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Introduccién

En Europa, la fabricacién de em-
butidos se remonta a la Grecia
Clasica ya que la manera de pre-
servar la carne tras el sacrificio
de los animales se realizaba me-
diante el secado y la fermenta-
ci6n. Los romanos sazonaban
y condimentaban la carne pica-
da que embutian en tripas que
después secaban. Estos produc-
tos considerados estables sirvie-
ron de provisiones para viajeros
y soldados facilitando expedicio-
nes y campafas militares. A lo
largo de los siglos, sus ingredien-
tes principales siguen siendo los
mismos: carne picada, grasa, saly
especias. Asi, la legislacion espa-
fiola actual define los embutidos
curado-madurados como aque-
llos derivados cérnicos elabora-
dos mediante carnes troceadas o
picadas y grasa no identificables
anatémicamente que, con carac-
ter general y no limitativo, se han
sometido a un proceso de picado
mads o menos intenso, mezclados
con especias, ingredientes, condi-
mentos y aditivos, embutidos en
tripas naturales o envolturas ar-
tificiales, y sometidos a un proce-
so de salazén seguido de curado-
maduracién, acompafiado o no
de fermentacién, suficiente para
conferirles las caracteristicas or-
ganolépticas propias y su estabi-
lidad a temperatura ambiente. El
procesado de los embutidos cu-
rado-madurados se recoge en el
diagrama de flujo mostrado en la
Figura 1.

La poblacién microbiana de los
embutidos incluye una amplia
variedad de especies de bacterias,
levaduras y mohos. Estos tltimos
colonizan la superficie de los em-
butidos, perteneciendo la mayo-
ria a los géneros Penicillium y As-
pergillus. En algunos embutidos el
desarrollo de mohos es deseable
ya que se les atribuyen diferentes
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efectos beneficiosos como favo-
recer un secado homogéneo, re-
ducir la oxidacién lipidica previ-
niendo la rancidez y contribuir a
la produccién de compuestos vo-
latiles creando aromas especifi-
cos. Sin embargo, algunos mohos
ocasionan efectos indeseables,
como los pertenecientes al géne-
ro Mucor, que producen un secado
heterogéneo y olor a amoniaco,
Cladosporium que pueden produ-
cir manchas negras en la super-
ficie de los embutidos y originar
alergias e infecciones fungicas en
el. Algunas especies de Penicillium
pueden producir rinitis alérgica,
asma y angioedemas (Bermudez
etal., 2019). Sin embargo, el prin-
cipal problema relacionado con la
poblacién de mohos es la capaci-
dad de algunas especies de pro-
ducir toxinas en el alimento.

Las micotoxinas suponen un pe-
ligro para la salud de los animales
y los humanos al contaminar la
cadena alimentaria desde los cul-
tivos vegetales hasta los alimen-
tos de origen animal. Algunas
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micotoxicosis son conocidas desde hace siglos co-
mo el ergotismo o Fuego de San Antonio descrito
en la Edad Media por el consumo de pan de cente-
no contaminado por alcaloides de Claviceps purpu-
rea, produciendo gangrena y sensacién de quema-
z6n en las extremidades.

La ocratoxina A (OTA) es la principal micotoxi-
na encontrada en los derivados carnicos curado-
madurados siendo Penicillium nordicum la especie
ocratoxigénica aislada con mayor frecuencia en
estos productos, aunque existen otras especies co-
mo Aspergillus westerdijkiae, descrita mds reciente-
mente como productora de OTA en derivados car-
nicos curado-madurados. La OTA es una molécula
muy estable a la acidez y altas temperaturas por lo
que una vez que contamina un alimento es dificil
eliminarla y se excreta del organismo muy lenta-
mente por lo que tiene capacidad de bioacumula-
cién. Es nefrotédxica, inmunotdxica, neurotdxica,
genotoxica, teratégena y ha sido clasificada como
posiblemente carcinégena para los humanos, in-
cluyéndose en el grupo 2B por la Agencia Interna-
cional de Investigacién sobre el cancer. Estudios
recientes sugieren que podria reclasificarse en el
grupo 2A como probable carcinégeno para huma-
nos al provocar tumores en animales.

