La utilizacion de estas sustancias
es muy antigua. Los egipcios ya usaban colorantes y aromatizantes, y el uso de nitrato
potasico y de especias con el objetivo de conservar y mejorar la apariencia de los alimentos
se remonta a la antigua Roma.



La utilizacion de aditivos estd reglamentada a nivel europeo. Para que se pueda utilizar
un aditivo en la industria alimentaria éste debe formar parte de las listas del Anexo Il del
Reglamento n.° 1129/2011 de la Comisién [5], que modifica el anexo Il del Reglamento
1333/2008 [6]. Estas listas incluyen los aditivos alimentarios autorizados (lista positiva) asi
como las especificaciones/condiciones de utilizacién y las cantidades maximas permitidas
en cada producto. La autorizacion para la entrada en el mercado de un nuevo aditivo se hace
una vez éste se ha evaluado positivamente y se ha demostrado que es inocuo para la salud
del consumidor. El Reglamento (CE) n.° 1331/2008 del Parlamento Europeo y del Consejo,
de 16 de diciembre de 2008, establece un procedimiento de autorizaciéon comun para los
aditivos, las enzimas y los aromas alimentarios. Por lo tanto, todo aquél que desee poner en
el mercado un aditivo que no se encuentre autorizado o quiera ampliar las condiciones de
un aditivo autorizado deberd presentar una solicitud de conformidad con este Reglamento
asf como con la correspondiente gufa de la EFSA.

Los aditivos alimentarios son agentes importantes para la industria alimentaria ya que
contribuyen a mantener la calidad y las caracteristicas sensoriales de los alimentos,
contribuyendo a su seguridad/inocuidad y a un aumento significativo de su vida util. Se
considera que los aditivos alimentarios usados correctamente no ponen en riesgo la salud
de los consumidores, pero un uso abusivo de estas sustancias, sea por la utilizacién de
cantidades excesivas o por la inclusién de aditivos no declarados/reglamentados, puede
poner en riesgo la seguridad del consumidor.

En el caso de los productos cérnicos curados y ahumados, la industria recurre a la utilizacion
de nitrificantes, durante el curado, para garantizar la seguridad alimentaria del producto y
conferir caracteristicas sensoriales, de predominancia cultural, tipicas en estos productos
(su aspecto), y para la conservacién por la inhibicién del crecimiento de microorganismos
patdégenos, principalmente de Clostridium botulinum, y de la formacién de su toxina. El
color rojo caracteristico de estos productos se origina por la reduccién del nitrito mediante
agentes reductores a 6xido nitrico. El 6xido nitrico reacciona con la mioglobina (Mb) de
la carne y proporciona el aspecto tipico de estos productos cérnicos curados [7]. El nitrito
de sodio (E-250), normalmente utilizado junto con el nitrato de potasio, puede presentar
ciertos riesgos para la salud del consumidor cuando no se utiliza siguiendo las condiciones
de aplicacion del Reglamento que asi lo regula. Entre los principales riesgos se pueden citar:
a) un efecto adverso relacionado con el transporte de oxigeno en sangre, ya que el nitrito
es capaz de unirse a la mioglobina y formar metahemoglobina (sustancia que no puede
transportar oxigeno [7]), y b) la formacion de nitrosaminas, que son sustancias de naturaleza
cancerigena. El riesgo se limita a productos que son sometidos a altas temperaturas durante
su procesado, como el tocino curado/ahumado, o que son ricos en aminas nitrosables,
como el pescado y otros productos fermentados. Las nitrosaminas pueden formarse debido
a las condiciones del estémago y a las reacciones entre el NO, y las aminas secundarias
resultantes de la degradacion de la carne [1].

La cantidad inicial de nitritos y/o nitratos anadida durante el proceso no es igual a la cantidad
que se encuentra en el producto final puesto que son sustancias reactivas, lo que conduce
a una reduccién significativa de sus niveles antes del consumo. Para disminuir el riesgo de
formacién de nitrosaminas, ademds de la reduccién significativa del uso nitritos y nitratos,
se utilizan diversas técnicas como, por ejemplo, la adicion conjunta de nitratos con agentes
que bloquean los mecanismos de formacion de las nitrosaminas. Entre estos agentes estdn
el dcido ascorbico (E-300) y sus derivados, y el conjunto de tocoferoles alfa, gama y delta
(E-306/E-309), especialmente eficaces en medios acuosos y grasos, respectivamente. En los
EE.UU. es obligatorio afiadir conjuntamente nitritos y dcido ascérbico o sus sales durante
el proceso tecnoldgico. Con el mismo objetivo, la Union Europea impuso la obligatoriedad
de comercializar los nitritos en mezcla con cloruro de sodio, con el objetivo de evitar
intoxicaciones agudas [7].

El uso del azicar como conservante es también destacable, aunque las concentraciones
de utilizacién en torno al 0,5 a 1,0 % no lleguen a tener esta accion, sino una influencia en

La utilizacion de aditivos
alimentarios esta
regulada por legislacion
de dmbito europeo.
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el sabor, ya que proporciona una combinacién de los sabores dulce y salado que suaviza
el producto [8]. Ademds de esta primera funcién del aztcar, existe una segunda de igual
importancia pero que adquiere un significado especial en la produccién de embutidos
secos: ser fuente de energia para las bacterias responsables de la reduccién de los nitratos y
el posterior desarrollo de las bacterias acidolacticas responsables de la disminucion del pH,
lo que indirectamente afecta al proceso de conservacion de los embutidos [8].

La adicion de nitratos y nitritos a productos carnicos curados y/o ahumados es una decision
basada en la relacién riesgo/beneficio. Si bien puede existir un cierto riesgo de formacién
de nitrosaminas y de intoxicacién por una excesiva ingestion, los riesgos de no controlar
el crecimiento de Clostridium botulinum y de la formacién de la toxina botulinica son
muy importantes para garantizar la seguridad alimentaria del producto. Los organismos
reguladores aceptan el uso de nitratos y nitritos considerdndolos necesarios para garantizar
la seguridad microbioldgica de ciertos alimentos, pero imponiendo limites de adicién y
contenidos maximos de estos compuestos y la utilizacion conjunta de inhibidores de la
formacién de nitrosaminas.

En Portugal no se incluyen nitratos ni nitritos en la formulacién de productos cdrnicos con
Denominacion de Origen Protegida o Indicacién Geogréfica Protegida. Nuestra opinion
es que deberia seguir siendo asi, pero para ello es fundamental el estudio de tecnologias
alternativas que permitan aumentar la seguridad microbioldgica, manteniendo las
caracteristicas sensoriales del producto y su modo de produccion tradicional.

