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RESUMEN



Introduccion:

El jamon curado es un producto carnico muy apreciado por sus caracteristicas sensoriales
y por ser un alimento microbiol6gicamente seguro; su baja aw (<0,92) y alta concentracion
de sal, restringen el crecimiento de la mayoria de microorganismos. En Espafia, se
comercializa tradicionalmente en piezas enteras, pero en la actualidad hay una creciente
demanda del producto deshuesado, especialmente para la exportacion. Sin embargo, la
operacion de deshuesado implica una manipulacion adicional posterior al procesado que
conlleva un riesgo de contaminacién con microorganismos presentes en el entorno industrial,

como Listeria monocytogenes.

Las condiciones del jamén no favorecen el crecimiento de L. monocytogenes, pero su
presencia supone una barrera comercial en paises donde el criterio microbiol6gico es de
“tolerancia cero”. Por tanto, tras el deshuesado es necesario aplicar un tratamiento que
permita lograr este objetivo de seguridad alimentaria (FSO). Una de las alternativas es el
tratamiento con electrones acelerados, cuya eficacia para la higienizacion de alimentos ha
sido ampliamente demostrada. No obstante, presenta un escaso poder de penetracion, lo que
supone un inconveniente para su empleo en alimentos de mayor grosor, como el jamén

curado deshuesado.

Objetivo:

Establecer las condiciones del tratamiento con electrones acelerados efectivas para
disminuir la carga de L. monocytogenes del jamon curado deshuesado hasta niveles seguros,
es decir, que permitan alcanzar el FSO, preservando, a su vez, las caracteristicas sensoriales
del producto original. Ademas, se pretende conocer el efecto de este tratamiento sobre la
expresion de los genes de virulencia y de respuesta al estrés de las células que han

sobrevivido a la irradiacion.
Metodologia:

Los diferentes estudios realizados, se exponen a continuacion:

- Determinacion de las cinéticas de inactivacion frente al tratamiento con electrones de
cuatro cepas de L. monocytogenes (S2, S4-2, S12-1y S7-2) y una de L. innocua (NCTC

11288), y obtencion de los correspondientes valores D.



Estudio de la capacidad de penetracion de diferentes dosis de electrones acelerados en el
jamon curado deshuesado e influencia del grosor y de la composicion del producto sobre
dicha capacidad.

Aplicacion del tratamiento de higienizacion con electrones acelerados a jamones curados
deshuesados contaminados de forma intencionada con la cepa de Listeria mas

radiorresistente.

Estudio del efecto del tratamiento sobre las propiedades sensoriales del jamon curado
deshuesado.

Identificacion de compuestos volatiles en jamones curados irradiados que pudieran

emplearse como marcadores radioliticos.

Estudio del efecto del tratamiento con electrones acelerados sobre las propiedades
ligantes del plasma en polvo utilizado como agente de ligazon en frio en la elaboracion
de jamones curados reestructurados, como formato alternativo a los jamones

deshuesados.

Estudio del efecto del tratamiento subletal con electrones acelerados sobre la expresion
de los genes de respuesta al estrés (sigB) y de virulencia (pIcA, hly e iap) de Listeria

monocytogenes.

Resultados:

A continuacién, se resumen los resultados mas relevantes:

En el jamon curado deshuesado se asume, en el peor de los casos, una contaminacion
inicial de 1 log UFC de Listeria monocytogenes. Asi, para alcanzar el FSO, es necesario

un tratamiento que ocasione 2,39 reducciones decimales en la carga del microorganismo.

Las cepas L. innocua NCTC11288 y L. monocytogenes S4-2 fueron las mas
radiorresistentes, con un valor D de 0,55 kGy. Considerando este valor D, se determino,
que seria necesario aplicar una dosis de 1,32 kGy para lograr las 2,39 reducciones

decimales.

El tratamiento con electrones acelerados aplicado de forma unilateral a jamones curados
deshuesados no logra el FSO, incluso a dosis de 6 kGy. Sin embargo, con un tratamiento
bilateral, a dosis de tan solo 2 kGy, si se alcanza este objetivo.



La capacidad de penetracion de los electrones acelerados fue mayor en la parte grasa del
jamon que en la magra. Sin embargo, la aplicacion de 2 kGy de forma bilateral permite
la penetracion de los electrones acelerados en todo el producto.

El efecto listericida de los electrones acelerados se optimiz6 en funcion del espesor del
jamén curado deshuesado. Un tratamiento bilateral con dosis de 1 kGy es suficiente para
eliminar Listeria en jamones de espesor < 7 cm. Para tamafios superiores, es necesario

aplicar un tratamiento bilateral con 2 kGy.

No se observaron cambios en las propiedades sensoriales de las lonchas de jamon por
efecto del tratamiento unilateral con dosis de hasta 2 kGy. Sin embargo, el tratamiento
unilateral con 3 kGy tuvo un efecto negativo, principalmente en el olor, aunque dicho
olor desaparecié después de 15 dias de almacenamiento a 4°C. Cuando se aplicd un
tratamiento bilateral con 2 kGy en jamones curados deshuesados, se produjeron cambios

unicamente en el olor que desaparecieron tras 15 dias de almacenamiento a 4°C.

Se proponen 18 compuestos volatiles como posibles marcadores radioliticos; 10 de ellos
se generan incluso a bajas dosis, manteniéndose durante el almacenamiento (nonano,
2,2,4,6,6-pentametil heptano, 3-metil pentano, 2-hexanona, 5-etilhidro-2(3H)-furanona,
pentadecano, tridecano, undecano, 1-hepteno, 1-deceno) y 8 se detectan Unicamente en
los jamones sin irradiar (2,4-dimetilheptano, 2,3,4-trimetilpentano, 2-metil-1-penteno,
2,4-dimetil-1-hepteno, 2-metil-2-propanol, 2-pentanol, metil-isobutil-cetona y 2-etoxi-2-

metil-propano).

Se observaron cambios microestructurales, debido al tratamiento bilateral con 2 kGy, en
la zona de pegado en jamones curados reestructurados, pero la irradiacion no alteré la

fuerza de pegado.

La relacion entre la expresion absoluta de los genes sigB, pIcA, hly e iap de L.
monocytogenes y el nimero de listerias supervivientes, sugiere que las dosis subletales
de electrones acelerados podrian ocasionar un aumento de la expresion de estos genes,

sin que la temperatura y del tiempo de almacenamiento influyan de forma manifiesta.



Conclusion general:

La aplicacion de electrones acelerados de forma bilateral a una dosis de 2 kGy es
adecuada para alcanzar, en jamon curado deshuesado, el FSO para Listeria monocytogenes,
independientemente del tamafio y de la composicion del producto. El tratamiento propuesto
puede hacerse extensivo a jamones curados reestructurados. Sin embargo, el tratamiento
subletal podria inducir la expresion de genes de respuesta al estrés y de virulencia de L.
monocytogenes, lo que supone un mayor riesgo para la salud publica. La relevancia de estos
resultados radica en la necesidad de optimizar el tratamiento con electrones acelerados para

evitar la supervivencia de células de L. mocytogenes, que son potencialmente més virulentas.



Electron beam irradiation of boned dry-cured ham: elimination of Listeria
monocytogenes and detection of radiation-induced markers

Introduction:

Dry-cured ham is a meat product highly appreciated for its sensory characteristics and for
being a microbiologically safe food; its low aw (<0.92) and its high concentration of salt
restrict the growth of most microorganisms. In Spain, this product is traditionally marketed
as bone-in ham with the hoof, but currently there is a growing trend in demand for the boned
product, especially for export. However, the boning process involves additional post-
processing handling, which increases the risk of contamination with microorganisms from

the industrial environment, such as Listeria monocytogenes.

The properties of a ham do not favour the growth of L. monocytogenes. However, from a
commercial point of view, the presence of Listeria is a problem in countries such as the
United States, where a microbiological criterion of “zero tolerance” for this microorganism
is applied. Therefore, to achieve this food safety objective (FSO), it is necessary to apply a
treatment after boning. One of the alternatives is the electron beam irradiation (E-beam),
whose effectiveness for the food sanitation has been widely documented. However, E-beam
has a limited penetration depth, which is a disadvantage for its use in thicker foods such as

boned dry-cured ham.

Objective:

To establish the adequate conditions for E-beam treatment to accomplish the FSO with
regard to Listeria monocytogenes in boned dry-cured ham with negligible changes in the
sensory quality of the product. Also, it is aimed to know the effect of this treatment on the
expression of virulence and stress-response genes in cells that have survived to the

irradiation.
Methodology:

The studies performed were the following:

- Determination of inactivation kinetic of four L. monocytogenes strains (S2, S4-2, S12-1
and S7-2) and one of Listeria innocua (NCTC 11288) by E-beam treatment, so that the

D values could be obtained.
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- Study of the penetration capacity of different doses of E-beam in boned dry-cured ham.
Also determining the influence of the thickness and composition of the product on this

capacity.

- Application of E-beam sanitization treatment to boned dry-cured hams intentionally
contaminated with the most radioresistant Listeria strain.

- Study of the effect of E-beam treatment on the sensory properties of boned dry-cured

ham.

- ldentification of volatile compounds in irradiated dry-cured hams that could be used as

radiolytic markers.