Debido al peligro sanitario que presenta es nece-
sario controlar la presencia de los mohos toxigéni-
cos o al menos reducir la sintesis de micotoxinas.
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Figura 1. Diagrama de flujo del procesado de los embutidos curado-madurados



NUMERQ 26. JUNIO 2022

m

. \ J

Convmato |

Gen afamrps —

mﬁm
|

Péptido sintetasa

Gen HAL —= Halogenasa

Clerniosing /i

Malonil CoA

Policétido sintasa

e zen ofapks

Figura 2. Representacién de la ruta biosintética de ocratoxina A. Adaptado de Gallo et al. (2017).

Las medidas higiénicas para pre-
venir la contaminacién durante
la elaboracién se ven desbordadas
en los secaderos y bodegas, donde
no es factible eliminar totalmen-
te la contaminacién ambiental.
Por lo tanto, pueden aplicarse di-
ferentes métodos quimicos o bio-
légicos disponibles, con diferente
efectividad. La industria carnica
emplea comunmente preparados
quimicos para limitar el desarro-
llo de la poblacién fungica en em-
butidos curado-madurados. La le-
gislacién europea permite el uso
de 4cido sérbico, sorbato potéasi-
co, benzoatos y natamicina en la
superficie de los embutidos cura-
do-madurados. Sin embargo, es-
tos compuestos afectan a toda la
poblacién fungica, incluyendo a
los mohos beneficiosos. Por otra
parte, la aplicacién incorrecta del
producto a dosis subinhibitorias
puede favorecer la aparicién de
resistencias e incluso estimular
la produccién de OTA. Ademas,
estudios recientes han mostrado
la toxicidad de algunos de estos
fungicidas y el desarrollo de aler-
gias. Por ultimo, existe una de-
manda creciente por parte de los
consumidores de alimentos libres

de aditivos, especialmente de conservantes, y de
utilizacién de sustancias méas naturales.

Como alternativa, se estan desarrollado diversas
estrategias aplicables durante el secado-madura-
cién de los embutidos curado-madurados sin la
utilizacién de compuestos sintéticos entre las que
se encuentran las basadas en microorganismos
y plantas, o sustancias derivadas de éstas, como
agentes de biocontrol (BCAs). La eficacia de cada
BCA para el control de mohos toxigénicos deriva
de su modo de accién. El conocimiento de estos
mecanismos proporciona una importante infor-
macién que contribuye a optimizar el método de
aplicacién de los BCAs durante el procesado de los
alimentos y permite realizar combinaciones mas
eficaces debido al posible efecto sinérgico entre
ellos.

La utilizacién de técnicas moleculares ha permiti-
do avanzar en el conocimiento de los procesos fi-
siolégicos de mohos toxigénicos y su relacién con
la produccion de micotoxinas. Debido a que la pro-
duccién de OTA esta regulada y relacionada con
distintos genes, puede conocerse el efecto de los
BCAs en la biosintesis de OTA (Figura 2) a nivel
del transcriptoma empleando técnicas de expre-
sién génica. Por otro lado, la proteédmica aborda
el estudio del proteoma o conjunto de proteinas
presentes en un organismo en unas condiciones
especificas. La transcriptémica permite conocer
la expresion génica, pero un mismo gen puede
dar lugar a diferentes formas proteicas. Por ello,
la proteémica puede ayudar a entender los cam-

bios producidos por los BCAs a
través del aumento o la disminu-
cién de proteinas y sus efectos en
el estado fisiol6gico de mohos to-
xigénicos. Finalmente, el anélisis
de metabolitos y otros compues-
tos como el ergosterol, el princi-
pal esterol de la membrana fungi-
ca, puede ayudar a identificar las
dianas de accién de los BCAs.