1.3 BIOCONSERVACION DE ALIMENTOS

En las ultimas décadas ha surgido una gran demanda de productos naturales y los productos
tradicionales, sin aditivos quimicos, han visto incrementado su interés y atraccion por
parte de los consumidores. Los nuevos procesos de elaboracién y la constante demanda
de productos minimamente procesados obligan al desarrollo de nuevas estrategias para
prolongar la vida util de los alimentos.

La bioconservacién de alimentos, a través de la adicion de sustancias naturales, se presenta
como una alternativa interesante para aumentar la vida del producto, garantizar la seguridad
microbioldgica y reducir el uso de conservantes sin modificar las caracteristicas sensoriales
y nutricionales de los productos perecederos.

La bioconservacion es una técnica de conservacién alimentaria ampliamente utilizada en los
EE.UU., donde cuenta con la aprobacion de la FDA (Food and Drug Administration), pero
no estd reglamentada por la legislacién europea [9].

Entre las ventajas de la utilizacion de este tipo de tecnologia se pueden citar [9]:

- Se presentan como una solucién segura y con menos limitaciones que los conservantes
quimicos, ya que se producen de forma natural en la matriz de alimentos curados;

- No se conocen resistencias y el impacto medioambiental es minimo ya que se eliminan
rapidamente por la cadena alimentaria;

- Poseen un espectro de accion muy definido; su actividad se ve potenciada por el pH y
presentan un efecto sinérgico con otros agentes metabdlicos antimicrobianos;

- Su utilizacién es compatible con el etiquetado de producto ecoldgico ya que la
conservacion se obtiene sin conservantes quimicos de sintesis.

Entre las desventajas de esta tecnologia se pueden citar [9]:

- Lainexistencia de una reglamentacion comun a nivel europeo que la tutele y la dificultad
de obtener autorizacién para su aplicacion industrial;



La posible alteraciéon de las propiedades sensoriales de los alimentos y los elevados
costes de produccién y desarrollo.

1.3.1 Las bacterias acidolacticas

A lo largo de los siglos ha sido comun el uso de microorganismos y de sus productos
metabdlicos para la conservaciéon de alimentos. Las bacterias acidoldcticas han sido
empirica y artesanalmente utilizadas en la fermentacion de leche, carne y vegetales para
obtener productos con mayor tiempo de vida util.

Las bacterias acidoldcticas incluyen un gran nimero de microorganismos grampositivos no
esporulados, anaerdbicos, aerotolerantes y acidotolerantes. Presentan una morfologia, un
metabolismo y una fisiologia muy semejantes entre si. Tienen un metabolismo energético
exclusivamente fermentativo, a través de la produccion de dcido lactico a partir de hidratos
de carbono. Incluyen cocos de los tipos Lactococcus, Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc
y bacilos de los géneros Lactobacillus y Carnobacterium [10].

Las bacterias acidoldcticas son el grupo de bacterias mds abundante en la naturaleza,
en gran medida debido a la capacidad que poseen para crecer en una gran variedad de
substratos y en condiciones bioldgicas muy diversas. El grupo Lactobacillus es el mas
importante y heterogéneo (figura 1). Las bacterias lacticas no necesitan oxigeno para crecer,
son tolerantes a la presencia de diéxido de carbono, nitritos, humo y concentraciones de sal
relativamente elevadas y toleran valores de pH bajos.

Las bacterias acidoldcticas forman parte de la flora microbiana tipica de los productos
curados/ahumados, ya sea por su presencia natural o por su aportaciéon como starter.
Estas bacterias compiten con otros microorganismos por nutrientes y hébitats y su poder
conservante se consigue en gran medida por el efecto antagonista que presentan al generar
sustancias antimicrobianas.

Ademds del papel tecnoldgico que se les reconoce, las bacterias acidoldcticas son también
responsables de conferir a los productos fermentados unas caracteristicas sensoriales y
nutricionales apreciadas por el consumidor (color, sabor, textura, digestibilidad y calidad
nutricional) en estos productos [11-14].

Las bacterias acidoldcticas son uno de los principales responsables del flavor «pungente»
de los embutidos y de las pequenas cantidades de los dcidos acético y propionico, etanol,
acetona, diéxido de carbono y écido pirtvico que se producen durante la fermentacion.
La cantidad y los tipos de compuestos formados dependen del starter o cultivo iniciador
aplicado, de los hidratos de carbono del sustrato, de las fuentes proteicas de la matriz del
alimento y de los aditivos utilizados [15).

La disminucion del pH resulta de la formacion del &cido lactico, lo que por si solo puede ser
suficiente para antagonizar muchos microorganismos, incluyendo Listeria monocytogenes.
Los &cidos acético y propidnico actian de manera semejante al dcido lactico. Estos dcidos
organicos desempefian un papel importante en algunos alimentos fermentados, y se sabe
que el acido acético tiene un efecto antimicrobiano adicional.

Las bacterias l4cticas, como se ha indicado anteriormente, son responsables de conferir a
los productos fermentados una serie de caracteristicas quimicas, nutricionales y sensoriales
Unicas. Las bacterias lacticas pueden producir sustancias antagdnicas como el diacetilo, el
perdxido de hidrégeno, el acetaldehido, compuestos no proteicos de bajo peso molecular
como la reuterina, la reutericiclina y el 4cido piroglutdmico y bacteriocinas que frenan el
crecimiento de determinados microorganismos [16-21].

En los ultimos afios se ha observado un creciente interés por la utilizacion de bacterias
acidoldcticas en la conservacion de alimentos. Varios estudios demuestran la viabilidad
de estos microorganismos en el control del crecimiento de microorganismos patégenos y

BIOCONSERVACION DE ALIMENTOS
TRADICIONALES POR ADICION DE BACTERIAS
ACIDOLACTICAS Y DE SUS BACTERIOCINAS

La bioconservacion

de alimentos, a través
de la adicién de
sustancias naturales,
se presenta como una
alternativa interesante
para aumentar la vida
util del producto,
garantizar su seguridad
microbiolégica y reducir
el uso de aditivos
sintéticos sin modificar
las caracteristicas
sensoriales.

Figura 1: Lactobacillus plantarum
(microscopia dptica, coloracion de gram,
ampliacion 10 x 100)
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Figura 2: Visualizacion por microscopia de
fuerza atémica de la deformacion celular en L.
ivanovii subsp. ivanovii ATCC19119 por accién de
la bacteriocina STsHa [45]
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contaminantes. Diversas bacterias lacticas como Lactobacillus acidophilus [22], Lactobacillus
gasseri [23], Lactobacillus rhamnosus [24], Lactobacillus plantarum [25,26], Lactobacillus
casei [27] y Lactobacillus paracasei [28] han sido citadas por su capacidad de inhibir agentes
patégenos. Se han estudiado interacciones in vitro contra bacterias enteropatégenas
gramnegativas, tales como Escherichia coli [23,27,29], Salmonella entérica [28,30,31],
Helicobacter pylori [32] y Shigella sonnei [33]. También se han descrito efectos antagdnicos
de las bacterias lacticas frente a patdgenos grampositivos como Bacillus cereus [34] y Listeria
monocytogenes [35].