- Study of the effect of E-beam treatment on the binding properties of plasma powder (PP)

used as a cold binding agent in the restructured dry-cured ham processing.

- Study of the effect of E-beam treatment on the expression of virulence (plcA, hly and iap)

and stress-response (sigB) genes of Listeria monocytogenes in dry-cured ham.

Results:

The most relevant results were the following:

- In the worst case, an initial contamination level of 1 log UFC of Listeria monocytogenes
would occur in boned dry-cured ham. Therefore, to reach the FSQO, it is necessary to apply

a treatment that results in 2.39 decimal reductions in the load of L. monocytogenes.

- L. monocytogenes S4-2 and L. innocua NCTC11288 were the most radioresistant strains,
with a D-value of 0.55 kGy. Considering this D-value, to achieve 2.39 decimal reductions

in the Listeria level, a treatment of 1.32 kGy would be necessary to reach the FSO.

- The E-beam treatment applied unilaterally to boned dry-cured hams does not achieve the
FSO, even at a dose of 6 kGy. However, with a bilateral treatment at only 2 kGy the FSO

is achieve.

- The penetration capacity of E-beam was greater in the lard than in the lean part of dry-
cured ham. Independently of this difference, it could be established a generic treatment

in this product applying a dose of 2 kGy bilaterally.

- The listericidal effect of the E-beam treatment was optimised according to the thickness

of the boned dry-cured ham. A bilateral treatment with a dose of 1 kGy is sufficient to
11



eliminate Listeria in hams up to 7 cm thick. It is necessary to apply a bilateral treatment

with 2 kGy when the thickness of the ham is greater than 7 cm.

No changes were observed in the sensory properties of the dry-cured ham slices due to
the effect of unilateral treatment with doses of up to 2 kGy. However, the unilateral
treatment with 3 kGy had a negative effect, mainly on the odour, although this effect
disappeared after 15 days of storage at 4°C. When a bilateral treatment with 2 kGy was
applied on boned dry-cured hams, changes occurred only in the odour which also

disappeared after 15 days of storage at 4°C.

Eighteen volatile compounds are proposed as possible radiolytic markers; 10 of them
because are generated even at low doses, remaining during storage (nonane, 2,2,4,6,6-
pentamethyl heptane, 3-methyl pentane, 2-hexanone, 5-ethylhydro-2(3H)-furanone,
pentadecane, tridecane, undecane, 1-heptene and 1-decene) and 8 because are detected
only in unirradiated hams (2,4-dimethylheptane, 2,3,4-trimethylpentane, 2-methyl-1-
pentene, 2,4-dimethyl-1-heptene, 2-methyl-2-propanol, 2-pentanol, methyl isobutyl
ketone and 2-etoxy-2-methyl-propane).

Microstructural changes, due to bilateral treatment with 2 kGy, were observed in the
binding area of restructured dry-cured hams. However, the irradiation did not alter the
binding force of the PP.

The relationship between the absolute expression of the sigB, pIcA, hly and iap genes of
L. monocytogenes and the number of surviving Listeria, suggest that sublethal doses of
E-beam would could cause an increase in the expression of these genes, without a clear

influence of storage temperature and time.

Conclusion:

The application of E-beam bilaterally at a dose of 2 kGy is adequate to achieve, in

boneless cured ham, the FSO for Listeria monocytogenes, irrespective of the size and

composition of the product. The proposed treatment can be applied to restructured dry-cured

hams. However, sublethal treatment could induce the expression of stress-response and

virulence genes of L. monocytogenes, which constitutes a greater risk to public health. These

results are relevant because they highlight the importance of optimising E-beam treatment

to avoid the survival of L. mocytogenes cells, which are potentially more virulent.
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1. INTRODUCCION
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1.1.- Jamon curado

1.1.1.- Antecedentes historicos

Para conocer los origenes del jamon curado hay que remontarse a la historia misma del
cerdo domeéstico y su relacion con el hombre, lo cual es muy complejo pues a través del
tiempo ha sido desde venerado hasta prohibido. Las primeras representaciones rupestres del
cerdo salvaje datan de aproximadamente 40.000 afios y han sido halladas simultdneamente

al sur de Rodesia en Africa y en Altamira en Europa (Bello-Gutiérrez, 2008).

Los pasos iniciales en la domesticacion del cerdo datan de hace por lo menos 12 mil afios
siendo descritas principalmente en Europa y Asia. Esta domesticacion estuvo alentada por
la gran fecundidad de esta especie y su capacidad de alimentarse de material organico, desde
residuos de alimentos hasta de carrofia, convirtiendo asi en proteina animal lo que de otra
forma suponia una amenaza sanitaria para los asentamientos humanos (Larson y col., 2007;
Vigne et al., 2009; Marom y Bar-Oz, 2013; Larson y Fuller, 2014).

La carne del cerdo domesticado formd parte de la dieta cotidiana de civilizaciones como
Grecia, Mesopotamia y China. También hay evidencias de su presencia en algunos lugares
de la actual Hungria por lo menos 2.500 afios a.C. No existen resefias sobre la crianza y
consumo de cerdo en el Egipto faradnico. Otra gran cultura que carece de estos vestigios es
la hebrea, en la que estaba prohibido su consumo (Grigson, 2007; Stankus, 2016).

A través de la historia, la principal preocupacién ha sido conservar los alimentos para
asegurar la subsistencia en épocas de escasez, sobre todo la carne por ser uno de los
alimentos mas preciados. Asi, surgieron la coccion, el ahumado, la conservacion en frio
(hielo), sobre todo en el norte de Europa, o el secado, en zonas de clima mediterraneo
(Toldra, 2002).

Los egipcios desarrollaron la salazén, un método que permitia conservar la carne y el
pescado por largos periodos debido a la accion deshidratante de la sal y las pequefias
cantidades de nitritos y nitratos presentes en ella, hecho que se descubrio siglos més tarde
(Pegg y Honikel, 2015). Los antiguos griegos importaron esta tecnologia y la aplicaron en
la carne de cerdo naciendo asi el jamén curado. En torno al siglo V a.C., en Grecia era
popular un antecesor del jamon curado conocido como kolia (perna en latin). Es probable
que los etruscos también conocieran e incluso abastecieran a Grecia con este alimento, ya
que se han encontrado miles de esqueletos de cerdos con ausencia de patas traseras en

excavaciones realizadas en Italia. EI médico Hipdcrates lo recomendaba para a ciertos
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enfermos y el dramaturgo Aristofanes y el fildsofo Platon aludian a sus bondades (Bello-
Gutiérrez, 2008).

La elaboracion de perniles de cerdo salados, ahumados o no, estd bien documentada en el
Imperio Romano y en Europa occidental. Los emperadores Augusto y Agripa crearon
monedas con forma de jaman, e incluso habia medallas de las legiones romanas con forma
de cerdo (lllescas, 2012). Los pueblos nativos asentados en las zonas de la actual Francia,
Bélgica, Espafia, Portugal y Croacia suministraban jamones a una Italia cuya capacidad para
la fabricacion era superada por la demanda de una poblacion en crecimiento (MacKinnon,
2001; D’Arms, 2004). Las culturas Celta ¢ fbera elaboraban jamones muy apreciados en
Roma, lo cual ha quedado documentado por Estrabon en su obra “Geographyka”, donde
comenta la exquisitez de los jamones de origen ibero y cantabricos cuya tradicion se remonta

a épocas prerromanas (Ventanas, 2006; lllescas y col., 2012).

En China, entre los afios 618-907 d.C., durante la Dinastia Tang, se realizd una
descripcion completa del método de elaboracion de jamones curados, los jamones Jinhua,
cuya popularidad perdura hasta hoy (Zhou y Zhao, 2012; Stankus, 2016). En la Edad Media,
en Europa, aument6 el consumo de carne de cerdo debido a la influencia de los pueblos
germanos. Por ello, se perfeccionaron las explotaciones porcinas y se favorecio el desarrollo
de razas como la Ibérica, propiciado ademas por la reconquista de la peninsula ibérica (Bello-
Gutiérrez, 2008).

Los cerdos y el jamén curado llegaron a América durante el segundo periplo de Cristobal
Colén, aunque la técnica del salado de la carne era de uso comun en el Imperio Inca para la
produccion de charqui o carne seco-salada de camélidos sudamericanos (Salvay col., 2012).
El jamon curado se extendio en todo el continente americano y derivd con el tiempo en
productos muy populares en la actualidad: como el jamoén “Country style” en América del
Norte y tasajo (0 carne de vacuno salada) y Jerki (carne salada y ahumada de cordero, vacuno

o cerdo) en América del Sur (Fadda y Vignolo, 2015; Hanson y col., 2015).

En el siglo XVII, Gbngora, Tirso de Molina o Lope de Vega hicieron referencia al jamoén
curado como objeto de agasajo, por su importancia, cualidades y virtudes. Por su parte,
Cervantes en el Quijote destacaba el mérito de Dulcinea del Toboso para tratar los productos
del cerdo (lllescas y col., 2012).