En este articulo se recogen los
principales modos de accién an-
tifungica de dos BCAs capaces
de reducir la OTA producida por
P. nordicum durante la elabora-
cién de los embutidos: el romero,
una hierba que puede ser ariadi-
da como ingrediente y la levadu-
ra Debaryomyces hansenii FHSCC
253H, aislada de derivados car-
nicos curado-madurados por el
Grupo de Investigacion de Higie-
ne y Seguridad Alimentaria de la
Universidad de Extremadura. Es-
te trabajo forma parte de la tesis
doctoral titulada “Efecto de agen-
tes para el biocontrol de mohos
ocratoxigénicos en embutidos
curado-madurados” defendida el
pasado mes de diciembre en la
Universidad de Extremadura por
la veterinaria Marfa Micaela Al-
varez.
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Modos de accién antifingica del romero
La adicién de hojas picadas de romero a la masa
carnica durante la elaboracién de salchichones
permite reducir la OTA producida por P. nordicum
en un 50 %. Ademads, la maceracién de las tripas
en agua con romero durante el dia previo a la fa-
bricacién de los embutidos disminuye la micoto-
xina por debajo del limite de cuantificacién de la
técnica empleada. Por lo tanto, el efecto antiocra-
toxigénico del romero depende del modo de apli-
cacion. Dado que el proceso de maceracion conlle-
va una mejor disolucién de los compuestos fendli-
cos en agua, éstos podrian ser los responsables de
su mayor efecto antiocratoxigénico. Los compues-
tos fendlicos de otras especias como el fenogreco
han mostrado la capacidad de reducir la OTA pro-
ducida por Aspergillus carbonarius, y el extracto de
anis, principalmente compuesto por 4cido rosma-
rinico, uno de los componentes mayoritarios del
romero, reduce la produccién de aflatoxinas en
Aspergillus flavus y zearalenona en Fusarium cul-
morum.

A nivel genémico las hojas de romero inhiben

los genes otapks y otanrps que intervienen en la

sintesis de OTA en P. nordicum (Figura 2). Por lo
tanto, la produccién de la micotoxina puede es-
tar influida por numerosas sefiales iniciadas por
compuestos presentes en el romero que provocan
efectos inhibitorios dentro de los sistemas de re-
gulacién génica.

En cuanto al proteoma de P. nordicum, en los lotes
con el macerado en romero disminuyeron protei-
nas como la prefenato deshidratasa y la corisma-
to sintasa (Figura 3), relacionadas con la ruta bio-
sintética de la OTA desde el 4cido shikimico hasta
la formacién de fenilalanina (Figura 2). Esto in-
dicaria que la ruta de biosintesis de la micotoxi-
na se ve afectada en diversos puntos por la accién
del romero. Ademés, disminuy6 la abundancia de
proteinas de la ruta de integridad de la pared ce-
lular como la F-actin-capping subunit beta, rela-
cionada con la organizacién de la actina en el ci-
toesqueleto y la NADPH-citocromo P450 reducta-
sa que interviene directamente en la biosintesis
de ergosterol (Figura 3). Esto fue corroborado con
el an4lisis del contenido en ergosterol de P. nordi-
cum en presencia de romero, el cudl disminuy6 en
mas de un 75 %. El ergosterol se considera la dia-
na en la accién de diversos compuestos antifun-
gicos, tanto en la industria alimentaria como en
medicina. Por ejemplo, se conoce que la natami-
cina se une directamente al ergosterol impidien-
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do el desarrollo fungico y que el
ergosterol es también la diana de
medicamentos empleados para
tratar infecciones fingicas como
los azoles. Ademds, la produccién
de ergosterol ha sido correlacio-
nada con la produccién de OTA
en otros mohos. La alteracién de
la pared celular debido al romero
también se reflejé en la estimula-
cién del gen rhol, que se relaciona
con estimulos que dafian la pared
celular e inicia los procesos nece-
sarios para reparar el dano (Figu-
ra 3).