Estos organismos unicelulares son responsables de la produccién de una gran variedad
de metabolitos antimicrobianos como el diacetilo (producto de fermentacién), o peréxido
de hidrégeno, el acetaldehido, los é4cidos organicos, los compuestos no proteicos de bajo
peso molecular (reuterina, reutericiclina y acido piroglutdmico) y las bacteriocinas, las cuales
presentan un gran potencial para la bioconservacion de alimentos [18-21].

En la tltima década se han caracterizado e identificado una gran variedad de bacteriocinas
producidas por bacterias acidolacticas, lo que ha supuesto un avance considerable en esta
linea de investigacion. Varios estudios han evidenciado la capacidad antimicrobiana de
diversas bacteriocinas que han sido consideradas como excelentes conservantes cuando se
utilizan solas o en combinacion [20, 36-44]. En la figura 2 se puede ver la accion bactericida
de la bacteriocina STsHa de la bacteria acidolactica Enterococcus faecium STsHa, que
provoca la lisis y destruccién de las células de L. ivanovii subsp. ivanovii ATCC19119 [45].

Ruiz-Moyano y otros [46] aislaron 363 cepas de bacterias acidoldcticas en lomo ibérico. El
30 % de estas cepas presentaron un potencial tecnoldgico elevado para ser utilizadas como
cultivos probidticos debido a su habilidad para crecer y desarrollarse adecuadamente en pH
acido y en concentraciones elevadas de NaCl. Albano y otros [47] evaluaron el potencial de
la bacteriocina PA-1 producida por Pediococcus acidilactici como bioconservante en la alheira
(embutido con carne de ternera, cerdo y aves). Esta bacteria lactica fue capaz de inhibir
diversas cepas de Listeria innocua durante el proceso de produccién y a lo largo de la vida
util del producto, reduciendo el patégeno a niveles de deteccién inferiores a 1,5 UFC/g sin
afectar al correcto desarrollo de la flora microbiana natural ni al pH y sin que el producto
sufriera alteraciones sensoriales perceptibles por un panel entrenado de catadores.

Aungue en algunos pafses la bacteriocina pediocina esté permitida como conservante
alimentario, en la Unidn Europea y en los EE.UU. la Unica bacteriocina autorizada para su
incorporacién en alimentos es la nisina. Descubierta en 1928, la nisina recibié el estatus
GRAS (‘generalmente reconocido como seguro’) en 1988, habiendo sido aprobada por la US
Food and Drug Administration (FDA) su aplicacion a productos alimentarios [48]. En 1995 se
autorizo el uso de la nisina (E-234) en alimentos en la Unién Europea mediante la Directiva
95/2/EC. Actualmente su aplicacion estd regulada mediante el Reglamento 1129/2011 [5].

Andlogamente a la nisina, las demds bacteriocinas estudiadas se degradan rapidamente
por las proteasas del tracto gastrointestinal, por lo que se podria extender el estatuto GRAS
a otras bacteriocinas ampliamente evaluadas in vitro, a través de la promocion de estudios

in vivo [49].

1.3.2 Metodologias y requisitos de aplicacion de las bacterias acidolacticas

La bioconservacién puede incorporarse a alimentos, concretamente a productos cdrnicos
curados y/o ahumados, a través de cuatro métodos [50,51]:

1. Adicién de un cultivo puro y viable de bacterias lacticas con capacidad comprobada de
produccion de bacteriocinas. Su éxito depende de la habilidad del cultivo para crecer
y producir estos metabolitos en condiciones ambientales y tecnoldgicas especificas
(temperatura, pH, a,, aditivos y otros). El cultivo debe ser capaz de competir con la
microflora natural, no debe influir en las propiedades fisicoquimicas y sensoriales del



alimento, y no debe producir gas ni exopolisacdridos para evitar la hinchazén del envase
y la formacion de viscosidades.

2. Adicién de bacterias lacticas mesdfilas, permitiendo asi salvaguardar su viabilidad
frente a un posible exceso de temperatura durante el proceso de fabricacion. La cepa
bioprotectora debe ser incorporada a una concentracién inicial conocida y en condiciones
de refrigeracion. Cuando la temperatura del proceso es excesiva, la cepa se desarrollara
por competicion frente a la bacteria patégena. Puede incluso existir una degradacion del
producto segun la temperatura de almacenado a la que se encuentra, lo que no permitira
el crecimiento del microorganismo patégeno y el consumo del producto por parte del
consumidor.

3. Adicién de preparaciones de bacteriocinas en extracto crudo, licor fermentado o
concentrados obtenidos a partir del crecimiento de las bacterias lacticas. Esta técnica evita
el uso de compuestos purificados, los cuales pueden requerir de reglamentacion legal y
un coste de produccién elevado debido a la necesidad de purificacién del compuesto.

4. Adicion de sustancias antagénicas puras o semipuras como las bacteriocinas. Este
método adquiere especial interés porque se conoce de forma precisa la dosis afiadida
y el resultado puede ser mds fiable. Esta técnica de bioconservacion estd limitada a la
legislacion aplicable en cada pais, concretamente en lo que concierne a la adicién de
aditivos. Es importante, inicialmente, estandarizar la produccién y precipitacién de la
bacteriocina hasta que sea posible asegurar su reproducibilidad y de esta forma asegurar
la cantidad adecuada, cuya adicién permitird un poder de inhibicién suficiente.

La aplicacién de este tipo de tecnologias obliga indiscutiblemente al control de las variables
tecnoldgicas a que estos cultivos estdn sujetos. Las dos primeras técnicas de bioconservacion
se consideran técnicas in situ ya que todo el proceso se desarrolla de forma auténoma dentro
del alimento. Las dos ultimas técnicas estdn consideradas como técnicas de adicion ex situ
ya que los cultivos protectores se producen en condiciones controladas y sélo después se
incorporan al alimento. Para que sea posible ejecutar las técnicas ex situ es necesario aislar
completamente los microorganismos productores de bacteriocinas, asegurar la existencia
de equipamiento y medios de cultivo especificos, garantizar la actividad de cada extracto,
determinar la concentracién minima inhibitoria contra patégenos (determinacion de curvas
de crecimiento e inactivacion) y posteriormente estandarizar la técnica para asegurar las
cantidades de indculo y el efecto deseado.