Hoy en dia, es un producto carnico tradicional de los paises mediterraneos,
principalmente Espafia e Italia, ampliamente consumido y reconocido mundialmente por sus
caracteristicas sensoriales. La calidad del jamon curado espafiol ha sido distinguida con
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menciones como la Denominacién de Origen protegida (DOP) de los jamones de Teruel,
Jabugo, Guijuelo, Los Pedroches y Dehesa de Extremadura; la Indicacién Geogréafica
Protegida (IGP) de los jamones de Trevelez y Seron; y la Especialidad Tradicional
Garantizada (ETG) otorgada al Jamon Serrano (Toldra y Aristoy, 2010; MAPA, 2020).

1.1.2.- Definicion de jamon curado y bases anatomicas

El Real Decreto 1469/2007 por el que se aprueba la norma de calidad para la carne, el
jamén, la paleta y la cafia de lomo ibéricos define el jamon curado como el “producto
elaborado con la extremidad posterior, cortada a nivel de la sinfisis isquiopubica, con pata y
hueso, que incluye la pieza osteomuscular integra, procedente de cerdos adultos, sometido
al correspondiente proceso de salazén y curado/maduracion”. Esta definicion, aunque

menciona al jamon Ibérico, puede también utilizarse para los jamones curados no Ibéricos.

La extremidad posterior o pernil, es la materia prima del jamon curado y esta compuesta
principalmente de hueso, un importante grupo muscular, grasa subcutanea y, piel. EI pernil
puede dividirse en tres porciones segln su plano anatémico (Pérez-Juan y col., 2006; Bello-
Gutiérrez, 2008; Popesko, 2010; lllescas y col., 2012):

- Porcidn inferior o distal, que incluye las areas denominadas comercialmente como:
pezuiia, cafia, y jarrete, que incluye una estructura articular llamada el codillo trasero o
del jamon. La parte muscular esta constituida principalmente por los siguientes
musculos: biceps femoris, popliteus, soleous, gastrocnemius, peroneus longus y tertius,
tibialis cranialis, flexor digitorum longus y superficialis.

- Porcion central, que incluye las areas denominadas maza, contramaza y babilla y esta
formada principalmente por los mdsculos: biceps femoris, semitendinosus,
semimembranosus, gastrocnemius, gracilis, adductor, rectus femoris, vastus medialis,
intermedius y lateralis.

- Porcién proximal, constituida principalmente por la cadera o punta, cuya base 6sea
es el hueso coxal, y consta principalmente de los musculos: biceps femoris, tensor

fasciae latae, sartorius, pectinus, piriformis, gluteous accesorius, medius y profundus.

La Figura 1 muestra un esquema del pernil y el jamon curado elaborado a partir de lo
descrito por Pérez-Juan y col. (2006), Popesko (2010), Bello-Gutiérrez, 2008; Illescas y col.
(2012) y Petrovay col. (2015).
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Figura 1. Puntos anatomicos de interés en el pernil y jamén curado. Partes del jamén curado
(denominaciones comerciales): 1 (Punta o cadera), 2 (Babilla), 3 (Maza), 4 (Contramaza), 5
(Osobuco o jarrete), 6 (Codillo trasero o del jamén), 7 (Cafa) y 8 (Pezufia). Estructuras
musculares del jamén curado: TFL (tensor fasciae latae), S (sartorius), RF (rectus femoris),
VM (vastus medialis), VL (vastus lateralis), VI (vastus intermedius), P (pectineus), A
(adductor), G (gracilis), SM (semimembranosus), ST (semitendinosus), BF (biceps femoris),
GCM y GCL (gastrocnemius, cabeza medial y cabeza lateral, respectivamente), FD (flexor
digitorum superficialis). Otras estructuras: F (Fémur), R (Ré6tula) y GS (Grasa subcutanea).

1.1.3.- Tipos de jamon curado

Hoy en dia existe una amplia gama de jamones curados. Entre los mas reconocidos estan
los jamones espafioles Ibérico y Serrano y algunos italianos como el de Parma. En Europa
se distinguen los franceses, portugueses, belgas, alemanes, croatas, eslovenos y

escandinavos, y del resto del mundo, los chinos y los estadounidenses (Toldra, 2012, 2016).

En las diferentes zonas geogréaficas donde se producen, se han desarrollado procesos de
elaboracion con condiciones especificas. Se tienen en cuenta la linea genética del cerdo, su
alimentacidn, su sistema de crianza, etc., y, en cuanto al procesado, tratamientos especificos
de salazén, condiciones ambientales (temperatura y la humedad), duracion del secado o la
aplicacion o no del ahumado, entre otros (Gou y col., 2012). Todo ello repercute en la calidad
del producto final y da lugar a jamones con diversos perfiles morfoldgicos y caracteristicas

sensoriales especificas.
Tipos de jamdn curado segun las caracteristicas de la materia prima

Para elaborar los diferentes jamones se utiliza una gran diversidad de razas y lineas
porcinas pero las mas comunes son Large White, Pietrain, Landrace o sus cruces (Petrova y
col., 2015). En general, los paises mediterraneos prefieren cerdos con una infiltracién grasa
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mayor como los Ibéricos mientras que en Europa del Norte se prefiere cerdos mas magros

(Jiménez-Colmenero y col., 2010).

Algunos jamones curados proceden de genotipos de cerdos rasticos y criados en libertad,
como el Ibérico, que utiliza cerdos de raza del mismo nombre, el francés de Corcega, que
usa la raza Nustrale, el italiano Cinta Senese y el hingaro-rumano de Mangalica, que
emplean razas del mismo nombre. Por el contrario, otros jamones se obtienen de cerdos
blancos de crianza intensiva, como de Parma, Serrano, el francés de Bayona, etc. (Toldra 'y
Aristoy, 2010; llescas, 2012; Pugliese y col., 2013; Bosse y col., 2018).

Otra cualidad importante es la edad y peso de los cerdos sacrificados. En general, los
jamones producidos de cerdos con mas edad suelen tener un mejor color por la mayor
cantidad de mioglobina y un buen sabor, lo que se relaciona con una mejor calidad. Algunos
ejemplos son: 8-9 meses (160-180 kg) para el jamdn de Parma o 9-12 meses (120-140 kg)
para el de Bayona. En Espafia, los cerdos cuyos perniles seran destinados a jamén Serrano
se sacrifican a los 5-6 meses con 100-120 kg, mientras que los destinados a jamoén Ibérico,
entre 14-18 meses y 140-180 kg (Toldra, 2012; Estévez y col., 2015; Petrova y col., 2015).

Estos factores influyen en la forma y tamafio del jamon. Asi, los jamones de Parma
Bayona, el italiano de Toscano y el aleman Westphalia son méas redondeados que el ibérico
o0 el jamon portugués de Barrancos, mas alargados, estrechos y de menor peso, de 8 y 5 kg,
respectivamente (Bosse y col., 2018). Los jamones Jinhua y Xuanwei son de menor tamafio

pues proceden de razas pequefias con perniles de 3-4 kg (Petrova y col., 2015).
Tipos de jamédn curado segun las particularidades del procesamiento

La forma de algunos jamones depende exclusivamente del perfilado de pernil, como los
italianos de San Daniele, Mddena y Norcia, que presentan forma de pera o violin o el jamén
belga de Las Ardenas, con forma redondeada y bajo peso (4 kg) debido a que se recortan
(Gouy col., 2012; Bosse y col., 2018).

En Espafia es comun comercializar jamones con el hueso coxal, que permite mantener la
conformacién muscular. En Francia e Italia se retira casi la totalidad de este hueso, aunque
permanece una porcion de esta estructura (“anchetta’) para evitar la formacién de cavidades

que obstaculicen el secado (Estévez y col., 2015; Toldra y Aristoy, 2010; Toldra, 2012).

El jamon Serrano, Ibérico, el italiano de Aosta, San Daniele, el de Barrancos y el Jinhua
mantienen la pezufia en el producto final, mientras que los italianos de Toscano, de Parma,

Bayona, el esloveno de Kraski, los croatas Dalmata y de Istria, entre otros, presentan perniles
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enteros, pero sin la pezufia. Algunos jamones se deshuesan antes del procesado como los
alemanes de Ammerland y el Selva Negra, aunque hoy en dia, y con el fin de satisfacer las
demandas del consumidor, es comun encontrar formatos deshuesados de la mayoria de los
jamones (Zhou y Zhao, 2012; Gibis y col., 2014; Bosse y col., 2018).

En la cuenca mediterranea, la salazon se realiza en seco y empleando sal comun sin refinar
la cual suele contener sales nitrificantes en cantidades residuales, por lo que es frecuente la
adicion de nitritos y/o nitratos. Algunos jamones como los de Parma, San Daniele, Dalmata,
de Istria o Kraski utilizan Gnicamente sal marina y no permiten la adicion de sales
nitrificantes. En el norte de Europa se suele usar sal refinada acompafada de nitritos que

favorecen el acortamiento del curado (Bosse y col., 2018; Zadravec y col., 2020).

En otros jamones como los de Aosta, de Toscano, Ammerland e Istria, la sal marina se
mezcla con especias, como pimienta, ajo y hierbas aromaéticas. Algunos como el de Las
Ardenas se salan en seco o en salmuera; otros, como el de Westphalia, son frotados con sal

y salados en salmuera (Bello-Gutiérrez, 2008; Gibis y col., 2014; Marusi¢ y col., 2014).