Modos de accién antifingica
de D. hansenii

La cepa de D. hansenii estudiada
es capaz de disminuir la produc-
cién de OTA por P. nordicum por
debajo del limite de cuantifica-
cién cuando se inocula tanto en
el interior de los embutidos como
en la superficie de éstos. Esta le-
vadura ha sido descrita como la
especie predominante en los em-
butidos elaborados en distintos
paises. Por otra parte, algunas ce-
pas de D. hansenii se comerciali-
zan como cultivos iniciadores de-
bido a que facilitan el proceso de
secado e influyen en el desarrollo
del aroma y sabor.

Aunque se considera que la com-
peticién por nutrientes y espacio
es el modo de accién mas comun
de las levaduras, no puede afir-
marse que sea el principal factor
al que se debe la capacidad inhi-
bidora de la cepa de D. hansenii
empleada ya que P. nordicum do-
mina nutricionalmente sobre la
levadura en la mayoria de condi-
ciones de temperatura y activi-
dad de agua (aw) que se alcanzan
durante la maduracién de los em-
butidos. Por lo tanto, debe haber
otros factores involucrados, co-
mo la produccién de compuestos
antifungicos solubles y volatiles y
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Figura 3. Modos de accion del romero (en verde) y de la levadura (en rojo) frente a Penicillium
nordicum. Las flechas indican la inhibicién o estimulacién de las dianas de accién
FaC: F-actin capping protein subunit beta; HAL: Halogenasa; NRPS: Péptido sintetasa no ribosomal;
p450: citocromo P450; PKS: Policétido sintasa; NADPHc P450: citocromo NADPH P450.

proteinas killer que pueden afec-
tar al desarrollo estructural del
moho, ala germinacién y ala pro-
duccién de la micotoxina. En es-
te sentido, la cepa de D. hansenii
inoculada en los embutidos pro-
duce compuestos volétiles como
el 3-metil-1-butanol que ha mos-
trado tener capacidad para redu-
cir el crecimiento de mohos pro-
ductores de OTA.

Anivel del genoma, se ha descrito
que la cepa de D. hansenii emplea-
da altera la ruta biosintética de la
OTA mediante la disminucién en
la expresién del gen otapks en P.
nordicum cuando se inocula en
jamon curado.

En cuanto al efecto sobre el pro-
teoma, D. hansenii provoca en P.
nordicum una reduccién de la
abundancia de proteinas relacio-
nadas directamente con la bio-
sintesis de OTA (Figura 3). Entre
ellas, la corismato sintasa inter-
viene en la sintesis de corisma-
to, un precursor de la fenilalani-
na, indispensable para formar la
estructura molecular de la OTA
(Figura 2). Las proteinas piruva-
to deshidrogenasa E1 subunidad
Alpha y la probable acetate kina-

se estdn relacionadas con la formacién del Acetil
CoA, necesario para la sintesis de ochratoxina

y del ergosterol (Figura 3). Ademads, disminuy? la
abundancia de numerosas proteinas pertenecien-
tes al dominio PKS ER, relacionado con la sinte-
sis de micotoxinas como la OTA en otras especies
productoras o las fumonisinas de Fusarium spp.

En presencia de D. hansenii también se reduce la
abundancia de algunas proteinas relacionadas
con la ruta de la integridad de la pared celular (Fi-
gura 3). Estas proteinas son esenciales para el de-
sarrollo normal de las hifas a través de la unién de
la actina y de la organizacion de la pared celular.

Conclusiones

Tanto el romero como la levadura D. hansenii al-
teran la integridad de la pared celular del moho
ocratoxigénico y la biosintesis de la OTA, aunque
como consecuencia de diferentes modos de ac-
ci6én. Teniendo en cuenta los efectos descritos so-
bre P. nordicum'y sus usos habituales en la elabora-
ci6én de algunos embutidos, estos agentes pueden
ser recomendados para su utilizacién para el bio-
control de la produccién de OTA.

Para mas informacion:

En el Colegio Oficial de Veterinarios de Badajoz,
se podra consultar la bibliografia completa corres-
pondiente a este articulo para todos aquellos inte-
resados.
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