En los ultimos afos
se ha observado un
creciente interés

por la utilizacién de
bacterias acidolacticas
o bacteriocinas en

la conservacién de
alimentos.
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Figura 3: Alheira

2. CASO PRACTICO:
SUSTITUCION DE ADITIVOS
POR CULTIVOS DE BACTERIAS
ACIDOLACTICAS EN UN
PRODUCTO CURADO/
AHUMADO TRADICIONAL

2.1 DEFINICION DEL PRODUCTO

Este estudio se basa en los resultados preliminares del proyecto «Biofumados: Tradi¢ao
vs Qualidade». La utilizacion de starters, en sustitucion de las fermentaciones realizadas
por la flora autéctona, presenta ventajas, por ejemplo, en términos de aumento de la
consistencia del indculo, de disminucién del riesgo de contaminacion cruzada, de aumento
de la uniformidad en la produccion de dcido lactico, de produccién de aromas deseables,
de la previsién del valor final de pH y de la disminucion del riesgo de crecimiento de
bacterias patégenas. Otros beneficios incluyen la disminucion del tiempo de fermentacion,
el aumento de la productividad y la reduccion de productos con defectos de sabor/flavor y
textura, atribuidos al crecimiento de bacterias heterofermentativas.

Asi, este proyecto tiene como objetivo la elaboracion de embutidos y ahumados
tradicionales, mds seguros, a través de la utilizacién de microorganismos autéctonos,
aislados de los mismos embutidos y de la aplicacion de sus bacteriocinas. La utilizacion de
microorganismos con elevado valor tecnoldgico y que simulténeamente puedan generar in
situ condiciones adversas al crecimiento de patégenos es sin duda una linea innovadora en
el sector de los embutidos y ahumados tradicionales, objeto de este proyecto.

Se pretende pues seleccionar el método més adecuado de adicién de starters
bioprotectores y de sus bacteriocinas en el procesado de embutidos tradicionales curados
y/o ahumados, tanto por incorporacion directa al producto como al envase. El método de
adicion seleccionado serd el que demuestre poseer el mayor equilibrio entre la capacidad
de conservacién y mantenimiento de las caracteristicas sensoriales propias de estos
productos tradicionales. Para este estudio se selecciond un embutido tradicional del
nordeste portugués, la alheira.

La alheira es un embutido tradicional portugués, cocido, curado y ligeramente ahumado. Su
origen se remonta a finales del siglo XV y se asocia a la presencia de las comunidades judias
en la region de Tras-os-Montes, en el norte de Portugal [52]. Es un producto elaborado con
una mezcla de carne de vaca, pollo, cerdo, pan y condimentos. Presenta un color marrén
claro y una forma cilindrica que recuerda una herradura, con una longitud que oscila entre
20y 25 cm (figura 3). La tripa no debe presentar rupturas y debe estar bien adherida a la
pasta. Los extremos se atan con un hilo de algoddn [52]. Es un producto alimentario que
necesita coccion antes de ser consumido, la cual puede hacerse por fritura en aceite o en
horno. El producto presenta una vida util de 60 dias, almacenado a una temperatura entre
oy 5 °Cyenvasado en atmésfera modificada (80 % N,y 20 % CO,). El peso oscila entre 150
y 200 gramos. En cuanto a las caracteristicas sensoriales, presenta un ligero flavor a humo,
con destacadas notas a ajo, aceite y un ligero sabor acido (tipico del producto).



pH 4,5 6,3 5,1 0,5
% NaCl 1,0 1,8 1,3 0,3
% Humedad 43,3 57,2 52,3 43
% Grasa 10,9 29,6 18,4 4,7
% Proteina total 6,9 15,5 1,4 2,8
% Carbohidratos 10,2 20,9 15,2 3,6
Energia (kcal/100 g) 220 369 274,4 39,7
2.2 OBJETIVOS

Este proyecto se divide en varias etapas y tiene como objetivo:

1.

Desarrollar estudios preliminares y buscar patentes en productos cdrnicos curados y
ahumados.

Se trata de realizar una investigacion de las patentes ya existentes en el mercado
internacional relativas a bioconservacion de productos cérnicos embutidos y ahumados
que se utilizardn posteriormente de base para el desarrollo e innovacion previstos en las
siguientes tareas.

Minimizar los peligros potenciales durante el procesado de productos cérnicos
tradicionales portugueses y validacion de diagramas de flujo in situ.

Se trata de validar el diagrama de flujo de elaboracién de productos embutidos
y ahumados y la posterior identificacién de las variables de proceso y los peligros
potenciales. De este modo se podran identificar las etapas del proceso en las que la
utilizacion de agentes bioprotectores podrd representar una mejora de la calidad y
seguridad del producto final.

. Aislary seleccionar los starters bacteriocinogénicos a aplicar como bioprotectores durante

el procesado de productos embutidos y ahumados tradicionales portugueses.

Se trata de aislar las diferentes bacterias acidolécticas de interés y realizar un anélisis
de su actividad antimicrobiana y bacteriocinogénica en los productos objeto de estudio
para evaluar su capacidad contra bacterias patégenas segun los peligros identificados
en la etapa n.° 2. Se han considerado aspectos como la ausencia de factores intrinsecos
de virulencia; los productos de origen; la resistencia a las condiciones del proceso,
concretamente al pH, a la temperatura, a la sal y a componentes de la matriz alimentaria.

. Evaluar los pardmetros de calidad de los productos representativos de la tecnologia

aplicada.

Se trata de caracterizar los embutidos ahumados durante su vida util, elaborados con 'y
sin la adicién de starters bioprotectores, de manera que se pueda evaluar el impacto de
esta tecnologia en la calidad final del producto. Para esta caracterizacién se ha recurrido
a técnicas de andlisis fisicoquimico, microbioldgico y sensorial de los alimentos.

Posteriormente se estudiard un método innovador de adicion de los cultivos bioprotectores
que podrd tener lugar durante la fase de preparacién y reposo de la pasta, inmediatamente
antes del embutido o al final del proceso, ya sea por inmersién o aspersion. En el caso de
productos loncheados se evaluard ademas la adicion de cultivos mediante spray, pincelado

BIOCONSERVACION DE ALIMENTOS
TRADICIONALES POR ADICION DE BACTERIAS
ACIDOLACTICAS Y DE SUS BACTERIOCINAS

Tabla 1: Minimo, mdximo, media y desviacion
estdndar de algunos pardmetros fisicoquimicos
y nutricionales de la alheira. Tabla adaptada de
Ferreira et al. [53]

En este estudio se ha
evaluado la vida dtil de
embutidos ahumados
elaborados con y sin

la adicién de starters
bioprotectores.
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e inmersién antes del cierre del envase. Se realizardn estudios para evaluar el impacto de
distintas tecnologias de envasado aisladas y combinadas para desarrollar un envase éptimo
para cada tipo de producto y la forma de presentacién (por unidad o loncheado), que
mantenga la calidad y seguridad del producto, aumentando, cuando sea posible, su vida util.
Las tecnologias a evaluar serdn los envases y/o revestimientos bioactivos impregnados con
agentes antimicrobianos, el envase en atmdsfera modificada y el envase al vacio. Finalmente
se aplicaran los starters bioprotectores a escala industrial (scale-up) para validar la tecnologfa
y ponerla a disposicion de la industria.