La fase de maduracién del jamén curado puede ser particularmente larga y esta
relacionada con la calidad y coste del producto final. Algunos ejemplos son el jamén Ibérico
cuyo procesado dura 24 - 48 meses; el jamon Kraski, de 12-24 meses; el de Cércega, de 12-
36 meses; el de Carpegna, mas de 14 meses (Bello-Gutiérrez, 2008; Andronikov y col.,
2013).

El ahumado esta generalmente asociado con un procesado mas corto como ocurre en
jamones del norte de Europa, la peninsula Balcéanica, Portugal e Italia. Son los jamones
Ammerland, Selva Negra o Westphalia, cuyo procesado dura de 3 a 5 meses, el de Las
Ardenas de 4 meses, el finlandés Sauna de 2 a 4 meses y los “Country-style ham” de Estados
Unidos, de 3 a 6 meses (Toldra, 2012; Gibis y col., 2014; Petrovay col., 2015). Sin embargo,
otros jamones ahumados conllevan largos periodos de maduracion como en el noruego Santa
Cristina y el jamén de Dalmata, que se maduran durante 15-24 meses (Petrova y col., 2015;
Maksan y Breci¢, 2019).

1.1.4.- Proceso de elaboracion de los jamones curados

Durante siglos, para la elaboracion artesanal de los jamones se criaban a los cerdos en
casay se sacrificaban a principios del invierno, es decir, a finales de noviembre. Los jamones
se salaban a mano, frotando sal en las superficies del pernil, y luego reposaban en el frio un

par de semanas. La fase de secado tenia lugar durante la primaveray el verano. Durante este
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periodo los jamones eran colgados en la parte superior de la casa para facilitar el control de
la temperatura y la humedad mediante la apertura de las ventanas dependiendo de las
condiciones meteoroldgicas. Finalmente, los productores artesanos evaluaban
sensorialmente cada jamon y determinaban el término del proceso basandose en una
experiencia que era transmitida de generacion en generacion (Toldra y Aristoy, 2010;
Toldra, 2012). Esta préactica casi ha desaparecido con el desarrollo tecnoldgico,

procesandose de forma controlada en instalaciones industriales.

Actualmente, las diferentes fases del procesamiento, tomando a los jamones

mediterrdneos como modelo, se observan en el esquema de la Figura 2.

Recepcion

A\ 4
Preparacion de los perniles

A 4
Fase de salazén

v
Pre-salado
i Adicién de sal
: |
pommoo- '__________,I [ ]
| Salado en salmuera | Recubriendo el pernil Frotando la superficie
Individualmente En grupos
i v v v
Rt R EEES Lavado

A4

Fase de post-salado

N Fase de secado y maduracion

L 1 A\ 4

e e ] Fase de bodega

!

Operaciones de posprocesamiento

Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de elaboracion de jamon curado. Las fases del
proceso se observan en gris, en blanco se sefialan algunas operaciones importantes dentro de
cada fase y en lineas discontinuas algunos procedimientos excepcionales que no
corresponden a jamones mediterraneos.
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El proceso de elaboracion del jamon curado puede variar de un tipo de jamon a otro, en
funcién de diferentes condicionantes, como se ha descrito previamente. No obstante, y de
forma general, la elaboracion industrial actual consta de diferentes fases que, de acuerdo con

Estévez y col. (2015), se pueden agrupar en dos:

- Una etapa “fria” que incluye las fases de recepcion, preparacion de los
perniles, salazén y post-salado o reposo a baja temperatura en la que se produce la
estabilizacion del producto.

- Unaetapa “caliente” que incluye las fases de secado-maduracion y de bodega,
donde las temperaturas ya no son de refrigeracion y en la que se generan los sabores

y aromas finales.
1.1.4.1.- Fase de recepcion y clasificacion de los perniles

La calidad de la materia prima repercute directamente sobre la calidad final del producto,
por lo que en esta fase el pernil se somete a una inspeccion sanitaria y visual para corroborar
la ausencia de pelos, hematomas, fracturas y otros requerimientos especificos como la
presencia 0 no del hueso coxal y pezufias (Gou y col., 2012). Tras ello, los perniles se
clasifican en funcion de su peso, el pH, la temperatura y el espesor de la capa de grasa. En
esta etapa los jamones son registrados y etiquetados para facilitar su trazabilidad y
seguimiento (Toldra y Aristoy, 2010; Toldrg, 2012).

El pH del pernil fresco es particularmente importante, ya que un pH mas bajo de lo normal
(pH < 5,5) es signo de una carne palida, blanda y exudativa que, al presentar una baja
capacidad de retencion de agua, conduce a grandes pérdidas de peso y al riesgo de formacion
de una superficie exudativa que favoreceria la penetracion en exceso de sal y un mayor sabor
salado final. Un alto valor de pH (pH > 6,2) es indicativo de carne oscura, firme y seca, por
lo que debe rechazarse al comprometer la seguridad microbioldgica del producto. La carne
mas adecuada debe tener un pH entre 5,6 y 6,0 pasadas las 24 h de sacrificio ya que facilita
la penetracion de las sales de curado (Bello-Gutiérrez, 2008; Bosse y col., 2018).

Los jamones se clasifican en funcidn de su peso y se agrupan los de pesos similares y con
diferencias maximas de 1 kg. Esta clasificacion sera especialmente importante para la fase
de salazon y permite obtener piezas lo méas uniformes posible. También se clasifican por el
espesor de la capa de tocino; no debe ser superiora’5cmy, si lo es, se ajusta con un perfilado
posterior (Toldra, 2012).
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La materia prima puede recibirse refrigerada o congelada. El primer caso es habitual en
las zonas donde hay mataderos y salas de despiece cercanas y en abundancia. En cambio,
los jamones congelados se utilizan con mayor frecuencia cuando la materia prima debe ser
transportada por largos periodos, cuando se necesitaran varios dias para completar una
cantidad de perniles minimos para constituir un lote, si las salas de corte que nutren la
industria son pequefias o de baja produccion o simplemente por razones de tipo econémico.
Sin embargo, el uso de perniles congelados conlleva una adaptacion del proceso posterior
de salado. Ademas, el congelado podria producir cristales, grietas, quemaduras por frio y,
en algunos casos, una deshidratacion severa en el pernil, lo que dificultaria la penetracion de
la sal (Gou y col., 2012). La eleccién del tipo de materia prima dependeré en gran medida
de la disponibilidad del mercado, aunque el factor determinante estara definido en primer

lugar por las caracteristicas propias del tipo de jamon que se esté elaborando.
1.1.4.2.- Preparacion de los perniles

Tras la recepcidn, los perniles se preparan y acondicionan de acuerdo a las caracteristicas
especificas segln el tipo de jamdn. Esta fase consta de tres operaciones: perfilado, sangrado
y enfriamiento de las piezas.

Durante el perfilado se elimina parte de la musculatura, grasa y piel de la cara externa de
la pieza, dandole las proporciones convenientes en funcion de las caracteristicas que se
desean alcanzar e intentando homogeneizar todas las piezas de un mismo lote. El perfilado
no solo tiene un fin estético, también busca asegurar que no quede ninguna fisura que pueda
albergar polvo, insectos o cualquier otro contaminante y ademas permitir la penetracion de
la sal y la evaporacion del agua (Bello-Gutiérrez, 2008; Toldra y Aristoy, 2010). Hay varias
formas de perfilar: con o sin piel, corte redondo, en media luna y corte en “V” que es el mas

conocido y comun en Espafia (lllescas y col., 2012; Gou y col., 2012; Marusi¢ y col., 2014).

Los perniles ya perfilados se someten a una operacion de sangrado con el fin de evacuar
la sangre que haya quedado en las arterias femoral y safena y con ello reducir el riesgo de
contaminacion microbioldgica y mejorar el aspecto. Esta suele hacerse ejerciendo presion,
desde la pezufia hasta la parte media de los perniles y de forma manual o mediante de rodillos

que ejercen este aplastamiento en el mismo sentido (Toldra, 2012; Gou y col., 2012).

Finalmente, los perniles refrigerados se llevan a una camara de enfriamiento durante 1-2
dias para alcanzar una temperatura interna de 2-4°C. Si son perniles congelados, se
descongelan hasta que alcancen esa temperatura interna (Toldra y Aristoy, 2010; Toldra,
2012; Gou y col., 2012).
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1.1.4.3.- Fase de salazon
Pre-salado

En esta etapa, los perniles se ponen en contacto con una mezcla de NaCl y sales de nitratos
y/o nitritos (aproximadamente 150-100 mg/kg) mediante frotacidn directa, aunque también
puede hacerse dentro de un tambor rotatorio (Subramanian y col., 2014; Pegg y Honikel,
2015). En algunos tipos de jamon, la adicion de sales nitrificantes no esta permitida y solo
se puede usar la sal marina, que contiene estos compuestos como impurezas (Toldra y
Aristoy, 2010; Gou y col., 2012; Toldra, 2012, 2016).

El nitrato se reduce a nitrito mediante la enzima nitrato-reductasa producida por
microorganismos de la familia Micrococcaceae que se encuentran como parte de la
microbiota natural del jamon. Este nitrito tiene efectos inhibitorios sobre los
microorganismos y ademas es necesario para el desarrollo del color rojo de carne curada
(Arnau y col., 2003; Toldra, 2004; Honikel, 2008; Armenteros y col., 2012a). La adicion
directa de nitritos es mas comdn en la elaboracion de jamones en el norte de Europa donde

el procesamiento es de menor tiempo.