Los resultados presentados en el subcapitulo siguiente abordan solamente la adicion de los
starters bioprotectores Lactobacilus plantarum y Lactobacillus sakei, aislados de productos
curados/ahumados tradicionales (beloura y salpicdo), en el proceso de fabricacion de otro
embutido tradicional, la alheira.

2.3 DESARROLLO EXPERIMENTAL

En el ambito de la etapa n.° 3 del proyecto, mencionada anteriormente — Aislary seleccionar
los starters bacteriocinogénicos a aplicar como bioprotectores en el procesado de productos
embutidos y ahumados tradicionales portugueses —, se realizaron diversos ensayos cuyas
técnicas y resultados se presentan en el capitulo siguiente.

Se han realizado pruebas de aislamiento de bacterias acidoldcticas en productos carnicos
curados y ahumados. Se aislaron 6 cepas, 2 de Lactobacillus plantarum, 3 de Lactobacillus
sakei y 1 de Enterococcus faecium con capacidad bacteriocinogénica. Se han publicado los
resultados de optimizacion y produccion de bacteriocinas por parte de varias de estas cepas,
concretamente sobre optimizacion de la produccién de la bacteriocina STi53ch producida
por la cepa Lactobacillus sakei y aislada de salpicdo [36] y Lactobacillus plantarum y su
bacteriocina ST202ch aislada de beloura [54], ambos productos a base de carne curada y
ahumada.

Tras los estudios de aislamiento y seleccién de los cultivos basdndose en su poder
antimicrobiano se procedié a su aplicacion a escala industrial en la empresa Minho
Fumeiro— Enchidos e Fumados a Moda de Ponte de Lima Lda. En el proceso de fabricacién
de alheira se incorporé la cepa Lactobacillus sakei ST153ch, que fue la que present6 mejores
resultados. Tras la incorporacion del cultivo a la mezcla de carnes se continud el proceso
habitual de elaboracion con sus etapas hasta obtener el producto final envasado al vacio o
en atmdsfera modificada. El producto fue sometido a las mismas condiciones de curado,
ahumado, envasado y temperatura de almacenado que el producto sin la incorporacion de
Lactobacillus sakei ST153ch. Después del envasado, las muestras del producto estandar y
aquellas con Lactobacillus sakei ST153ch se enviaron al laboratorio para su caracterizacion
microbioldgica y sensorial.

El andlisis sensorial se realizé mediante un panel entrenado de g catadores que habian
generado el perfil descriptivo mediante varias sesiones de discusion previas a la ejecucion
de la caracterizacion sensorial. El perfil descriptivo contuvo 17 descriptores.

Los datos generados se analizaron mediante andlisis de varianza (ANOVA) utilizando el
software Statistica (versién 7, Statsoft, Inc.) para estudiar la existencia de diferencias para
cada atributo entre las muestras control (muestra comercial) y la alheira con la cepa
afiadida, a tiempo inicial (dia cero después de la elaboracidn). Posteriormente se estudiaran
los resultados a 30, 45, 60y 90 dias de conservacién para evaluar la persistencia del efecto
bactericida y determinar el tiempo de vida Util de estos productos sin que se produzcan
alteraciones de sus propiedades sensoriales. Por ultimo, se realizarda un estudio de
consumidores para evaluar la aceptabilidad de la alheira.



2.4 RESULTADOS

Los resultados obtenidos muestran una actividad antimicrobiana y bacteriocinogénica
evidente de Lactobacillus plantarum, productor de la bacteriocina ST202ch, y de
Lactobacillus sakei, productor de la bacteriocina ST153ch contra Listeria monocytogenes
B2g6. Se realizaron estudios que permitieron comparar la eficiencia y el crecimiento
de las bacterias acidoldcticas directamente en la alheira y en competencia con otros
microorganismos para simular las condiciones reales del producto y de su flora
microbiana. Quedd demostrada la capacidad de crecimiento de las bacterias ldcticas
objeto de estudio inoculadas con diferentes microorganismos. Posteriormente, se realizé
un estudio preliminar en ambiente industrial con la produccién de alheiras inoculadas con
Lactobacillus sakei, productor de la bacteriocina ST153ch.

Como se ha indicado, entre las bacterias acidolécticas aisladas se identificaron cepas con
actividad antimicrobiana y bacteriocinogénica. Se constaté que esta actividad es debida
a la competencia directa entre especies o al efecto de la produccién de &cido lactico con
consiguiente reduccion del pH del medio de cultivo.

Tan solo se utilizaron dos cepas autéctonas bacteriocinogénicas: Lactobacillus plantarum
ST202ch aislado de beloura y Lactobacillus sakei ST1s3 aislado de salpicdo. La actividad
anti-listeria de las cepas Lactobacillus plantarum, productora de la bacteriocina ST202ch,
y Lactobacillus sakei, productora de la bacteriocina ST153ch, se evalué inicialmente en
muestras de carne de cerdo esterilizada dado que no se conoce su comportamiento in
situ.

Se observé unainhibicién de L. monocytogenes en presenciade ST 153ch (halo de inhibicion,
figura 4) a lo largo de los 10 dias de estudio, a una temperatura de incubacion de 30 °C.
No se observd inhibicion del patégeno indicador con la ST202ch durante el tiempo de
estudio, sin embargo, se observé un aumento del periodo de latencia (24 horas) (figura s).

Estos resultados evidencian que la cepa Lactobacillus sakei, productora de la bacteriocina
STis3ch, fue mds efectiva en el control del crecimiento del microorganismo indicador,
Listeria monocytogenes B296, que la cepa Lactobacillus plantarum ST202ch.

=4=Control L. monocytogenes
==L monocytogenes + L. plantarum ST202¢h
wdL, monocylogenes + L. sakei ST153ch

Log (UFClg)

Tiempo (Dias)
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Figura 4: Placa con halo de inhibicion por
accion de Lactobacillus sakei STig3ch frente a L.
monocytogenes

Figura 5: Recuentos de L. monocytogenes

en la carne estéril en presencia de ST202ch

(L. plantarum ST202ch) y de STis3ch (L.

sakei ST153¢h) (Control L. monocytogenes —
crecimiento de L. monocytogenes en carne;

L. monocytogenes + L. plantarum ST202ch -
crecimiento de L. monocytogenes en la carne con
mezcla de ST202ch; L. monocytogenes+ L. sakei
STisach — crecimiento de L. monocytogenes en la
carne con mezcla de STis3ch)
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Figura 6: Recuentos de L. monocytogenes

en alheira en presencia del L. sakei STi53ch
(Control L. monocytogenes — crecimiento de L.
monocytogenes en alheira; L. monocytogenes + L.
sakei STi53ch — crecimiento de L. monocytogenes
en alheira con mezcla de STis3ch; L. sakei
STig3ch — crecimiento del L. sakei STig3ch en
alheira)
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Lactobacillus sakei ST153ch inhibio el crecimiento de L. monocytogenes, con una reduccion
de 2 logaritmicos en relacion al control durante los 15 dias de conservacion a una
temperatura de refrigeracién de 5 °C (figura 6).

El andlisis sensorial, realizado a dia cero, revel6 que el panel de catadores fue coherente en
la respuesta correspondiente a los atributos que presentaron diferencias significativas (el
«Olor caracteristico», la «Dureza de la pasta», el «Sabor/flavor caracteristico», el «Sabor
acido» y el «Sabor amargo» (p<5 %). Asi pues, el panel detecté diferencias significativas
en estos atributos al comparar la alheira inoculada y la alheira comercial no inoculada.

No se detectaron diferencias significativas en la alheira inoculada envasada al vacio y en
atmosfera modificada (8o % N, y 20 % CO,) en ninguno de los atributos evaluados. El
andlisis posterior de los productos durante el tiempo de conservaciéon permitird evaluar si
el envase afecta significativamente a las caracteristicas sensoriales.

La adicién de una suspensién salina de 500 ml por cada 10 kg de pasta inoculada,
que probablemente acidificé la muestra debido a la produccién de mas &cido lactico,
aumento también la humedad del producto y alterd su textura, y estas dos condiciones
son, probablemente, responsables de la dureza, olor y sabor detectados. Mas adelante
se evaluard también este efecto comparando este producto con un control elaborado
mediante la adicién de 500 ml de solucién salina pero sin indculo. Se efectuardn también
estudios de adicion del indculo, tanto en la pasta como en el envase. Estos andlisis
sensoriales permitiran conocer el efecto del tipo de envase (en atmdsfera modificada-uso
comercial y al vacio) influye en las caracteristicas sensoriales del producto a lo largo de su
vida util y a los go dfas.
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3. CONCLUSIONES

Andlogamente alos resultados obtenidos en este estudio, diversos autores han demostrado
la capacidad de las bacterias acidolacticas para inhibir el crecimiento de microorganismos
patégenos en productos cdrnicos curados y ahumados [47,54-56].

En el futuro, este tipo de «cultivos funcionales» podra proteger al consumidor de
intoxicaciones alimentarias provocadas por cepas patdgenas o por la ingestion de sus
toxinas, mediante una acidificacion répida del alimento o por la produccién de metabolitos
antimicrobianos como las bacteriocinas [49]. No obstante, es importante que, cuando se
realicen pruebas para determinar la capacidad antimicrobiana de nuevas cepas, se tengan
en cuenta los riesgos asociados, como pueden ser la formacién de aminas bidgenas y el
desarrollo de resistencias por parte de las bacterias a antibidticos [49]. Ciertas cepas pueden
incluso actuar como probidticos pudiendo considerarse también que poseen caracteristicas
nutracéuticas [55].

Seglin Bonomo et al. [57], en este estudio se ha demostrado la alta capacidad antimicrobiana
de Lactobacillus sakei, en cuanto a estandarizar el proceso, preservar las caracteristicas
sensoriales e incluso mejorarlas, en el sentido de no utilizar conservantes sintéticos, ya
que se sustituyen por cultivos vivos autéctonos capaces de garantizar la seguridad bidtica y
abidtica del producto. Los resultados obtenidos demuestran que la bioconservacién a través
de la adicion de bacterias acidolacticas es una alternativa viable a los conservantes sintéticos
que garantiza la seguridad bidtica y abidtica del producto manteniendo sus caracteristicas
sensoriales y sumodo de produccién tradicional, constituyendo un ejemplo de lo que se ha
denominado «Innovar la tradicidn».

Las bacteriocinas son metabolitos secundarios facilmente degradados por las proteasas,
enzimas del tracto gastrointestinal en humanos [42], y por ello, andlogamentea a la nisina,
podrian incluirse como sustancias GRAS con la perspectiva de ofrecer una oportunidad a la
bioconservacion, ya sea por adicion de bacterias acidoldcticas o por adicion directa de sus
bacteriocinas, siempre que existan pruebas y estudios especificos in vivo que garanticen sus
beneficios [49].
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sus caracteristicas
sensoriales.

21



CAPITULO 1

22

5. REFERENCIAS
BIBLIOGRAFICAS

Vaz-Velho M. Smoked foods production. En:
Caballero B, Trugo L, Finglas PM, editores. En-
cyclopedia of Food Sciences and Nutrition. 2nd
ed. Amsterdam: Elsevier-Academic Press; 2003.
p. 5302-9.

Ribeiro M, Martins, C. La certificacién como
estrategia de valorizacién de productos agroali-
mentarios tradicionales: la alheira, un embutido
tradicional de Trés-os-Montes. Agricultura y So-
ciedad 1996;80-81:313-34.

Caldentey P, Gémez, A. Productos tipicos, terri-
torio y competitividad. Agricultura y Sociedad
1996;80-81:57-82.

Soeiro A. Estratégias para a valorizagdo dos pro-
dutos tradicionais portugueses: o caso particular
das protecgdes das denominagdes de origem,
das indicagdes geogrdficas e dos nomes especi-
ficos. 1as Jornadas de Queijos e Enchidos; 3 de
abril de 1998; Porto, Portugal. p. 19-22.

Reglamento (UE) N.° 1129/2011 de la Comision,
de 11 de noviembre de 2011, por el que se modifi-
ca el anexo |l del Reglamento (CE) N.°1333/2008
del Parlamento Europeo y del Consejo para es-
tablecer una lista de aditivos alimentarios de la
Unién. DOUE L2gs. (12 noviembre 2011).

Reglamento (CE) N.° 1333/2008 del Parlamento
Europeo y del Consejo, de 16 de diciembre de
2008, sobre aditivos alimentarios. DOUE L354
(31 diciembre 2008) [Internet]. Disponible en:
http://eur-lex.europa.eu/LexUriServ/LexUriServ.
do?uri=0):L:2008:354:0016:0033:es:PDF

Freitas AC, Figueiredo P. Inibidores de Alteragdes
quimicas e Bioldgicas. En: Conservagao de Ali-
mentos. Lisboa; 2000. p. 50-2.