En esta etapa se puede agregar ascorbato para favorecer las reacciones del curado
disminuyendo, ademés, la formacion de nitrosaminas. También se pueden adicionar
azucares con el fin de promover el crecimiento de una microbiota deseable y el desarrollo
de sabores (Pegg y Shahidi, 2000; Gou y col., 2012; Bosse y col., 2018). Por ejemplo, se
agrega dextrosa y ascorbato de sodio a razon de 1y 0,5 g / kg de pernil, respectivamente

(Pérez-Santaescoléstica y col., 2018).
Salazdén

La salaz6n consiste en poner en contacto la superficie del pernil con la sal con el objetivo
de que penetre una cantidad suficiente que, tras su difusion hacia el interior, favorezca la
deshidratacion del pernil. Como resultado ocurre una disminucion de la aw hasta valores
suficientes para inhibir una microbiota potencialmente alterante o patdgena. A su vez, da el

sabor salado tipico a los jamones (Toldra y Aristoy, 2010; Toldra, 2012).

La cantidad de sal a usarse dependera de la variedad de jamon, del peso y la forma. En
los paises del Mediterraneo, la salazon se realiza normalmente en seco y de dos formas
diferentes: cubriéndolos con sal (individualmente o en sistemas de "apilado™) o utilizando

una cantidad de sal en funcion al peso del pernil.
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- Cubriéndolos con sal: La salazén se realiza apilandolos de forma que la

superficie de grasa subcutanea quede siempre en la parte inferior y en capas alternas
pernil-sal-pernil hasta una altura méxima de 8-9 perniles con el fin de evitar que los
que estén mas abajo soporten mucho peso, lo que favoreceria la penetracion de una
mayor cantidad de sal y su deshidratacion. El apilamiento puede hacerse en grandes
naves (salazén en pilas) con suelos de cemento o cerdmica (para facilitar el lavado)
o0 bien en grandes cubetas o contenedores de acero inoxidable. En esta técnica hay
que controlar el tiempo de salado, aproximadamente 1 dia/kg, mas que la cantidad
de sal de las piezas. La sal utilizada tiene normalmente 4-5% de humedad para
asegurar un correcto salado, y la humedad relativa (HR) en las salas es > 75% para
evitar la desecacion del jamon. En otros tipos de jamones, como por ejemplo el San
Daniele, los perniles también se cubren con sal pero de forma individual (Bello-
Gutiérrez, 2008; Arnau, 2014).

- Utilizando una cantidad de sal en funcidn al peso del pernil: En otro tipo de

jamones, como el de Parma, el salado se realiza utilizando una cantidad de sal
proporcional al peso del pernil. Para ello, se aplica la sal en la superficie externa, de
forma mecénica o frotando con la mano y se deja en estanterias en posicion
horizontal durante 3-4 semanas, dependiendo del tamafio del pernil, con una HR de
70-95%. Suelen usarse de 20 a 30 g de sal seca por kg sobre la superficie magray de
10 a 20 g de sal humeda/kg sobre la piel. En esta metodologia, la aplicacion de sal
en el jamon se realiza en dos tiempos, lo que permite conseguir un salado uniforme

(Gouy col., 2012). En algunos jamones también puede continuar con un apilado.

En ambos casos, la salazon debe realizarse siempre a temperaturas entre 1 y 3°C para

controlar el crecimiento microbiano. Finalizado el periodo de salado, el pernil habra perdido
el 3-4% de su peso (Toldrad y Aristoy, 2010; Toldra, 2012).

En los paises del norte de Europa también se utiliza la salazén en salmuera. La salmuera

produce un menor nivel de deshidratacion y requiere un menor gasto de sal que el salado en
seco (Toldra y Aristoy, 2010; Gou y col., 2012; Arnau, 2014).

Lavado

Finalizada la salazon se quita la sal superficial y, posteriormente, la pieza recibe un bafio

de agua tibia por chorros, para eliminar los cristales de sal que quedan en la superficie del

jamon. Excepcionalmente, algunos jamones italianos suelen lavarse al final de la fase de
post-salado (Arnau, 2014).
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Tras el lavado se hace un escurrido y secado rapido de la pieza para evitar el crecimiento
de microbiota indeseable. Este lavado y secado se puede realizar en lavadora de jamones y
camaras de secado (Gou y col., 2012; Estévez y col., 2015). Al final del proceso de salazén,
es aconsejable realizar un segundo sangrado y se puede conformar de nuevo la pieza (para
alargarla y darle forma) adquiriendo una mejor presentacion (Gou y col., 2012). Finalmente
se cuelgan en ganchos de acero inoxidable con argollas de plastico o de cuerda para iniciar
el proceso de post-salado (lllescas, 2012). Una operacion excepcional es el prensado tras el
salado como en el jamon de Istria o el de Véneto (Bosse y col., 2018). En otros jamones,
como los de Jinhua o San Daniele, se realiza un secado al sol tras el lavado (Zhou y Zhao,
2012; Estévez y col., 2015).

1.1.4.4.- Fase de post-salado o reposo

El objetivo de esta fase es que la sal impregnada durante el salado se difunda
homogéneamente por el interior hasta alcanzar el centro de los perniles, para que toda la
pieza mantenga su contenido caracteristico en sal. La difusion de la sal es un proceso lento
ya que ha de recorrer una masa tisular heterogénea. Por ello, se necesita un periodo de tiempo
aproximado de entre 40 y 90 dias, dependiendo de variables como el tamafio del pernil, el
pH, las condiciones de la camara y el espesor de la capa de grasa. Este Gltimo factor es
importante debido a que la difusién de la sal a través del tocino es mucho mas lenta por su

menor contenido acuoso (Toldra y Aristoy, 2010; Gou y col., 2012; Estévez y col., 2015)

La HR en la cAmara de post-salado es usualmente del 90-95%. Los perniles deben reposar
siempre en refrigeracion a 1-5°C pues, hasta que no difunda la sal en la totalidad del
producto, la temperatura es el Unico factor que puede controlar el crecimiento microbiano.
Durante el post-salado, la aw disminuye por debajo de 0,96 en los tejidos magros como
resultado de la accion de la sal y de la deshidratacion; las pérdidas de peso oscilan entre el
4-6%. La baja aw alcanzada al final de esta etapa, ademas de la difusién de la sal y las sales
nitrificantes, permitira el aumento de la temperatura en etapas posteriores (Toldra, 2012;
Arnau, 2014; Petrova y col., 2015).

1.1.4.5.- Fases de secado-maduracion y bodega
Fase de secado-maduracion

Durante esta etapa existen dos objetivos principales: continuar con la deshidratacion del
jamon y proporcionar el tiempo suficiente para que se desarrolle una actividad enzimatica

que origine los compuestos sapidos y aromaticos responsables de las caracteristicas
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sensoriales. El jamén experimenta una reduccion progresiva de su contenido de humedad
hasta alcanzar aproximadamente el 32% de pérdida de peso, lo que ocasiona la concentracion
de sal en el interior y una disminucién mayor de la aw, resultando en una reduccion de la
velocidad de las reacciones enzimaticas, evitando degradaciones excesivas y defectos como

una textura blanda y pastosa (Toldra y Aristoy, 2010; Arnau, 2014; Estévez y col., 2015).

En este periodo, se desarrolla un gradiente de presion que fuerza una salida de agua hacia
la superficie del jamon produciéndose el secado del producto. La velocidad a la que un jamén
se seca, y por tanto la duracion de esta etapa, depende de dos mecanismos que se desarrollan
simultaneamente: i) la evaporacion del agua de la superficie, que depende de las condiciones
de la cdmara y del area de la superficie expuesta, y ii) el movimiento del agua desde la parte
interna del producto hasta el exterior, que depende a su vez de los factores intrinsecos como
la naturaleza de la matriz, la cantidad de grasa intramuscular y su contenido de sal y humedad
(Toldra y Aristoy, 2010; Toldra, 2012; Mujumdar, 2015).

Aunque en casos especificos la etapa de secado-maduracion puede durar un minimo de 3
meses, normalmente se requieren al menos de 6 a 9 meses para obtener un jamén de calidad,
lo que supone una pérdida de peso de alrededor del 32-36% (Hoz y col., 2008). Las
condiciones en la camara de secado (velocidad del aire, temperatura, HR, tiempo) repercuten
directamente sobre calidad final del jamén curado, por lo que deben ser controladas y
verificadas con precision de acuerdo al tipo de jamon. Asi, los jamones espafioles se someten
a un aumento de temperatura lento y progresivo y la temperatura de las camaras va
incrementandose a lo largo del tiempo hasta llegar a un maximo de 28-30°C, lo que permite
la fusion de la grasa impregnando el tejido muscular que forma parte de sus propiedades
sensoriales caracteristicas (Bello-Gutiérrez, 2008); por el contrario, los jamones franceses se
llevan a 22-26°C inmediatamente después de la etapa de post-salado (Toldra, 2012).