Wirth F. La reduccién y el no empleo de las sus-
tancias de curado en los productos cdrnicos.
Fleischwirtsch 1993;1:3-9.

Freire R. Informe Bioconservagdo de Alimentos.
Proyecto Bioemprende, financiado por el progra-
ma POCTEP (Programa de Cooperagdo Trans-
fronteirica Espanha-Portugal 2007-13); 2010.

. Santroch VD. Evaluacion de la calidad y compo-

sicién quimica de la carne de res proveniente
de animales de dos grupos de edad en Puerto
Rico [tesis Maestria en Ciencia y Tecnologia de
Alimentos]. Recinto universitario de Mayagiiez
(Puerto Rico): Univ Puerto Rico; 2006.

. Daeschel MA. Antimicrobial substances from

lactic acid bacteria for use as food preservatives.
Food Technol 1989;43:164-7.

. Klaenhammer TR. Bacteriocins of lactic acid bac-

teria. Biochimie 1988;70:337-49.

. Schillinger U, Luicke FK. Lactic acid bacteria

as protective cultures in meat products. Fleis-
chwirtsch 1990;70:1296-9.

. Smith JL, Palumbo SA. Use of starter cultures in

meat. | Food Prot 1983;46:997-1006.

. Aymerich T, Martin B, Garriga M, Hugas, M. Mi-

crobial quality and direct PCR identification of lac-
tic acid bacteria and nonpathogenic staphylococ-
ci from artisanal low-acid sausages. Appl Environ
Microbiol 2003;69:4583-94.

. Garcia T, Martin R, Sanz B, Herndndez, PE. Exten-

sion de la vida util de la carne fresca. En: Envasa-

do en atmdsfera modificada y utilizacién de bac-
terias acidoldcticas y bacteriocinas. Rev Espafiola
de Ciencia y Tecnologia 1995;35(1):1-18.

17. Vignolo G, Fadda S, Kairuz MN, Holgado AR,
Oliver G. Control of Listeria monocytogenes in
ground beef by lactocina 705, a bacteriocin pro-
duced by Lactobacillus casei CRL70s. Int | Food
Microbiol 1996;29:397-402.

18. Chen H, Hoover DG. Bacteriocins and their
food applications. Compr Rev Food Sci Food Saf
2003;22:82-100.

19. Leroy F, De Vuyst L. Lactic acid bacteria as functio-
nal starter cultures for the food fermentation in-
dustry. Trends Food Sci Technol 2004;15:67-78.

20.Gaélvez A, Abriouel H, Lucas Lopez R, Ben Omar
N. Bacteriocin-based strategies for food biopre-
servation. Int ] Food Microbiol 2007;120:51-70.

Bello BD, Rantsioua K, Belliob A, Zeppaa G, Am-
brosolia R, Civerab T et al. Microbial ecology of
artisanal products from North West of Italy and
antimicrobial activity of the autochthonous popu-
lations. LWT Food Sci Technol 2010;43:1151-9.

. Sheman PM, Johnson-Henry KC, Yeung HP, Ngo
PSC, Goulet J, Tomkins TA. Probiotics Reduce
Enterohemorrhagic Escherichia coli O157:H7- and
Enteropathogenic E. coli O127:H6-Induced Chan-
ges in Polarized T84 Epithelial Cell Monolayers
by Reducing Bacterial Adhesion and Cytoskeletal
Rearrangements. Infect Immun 2005;73(8):5183-
8.

. Fernandez MF, Boris S, Barbés C. Probiotic pro-
perties of human lactobacilli strains to be used
in the gastrointestinal tract. | App Microbiol
2003;94(3):449-55.

24. Lee Y-K, Puong K-Y, Ouwehand AC, Salminen SJ.
Displacement of bacterial pathogens from mu-
cus and Caco-2 cell surface by lactobacilli. | Med
Microbiol 2003;52:925-30.

. Hugo AA, Kakisu E, De Antoni GL, Pérez PF. Lac-
tobacilli antagonize biological effects of entero-
haemorrhagic Escherichia coli in vitro. Lett. | Appl
Microbiol 2008;46(6):613-9.

26.Ramiah K, Van Reenen CA, Dicks LMT. Surface-

bound proteins of Lactobacillus plantarum 423

that contribute to adhesion of Caco-2 cells and

their role in competitive exclusion and displace-
ment of Clostridium sporogenes and Enterococ-
cus faecalis. Res Microbiol 2008;159:470-5.

21.

2

N

2

w

2

[V

27. Ingrassia |, Leplingard A, Darfeuille-Michaud A.
Lactobacillus casei DN-114 001 inhibits the abili-
ty of adherent-invasive Escherichia coli isolated
from Crohn’s disease patients to adhere to and
to invade intestinal epithelial cells. Appl Environ
Microbiol 2005;71(6):2880-7.

. Jankowska A, Laubitz D, Antushevich H, Zabielski
R, Grzesiuk E. Competition of Lactobacillus para-
casei with Salmonella enterica for adhesion to
Caco-2 cells. | Biomed Biotechnol 2008;357964.

29. Candela M, Perna F, Carnevali P, Vitali B, Ciati R,
Gionchetti P et al. Interaction of probiotic Lacto-
bacillus and Bifidobacterium strains with human
intestinal epithelial cells: adhesion properties,
competition against enteropathogens and mo-
dulation of IL-8 production. Int | Food Microbiol

(o]

2



30.

3.

33.

34.

35.

N

3

37

38.

39.

40.

41.

42.

2008;125:286-92.

Golowczyc MA, Mobili P, Garrote GL, Abraham
AG, De Antoni GL. Protective action of Lactoba-
cillus kefir carrying S-layer protein against Salmo-
nella enterica serovar Enteritidis. Int ] Food Micro-
biol 2007;118:264-73.

Maragkoudakis PA, Zoumpopoulou G, Miaris C,
Kalantzopoulos G, Pot B, Tsakalidou E. Probiotic
potential of Lactobacillus strains isolated from
dairy products. Int Dairy | 2006;16:189-99.

. Collado MC, Gonzalez A, Gonzélez R, Hernandez

M, Ferris MA, Sanz Y. Antimicrobial peptides are
among the antagonistic metabolites produced by
Bifidobacterium against Helicobacter pylori. Int |
Antimicrob Agents 2005; 25:385-91.

Spinler JK, Taweechotipatr M, Rognerud CL, Ou
CN, Tumwasorn S, Versalovic . Human-derived
probiotic Lactobacillus reuteri demonstrate anti-
microbial activities targeting diverse enteric bac-
terial pathogens. Anaerobe 2008;14:166-71.

Yang Y, Tao W-Y, Liu Y-J, Zhu F. Inhibition of Baci-
llus cereus by lactic acid bacteria starter cultures in
rice fermentation. Food Control 2008;19:159-61.

Ghalfi H, Thonart P, Benkerroum N. Inhibi-
tory activity of Lactobacillus curvatus CWBI-B28
against Listeria monocytogenes and ST2-verotoxin
producing Escherichia coli O157. Afr | Biotechnol
2006;22:2303-6.

. Todorov SD, Ho P, Vaz-Velho M. Optimisation

of bacteriocin ST153Ch production by Lactobaci-
llus sakei ST153Ch, strain isolated from salpicao,
a traditional pork product from the north-west of
Portugal. | Biotechnol [Internet] 2008;1(136);5735.
Disponible en: http://dx.doi.org/10.1016/].jbio-
tec.2008.07.1752

Todorov SD, Vaz-Velho M. Isolation and charac-
terization of plantaricin ST8SH a bacteriocin pro-
duced by Lactobacillus plantarum STESH, strain
isolated from Bulgarian salami. ] Biotechnol
Supplement [Internet];1(136):S735. Disponible en:
http://dx.doi.org/10.1016/j.jbiotec.2008.07.1751
Todorov SD, Ho P, Franco BDGM, Vaz-Velho M.
Effect of medium composition on the production
of bacteriocin ST216Ch a strain of Lactobacillus
plantarum isolated from Portuguese Chourico.
Higiene Alimentar 2009;23(170-171):352-3.
Todorov SD, Dicks LMT. Lactobacillus plantarum
isolated from molasses produces bacteriocins
active against Gram negative bacteria. Enz Micro-
bial Tech 2005;36:318-26.

Cyol SH, Min CY, Kyoung KH, Chul RY, Hoon
LS, Chul KB. Tenderization and fragmentation of
myofibrillar proteins in bovine longissimus dorsi
muscle using proteolytic extract from Sarcodon
aspratus. LWT Food Sci Technol 2008;41:1389-95.

Oliete B, Moreno T, Carballo JA, Monserrat L,
Sanchez L. Estudio de la calidad de la carne de
ternera de raza Rubia Gallega a lo largo de la ma-
duracién al vacio. Arch Zootecnia 2006;55(209):3-
14.

Holzapfel WH, Geisen R, Schillinger U. Biological
preservation of foods with reference to protective
cultures, bacteriocins and food-grade enzymes.

4.

Int ] Food Microbiol 1995;24(3):343-62.
Rybka-Rodgers S. Improvement of food safe-
ty design of cook-chill foods. Food Res Int
2001;34/(5):449-55.

44.Vignolo G, Fadda S. Starter cultures: Bioprotective

4

o

46.

4

~

48.

49.

50.

52.

53.

54.

55

cultures. En: Toldra F, Hui Y, Astiasaran |, Nip W,
Sebranek |, Silveira E et al, editores. Handbook of
fermented meat and poultry. Oxford: Blackwell
Publishing; 2007. p. 147-57.

. Todorov SD, Franco BDGM, Tome E, Vaz-Velho

M. Mode of action of bacteriocin STsHa on Lis-
teria ivanovii subsp. ivanovii ATCCi9119. CIBIA
VII. Congreso Iberoamericano de Ingenieria de
Alimentos. Integrando la Ingenieria de Alimentos
con el Bienestar; 6-9 de septiembre 2009, Bogo-
ta, Colombia. Comunicacién oral. Book of Abs-
tracts, Programa, Seccién Biopreservacion.

Ruiz-Moyano S, Martin A, Benito MJ, Nevado
FP, Cérdoba M de G. Screening of lactic acid
bacteria and bifidobacteria for potential probiotic
use in Iberian dry fermented sausages. Meat Sci
2008;80:715-21.

. Albano H, Pinho C, Leite D, Barbosa J, Silva J, Car-

neiro L et al. Evaluation of a bacteriocin-producing
strain of Pediococcus acidilactici as a biopreserva-
tive for Alheira a fermented meat sausage. Food
Control 2009;20:764-70.

Sindt, RH, attorney. GRAS notice-exemption
claim for specified uses of nisin [Internet]. Di-
ciembre 2000 [citado 27 julio 2012]. Disponible
en: http://www.accessdata.fda.gov/scripts/fcn/
gras_notices/grnoo6s.pdf

Todorov SD, Franco BDGM, Vaz-Velho M. Bacte-
riocin Producing Lactic Acid Bacteria From and
for Production of Salami-like Products. Interna-
tional Review of Food Science and Technology
2009:57-61.

Véasquez SM, Héctor SM, Sandra ZB. Use of An-
timicrobian Substances Produced by Acid Lactic
Bacterias on Meat Conservation. Rev Chil Nutr
2009;36(1):64-71.

. Moreira Do S. Wagner L. Aislamiento y caracte-

rizacion parcial de una bacteriocina producidas
por pediococcus sp 347 de origen cdrnico [tesis
doctoral]. Madrid, Espafia: Departamento de Nu-
tricion y Bromatologia I, Univ Complutense de
Madrid, Facultad de veterinaria; 1993.

Cédmara Municipal de Mirandela [Internet]. Miran-
dela (Portugal): Cdmara Municipal de Mirandela;
2012 [citado 22 de junio de 2012]. Disponible en:
www.cm-mirandela.pt

Ferreira V, Barbosa |, Vendeiro S, Mota A, Silva
F, Monteiro MJ et al. Chemical and microbiolo-
gical characterization of alheira: A typical Portu-
guese fermented sausage with particular refe-
rence to factors relating to food safety. Meat Sci
2006;73:570-5.

Todorov SD, Ho P, Vaz-Velho M, Dicks LMT.
Characterization of bacteriocins produced by two
strains of Lactobacillus plantarum isolated from
Beloura and Chourico, traditional pork products
from Portugal. Meat Sci 2010;84:334-43.

Ammor MS, Mayo B. Selection criteria for lac-
tic acid bacteria to be used as functional starter

56.

57

cultures in dry sausage production: An up-date.
Meat Sci 2007;76:138-46.

Urso R, Rantsiou K, Cantoni C, Comi G, Cocolin L.
Tecnological characterization of a bacteriocin-pro-
ducing Lactobacillus sakei and its use in fermen-
tation sausages prodution. Int | Food Microbiol
2006;110:232-9.

Bonomo MG, Ricciardi A, Zotta T, Parente E, Sal-
zano G. Molecular and technological characteri-
zation of lactic acid bacteria from traditional fer-
mented sausages of Basilicata region (Southern
Italy). Meat Sci 2008;80:1328-48.

23