En el jamon Ibérico, esta fase es de aproximadamente 90 dias y la temperatura aumenta
lentamente hasta alcanzar los 18-20°C. Después, la temperatura se incrementa lentamente
durante un periodo de alrededor de 1-1,5 meses hasta unos 30°C y la HR es de 60-80% (Gou
y col., 2012). En el caso de los jamones Serranos, la temperatura se incrementa lentamente
de 10°C a 12°C hasta alcanzar un maximo de entre 28°C y 34°C y la HR es, como en el caso

anterior, de entre el 60% y el 80% para mantener la deshidratacion del jamon (Arnau, 2014).

En el jamon de Parma, la fase de secado se realiza a una temperatura de unos 15°C y una
HR de alrededor del 65-80%. Después de 6-8 meses, se ralentiza la fase de secado mediante

la aplicacion de una mezcla pastosa de grasa, harina, pimienta y sal que se afiade varias veces
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a medida que el jamon se va secando. Esta fase dura al menos 10-12 meses dependiendo del

peso del producto (Gou y col., 2012; Estévez y col., 2015).
Fase de bodega

El objetivo de esta etapa es obtener una mayor calidad sensorial y desarrollar un sabor
mas intenso. Para ello, después de la etapa de secado-maduracion, los jamones se mantienen
bajo temperaturas de 12-20°C durante un periodo de tiempo que depende del tipo de

producto y de la calidad sensorial que se desea (Estévez y col., 2015).

Un ejemplo de jamones curados con periodos largos de bodega es el jamon Ibérico que
se mantiene en bodega entre 10-22°C, HR de 65-82% y hasta 24 meses. Este lapso permite
el desarrollo de sabores intensos, generados a través de intensas reacciones de lipolisis,
protedlisis y oxidativos, generando compuestos volatiles de los que dependera el aroma y
sabor del producto final. La protedlisis es intensa y origina grandes cantidades de
aminoéacidos libres; en la mayoria de los casos, los cristales de tirosina, que son bastante
insolubles, se observan como manchas blancas en la superficie de corte. Los jamones
Serranos de gran calidad también se someten a fase de bodega a temperaturas de 12°C a
20°C y HR de 50% a 80% (Toldra y Aristoy, 2010; Arnau, 2014; Toldra, 2016).

La calidad de estos jamones (textura, apariencia, color y sabor) se controla mediante
observacion directa de las piezas y mediante la prueba de olfateo o cala. Esta técnica
tradicional para la evaluacion rapida de la calidad, consiste en la insercién de una pequefia
sonda o “cala” en la union de los huesos, por ser una zona propensa al deterioro, que
inmediatamente es olfateada por un experto para detectar cualquier olor desagradable y para
determinar la conformidad del proceso (Toldra y Aristoy, 2010; Toldra, 2012).

Los jamones deben cubrirse con una fina capa de manteca (engrasado del jamén) para
evitar una deshidratacion excesiva y endurecimiento de la superficie y a la vez permitir una
accion enzimatica lenta'y mas prolongada (Toldray Aristoy, 2010, Toldrg, 2012). Asimismo,
permite tapar grietas que son mas evidentes en el muasculo aductor y alrededor de la
articulacion coxofemoral. Este engrasado dificulta ademas el crecimiento en la superficie de
acaros, bacterias, mohos y/o levaduras, que pueden producir defectos (Illescas, 2012; Gou y
col., 2012; Arnau, 2014). Cuando las piezas son suficientemente grasas el propio sudado

resulta suficiente para protegerlas (Bello-Gutiérrez, 2008; Gou y col., 2012).

El engrasado coincide con el final del procesamiento ya que un engrasado prematuro

podria generar texturas muy blandas pero el momento idéneo lo marcan las condiciones del
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pernil y el proceso tecnologico. Asi, puede realizarse antes de la fase de bodega; en este
momento la pieza presenta normalmente una capa de mohos del secadero que se elimina
mediante un cepillado antes de la aplicacién de la pelicula de manteca de cerdo o aceite
(Illescas 2012). En algunos jamones italianos (San Daniele y Parma) esta grasa va mezclada

con sal, pimienta y harina, y se aplica durante la maduracion (Estévez y col., 2015).
Ahumado

El ahumado no se aplica en la mayoria de los jamones curados, pero suele ser frecuente
en los jamones de corto procesamiento, y suele realizarse en la etapa final, cominmente
durante la fase de secado-maduracion. El uso del ahumado es comun en paises con climas
frios y himedos donde el secado era originalmente mas dificil: norte de Europa y América.
El ahumado proporciona un color y sabor sui generis y ejerce un papel antioxidante y
antimicrobiano (Toldra y Aristoy, 2010; Toldra, 2012, 2016; Arnau, 2014).

1.1.5.- Cambios fisico-quimicos durante el procesado del jamon

Los principales cambios fisico-quimicos durante el procesamiento del jamén curado son
resultado de la pérdida de agua y la penetracion de sal. Si bien la mayoria presenta un
contenido final de sal del 7-8%, existe mucha variabilidad dependiendo del tipo de jamon.
En los extremos tenemos al jamon de Jinhua que suele presentar entre 8-15%, y a los jamones
Ibéricos, de Parma y Délmata, conteniendo entre 4,5-6,5% (Cabezas y col., 2013; Petrova y
col., 2015; Maksan y Breci¢, 2019).

La mayor parte del agua de la masa muscular se encuentra retenida en la red de
miofibrillas debido a fendmenos de capilaridad, por lo que cualquier factor que reduzca el
espacio entre filamentos miofibrilares genera una disminucién en la capacidad de retencion
de agua. Esto ocurre durante el salado ya que el anion cloruro (CI") se une a los grupos
proteicos cargados positivamente e incrementa la fuerza idnica del medio.
Consecuentemente, se incrementa la solubilidad de las proteinas miofibrilares lo que,
sumado a su desnaturalizacion parcial, favorece su reorganizacion molecular y el posterior
fendmeno de gelificacién durante la maduracion que confiere al jamoén las propiedades de la
textura. Ademas, esta solubilizacion proteica permite enmascarar el sabor salado y
contribuye al desarrollo de las caracteristicas organolépticas en el producto final, ya que
participan en reacciones que conducen a formacion de compuestos responsables del aroma
y el sabor (Bello-Gutiérrez, 2008; Toldra, 2012).
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Asimismo, el pH tiene influencia directa sobre la textura de la carne por su efecto en la
actividad de muchos sistemas proteoliticos. EI pH varia poco durante el transcurso del
proceso de salado, 0,1-0,2 unidades, para remontar algo en el post-salado y situarse a unas
0,5 unidades por encima del pH inicial, aproximadamente (Bello-Gutiérrez, 2008). En
general, el producto final tiene una humedad de 50-30% Yy valores de pH y de aw del orden
de 5,68-6,4 y 0,85-0,92, respectivamente (Asensio y Diaz, 2001; Toldra y Aristoy, 2010;
Cabezas y col., 2013; Petrova y col., 2015). A modo de ejemplo, en la Tabla 1, se muestran

estos parametros con las caracteristicas mas importantes de algunas variedades de jamén.

Tabla 1. Caracteristicas y parametros fisico-quimicos de algunos tipos de jamones curados

Jamon Raza de cerdo Proceso (mes) Peso (kg) NaCl (%) aw pH
Serrano LWyD ’ 9-18 8 4,5-8 <0.92 5,7-6,4
Ibérico Ibérico 24-48 8 3,5-6.5 0.87 51
Parma LW,LyD ’ 12-18 8-10 4,5-6,4 0.94 5,7
Toscano LWyL >12 8-9 <83 0.87 55
Bayona Pie Noir >9 8-Set 1.7 0.89 58

Todos los valores son del producto final. Razas de cerdo: LW (Large White), D (Duroc) y L (Landrace).
Fuente: Cabezas y col. (2013), Petrova y col. (2015), Menéndez y col. (2018)

1.1.6.- Cambios bioquimicos durante el procesado del jamon
Protedlisis

La proteolisis consiste en la degradacion progresiva de las proteinas musculares y ocurre
fundamentalmente por la accion de enzimas enddgenas como las calpainas que tienen una
actividad importante durante las fases de salado y post-salado, pero en fases posteriores de
secado-maduracion presentan una actividad insignificante ya que su estabilidad es pobre a
las temperaturas mas elevadas de estas fases (Toldra, 2006; Mora y col., 2009; Ortega y
Ariza, 2012; Toldra y Reig, 2015). Otras son las catepsinas y las exopeptidasas musculares
(tripeptidilpeptidasas, dipeptidasas, aminopeptidasas, etc.), que son estables durante todo el
procesamiento del jamon, aunque con mayores actividades al inicio y en etapas finales
(“etapa caliente”). Estas actividades enzimaticas disminuyen considerablemente conforme
baja la aw e incrementa el nivel de sal, pero parte se recupera durante la fase de secado-
maduracion y continla hasta el final de la fase de bodega. Como resultado de la accién de

estas enzimas, se generan numerosos aminoacidos libres que, a su vez, pueden ser sustratos
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de otras reacciones dando lugar a un conjunto complejo de volatiles responsables del sabor
y aroma (Zhou y Zhao, 2007; Flores y Toldra, 2011; Toldra, 2012; Petrova y col., 2015).

El alcance de la proteolisis depende de muchos factores, como la raza y edad de los
cerdos, de los que dependen el perfil y la actividad de las enzimas (Moray col. 2016; Toldrd,
2012). Otros factores son el contenido de sal, la temperatura y el tiempo de secado-
maduracion (Toldra, 2012).

La proteolisis influye en la textura del jamon curado, debido al debilitamiento de la red
miofibrilar. Asimismo, el sabor global del producto depende de los aminoéacidos libres
predominantes y de los umbrales de deteccion de cada uno de ellos. Asi, el sabor salado se
asocia con el acido glutamico, algunos péptidos formados por acido glutamico y tirosina han
sido relacionados con el sabor “afiejo” y los que corresponden a valina-glutamico y glicina-

glutamico con el sabor “agrio” (Bello-Gutiérrez, 2008).

Lipolisis

La lipdlisis consiste en la descomposicién de triglicéridos y fosfolipidos por accion de
lipasas y fosfolipasas, respectivamente, que hidrolizan los enlaces ésteres que vinculan la
molécula de glicerol con los acidos grasos (Bryksay Yada, 2018). Estos &cidos grasos libres

pueden contribuir de forma directa al sabor e indirecta al aroma a través de la generacion de

compuestos volatiles mediante reacciones de oxidacion adicionales (Toldrg, 2011).

Las lipasas implicadas son: monoacilglicerol lipasa (MGL), lipasa hormono-sensible
citosolica (LHS) y lipoproteinlipasa (LPL). LPL y LHS son capaces de hidrolizar los tri y
diglicéridos para dar lugar a monoglicéridos, que finalmente son hidrolizados por MLG
(Gandemer, 2002; Toldra, 2012; Toldra y Reig, 2015). Estas enzimas son estables a lo largo
de todo el proceso. Su la actividad suele ser rapida en los primeros 5-10 meses, para luego
hacerse muy lenta hasta el final del procesamiento. La generacion de &cidos grasos libres
también es alta durante los primeros 10 meses, observandose posteriormente una tendencia

inversa debido a las reacciones oxidativas (Bello-Gutiérrez, 2008; Toldra, 2012).
Oxidacion lipidica
Los acidos grasos insaturados libres generados por la lipdlisis son sustrato de las
reacciones de autooxidacion, principalmente catalizadas por oxidasas endogenas. La
oxidacion produce numerosos radicales libres que pueden originar compuestos volatiles de

gran importancia en las caracteristicas sensoriales del jamon (Reis y Spickett, 2012; Yaday

col., 2012). Es el caso de los hidrocarburos alifaticos, alcoholes, aldehidos y cetonas. A su
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vez, los alcoholes pueden interactuar con los acidos grasos libres produciendo esteres

relacionados con su olor a “viejo” (Toldra, 2012; Estévez, 2017)

Las reacciones oxidativas se ven favorecidas por las altas temperaturas y los largos
tiempos de secado-maduracion, asi como una alta concentracion de sal y la baja aw, por lo
que el control de estos factores es de gran relevancia. Por el contrario, ejercen una actividad

antioxidante: los nitritos, algunas enzimas y péptidos, la vitamina E, etc. (Gilles, 2009).
Reacciones de Maillard y Strecker

Los aminoéacidos libres producidos durante la prote6lisis pueden ser sustrato de las
reacciones de Maillard y Strecker, y dar lugar a compuestos volatiles que influyen en el
aroma del jamon curado. La reaccién de Maillard genera numerosos de estos compuestos,
como furanonas, furfurales, dicarbonilos, cetonas, etc., algunos de los cuales a su vez pueden
reaccionar con aminas, aminoacidos, sulfuro de hidrégeno, tioles 0 amoniaco, produciendo
compuestos heterociclicos (pirazinas, oxazoles, tiofenos, tiazoles) con bajo umbral de olor.
La reaccion de Strecker también produce compuestos heterociclicos, compuestos sulfuricos
y, principalmente, aldehidos como el 2-metilbutanal, 3-metilbutanal y 2-metilpropanal,

todos con impacto en el aroma (Bello-Gutiérrez, 2008; Estévez, 2017; Flores, 2017).
1.1.7.- Microbiota del jamon curado

Los microorganismos contaminantes pueden llegar a la superficie de los perniles
procedentes de las labores de sacrificio, desde el animal vivo (principalmente desde la piel,
cavidad oral y contenido gastrointestinal) y desde utensilios y equipos utilizados en la
obtencion de la canal o de su despiezado (Barrientos y col., 2015; Morganti y col., 2016;
Zubery col., 2019). Tras la muerte del animal, el Unico obstaculo fisico-quimico que retrasa
el crecimiento de estos microorganismos contaminantes es el pH relativamente &cido, a
consecuencia del aumento muscular de &cido lactico durante la conversion del mdsculo en

carne, pero esto resulta insuficiente (Zagorec y Champomier-Verges, 2017).

Sin embargo, el jamon curado es considerado tradicionalmente como un producto seguro
desde el punto de vista microbioldgico. Ello se debe a algunas de sus propiedades fisico-
quimicas, como la baja aw, el ambiente microaerdfilo interno, los efectos bacteriostaticos e
inhibidores de la sal y los nitratos y nitritos, y la presencia de algunos metabolitos inhibidores
derivados del crecimiento de su propia microbiota (Menéndez y col., 2018). De todos estos
factores, la aw es el factor mas importante que rige el crecimiento microbiano y el deterioro

de los alimentos. Asi, la baja aw en el jamén curado provoca una pérdida del agua intracelular
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de los microorganismos hasta alcanzar un equilibrio osmotico con el medio extracelular, lo
que afecta las reacciones enziméticas normales, aumenta la fase de latencia y disminuye el
namero de células en la fase estacionaria del crecimiento de los microorganismos (Erkmen
y Bozoglu, 2016).

La mayoria de las bacterias tienen una aw Optima de crecimiento por encima de 0,92. A
una aw de 0,98, predominan las bacterias Gram (-) y a aw de 0,97, las Gram (+). Bacterias
Gram (-), como Pseudomonas spp. y la mayoria de las Enterobacteriaceae, pueden crecer
por encima de 0,96 y 0,93, respectivamente. Las Gram (+) no esporuladas son menos
sensibles, por ejemplo los lactobacilos se desarrollan con un minimo de 0,94, mientras que
las micrococaceas son capaces de crecer por debajo de 0,90. EI minimo de aw para el
crecimiento de Staphylococcus aureus es de alrededor de 0,86 en condiciones aerdbicas y
0,90 bajo anaerobiosis, pero este microorganismo no produce enterotoxinas por debajo de
0,93. La mayoria de las bacterias esporuladas no crecen a valores de aw < 0,93; Por ejemplo,
la germinacion de esporas y el crecimiento de Bacillus cereus se previene con una aw de
0,93, mientras que el limite inferior de aw para el crecimiento y produccién de toxinas de
Clostridium botulinum es de 0,94 (Juneja y col., 2012; Montville y Matthews, 2013). La
mayoria de levaduras y mohos alterantes de los alimentos pueden crecer a valores minimos
de aw de 0,88 y 0,80, respectivamente, aunque las levaduras osmofilas y los mohos xeréfilos
podrian resistir niveles limites de aw de 0,61 (Jay y col., 2005; Erkmen y Bozoglu, 2016).

Ademas de la aw, otros factores limitantes como la sal y las sales nitrificantes también
tienen un impacto importante. Los nitritos y nitratos tienen un efecto inhibitorio sobre los
microorganismos alterantes y patogenos, lo que contribuye a prevenir el desarrollo de
esporas de Clostridium botulinum (Arnau y col., 2003; Honikel, 2008; Toldra y col., 2009).
La difusion de sal en el interior del jamon curado ejerce una seleccion en la microbiota,
favoreciendo los de tipo hal6filo y halotolerante, como los lactobacilos y micrococéceas.
Dentro de este ultimo grupo son de destacar diferentes especies de los géneros
Staphylococcus, Micrococcus y Kocuria, de gran importancia en el desarrollo de
determinadas caracteristicas organolépticas del jamén curado (Martinez-Onandi y col.,
2019; Toledano y col., 2019). Asi, los estafilococos, mediante su actividad nitrato reductasa,
transforman el nitrato a nitrito el cual se reducira a éxido nitrico, que se combina con la
mioglobina formando nitrosomioglobina, responsable del color rojo de la carne curada.
También participan en la inhibicion del enranciamiento a través de su actividad antioxidante
y en el desarrollo del sabor a través del catabolismo de los aminoacidos de cadena ramificada

y el piruvato (Vermassen y col., 2016).
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Durante la etapa de salado, los microorganismos procedentes de la sal colonizan la
superficie del jamdn. La microbiota predominante en la sal corresponde a los géneros
Staphylococcus (60%) y Micrococcus (25%) y las especies mayoritariamente aisladas son S.
xylosus, seguida de M. lylae y S. equorum (Cordero y Zumalacarregui, 2000). Durante la
etapa de post-salado, la difusion de la sal a las zonas interiores y la pérdida de agua dan lugar
a un predominio gradual de la microbiota halotolerante, incluidos algunos lactobacilos
(Blesa y col., 2008). Microorganismos como las enterobacterias se reduciran hasta niveles
indetectables durante el salado y post-salado (Vilar y col., 2000; Toledano y col., 2019).
Ademas, en las etapas iniciales, las bajas temperaturas pueden favorecer el desarrollo de
algunos microorganismos psicrofilos. Durante la fase de maduracion-secado, las bacterias
predominantes son los Staphylococcus spp. Coagulasa negativos, Micrococcus spp. y
Kocuria spp. Entre ellos, los més prevalentes son S. equorum, S. saprophyticus y S. succinus,

pero siendo S. xylosus la especie predominante (Cebrian y col., 2020).

En el jamdn Ibérico, la mayoria (aproximadamente 93%) de los microorganismos aislados
son también del género Staphylococcus, siendo S. xylosus seguido por S. equorum las
especies predominantes (Martinez-Onandi y col., 2019). Las bacterias de &cido lacticas como
L. sakei, L. curvatus y P. pentosaceus, pueden estar presentes en pequefias proporciones
(Toldra y Aristoy, 2010).

Ademas, mohos y levaduras osmdfilas son también microorganismos dominantes en el
jamon curado y se encuentran en la superficie del producto (Toldrd y Aristoy, 2010). A
niveles bajos de aw, hasta 0,93, crecen bien varias especies de levadura en productos carnicos
curados, como Debaryomyces hansenii, Hansenula anomala y Candida seudotropicalis. Por
otro lado, los mohos xerotolerantes mas comunes pertenecen al género Eurotium, que
requieren un minimo de 0,71 de aw para su crecimiento (6ptimo = 0,96) (Montville y
Matthews, 2013).

Debaryomyces hansenii es la especie de levadura mas frecuentemente aislada en el jamon
Serrano e Ibérico, llegando a representar el 75% de todas las levaduras, seguida de Candida
zelanoides. En el jamon de Parma se ha identificado un predominio de los géneros de
levaduras Torulopsis y Trichosporum. En cuanto a los mohos, especies de los géneros
Penicillium, Aspergillus y Eurotium son los predominantes en el jamon, especialmente
especies como P. commune, P. aurantiogriseum y P. expansum, aungue tambien se detectan
miembros de los géneros Aureobasidium, Cladosporium, Curvularia y Syncephalastrum

(Cocconcelli y Fontana, 2015; Garcia y Selgas, 2015; Martinez-Onandi y col., 2019).
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Algunos de estos mohos son peligrosos para la salud debido a su capacidad de producir
micotoxinas, incluidas las aflatoxinas y ocratoxinas. Sin embargo, algunos microorganismos
como S. xylosus han mostrado tener el potencial de reducir el crecimiento y la produccion
de micotoxinas (Cebrian y col., 2020). D. hansenii ha mostrado reducir la tasa de crecimiento
y produccion de aflatoxinas de Aspergillus toxigénicos (Peromingo y col., 2019). Asimismo,
D. hansenii (Peromingo y col., 2018) y un cultivo conjunto de D. hansenii y P. chrysogenum
(Cebrian y col., 2019) han mostrado reducir el crecimiento y produccién de ocratoxina de

Penicillium toxigénicos (P. nordicum y P. verrucosum).

La microbiota del jamon es importante porque contribuye en el desarrollo de las
caracteristicas sensoriales de este producto. Asi, algunos mohos y levaduras contribuyen al
sabor y aroma a través de la lipdlisis y protedlisis, puesto que se encuentra en estas zonas
superficiales del producto un incremento de los compuestos resultantes de estas reacciones.
Por ejemplo, se ha descrito la actividad proteolitica del P. chrysogenum y D. hansenii. La
microbiota fungica forma una capa que protege de la luz la superficie del jamén, lo que
inhibe el enranciamiento y mejora la estabilidad del color, ademas de originar un microclima
superficial capaz de graduar las pérdidas de agua, evitando asi un secado excesivo.
Micrococcus puede también participa de la lipdlisis y ademéas puede producir una catalasa
antioxidante que neutraliza los perdxidos responsables de enranciamiento. La pequefia tasa
de lactobacilos también contribuye minimamente a la protedlisis (Martin y col., 2002; Toldra
y Aristoy, 2010; Montville y Matthews, 2013; Martinez-Onandi y col., 2019).

Como se ha mencionado anteriormente, las condiciones fisico-quimicas particulares de
los jamones curados no permiten el crecimiento de microorganismos patégenos e incluso el
mismo procesamiento del producto puede ser letal para microorganismos patdégenos como
Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y Escherichia coli O157:H7, llegando a reducirlos
hasta niveles indetectables (Reynolds y col., 2001; Portocarrero y col., 2002; Stollewerk y
col., 2014; Montiel y col., 2020; Serra-Castell6 y col., 2020). Solo S. aureus podria

desarrollarse en el jamon curado, aunque sin posibilidad de producir toxinas (ICMSF, 2002).

Sin embargo, las operaciones de posprocesamiento como el deshuesado, corte y envasado
pueden aumentar el riesgo de contaminacién microbiana cruzada, comprometiendo la vida
atil y la seguridad del producto. Durante estas operaciones, patdgenos como Listeria
monocytogenes pueden contaminar el jamon ya que se puede encontrar en las areas de
procesado (Martin y col., 2014; Morganti y col., 2016; Alia y col., 2020) y resistir las
condiciones adversas de baja aw. De hecho, en diversos estudios se ha detectado presencia

de este microorganismo en un 2,3% de productos portugueses loncheados (Mena y col.,
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2004), en un 2,7% de productos espafoles loncheados (Gémez y col. 2015) y en un 2-4,1%
de jamones curados deshuesados de Parmay San Daniele (Giovannini y col., 2007; Prencipe
y col. (2012). Sin embargo, en todos estos estudios los recuentos en el producto no superaron

1 log UFC/g de L. monocytogenes.
1.1.8.- Presentaciones comerciales del jamén curado

La comercializacion tradicional del jamon curado espafiol, asi como la de algunos
jamones italianos, portugueses y chinos, se realiza en piezas enteras. En otros mercados, en
cambio, el consumidor est4d poco familiarizado con el aspecto de las piezas enteras,
reduciendo su aceptacion y, por tanto, sus ventas (Mesias y col., 2013). Ademas, el estilo de
vida actual influye sobre los habitos alimentarios y preferencias del consumidor
popularizando las presentaciones deshuesadas, en lonchas y trozos del jamén curado,
envasados a vacio o en atmosferas modificadas (Arnau, 2014).

El deshuesado del jamon curado es la operacidn de posprocesamiento méas importante en
términos econdmicos. En 2018, Espafia exportd 52 mil toneladas métricas (Tm) de jamon
curado de las que el 77% estaban deshuesados, representando unas ventas de casi 350
millones de euros (Rodriguez, 2018; Mercasa, 2019). El deshuesado consiste en retirar la
base Gsea del pernil de forma mecanica o manual y con utillaje propio para este fin. El
formato de jamén deshuesado tiene muchas ventajas comerciales: presenta un ciclo de
produccion mas corto (debido al aumento de la velocidad de pérdida de agua y la penetracién
de la sal), permite un envasado mas facil, facilita la reduccion de tamafio en trozos y lonchas,
ofrece un buen rendimiento en la venta al por menor y posee una presentacion mas atractiva

para los consumidores (Cillay col., 2006; Zhang y col., 2019).

Normalmente, se procede al deshuesado del jamén al final de su procesamiento, para
luego darle forma y envasarlo a vacio. Esta técnica tiene la ventaja de ser
microbiolégicamente mas segura, pero durante esta practica se perderd una parte del
producto, lo que supone un menor rendimiento y acarrea pérdidas econémicas. También se
puede deshuesar a mitad del periodo de maduracion, lo que facilita la extraccion del hueso
y la conformacion de las piezas, pero requiere sellar las oquedades, mediante ceras o grasas,
para evitar la difusion de la microbiota superficial del producto, ademas de ocasionar la
perdida de parte del producto ya procesado. Una tercera opcion consiste en aplicar el
procesamiento convencional de jamén curado a un pernil fresco deshuesado. A su vez, el
deshuesado del pernil fresco puede realizarse “en frio” (convencional) o “en caliente” si la

carne es deshuesada antes de enfriarse. Si bien la conformacion del jamén puede favorecerse
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durante las distintas fases del procesamiento, se requieren modificaciones notables de la fase
de salazon y secado-maduracion y el producto resultante no suele presentar una gran calidad.
Estos inconvenientes se han superado con la reestructuracion del pernil fresco deshuesado
con ligantes en frio (Romero de Avila, 2013; James y James, 2014; Zhang y col., 2019).

Tras el deshuesado, el jamén suele cortarse y/o perfilarse en sus diferentes variantes:
“centro de jamoén”, “jamon block”, “trozos”, etc., que se distribuyen en comercios
especializados, donde se retiran de su envase y se cortan a demanda de los consumidores o
bien se venden directamente en los supermercados, tanto para consumo interno como para
exportacion. El formato de “jamon block™ es una pieza en forma de “ortoedro” que suele
estar deshuesada y acondicionada para facilitar su corte a maquinay, a diferencia del formato
“centro de jamon”, esta perfilada, cortada y/o pulida y sin grasa exterior. También se pueden
encontrar otros cortes como “medio centro” o “medio block™, o incluso trozos mas pequefios

como los de medio kilogramo (Estévez y col., 2015; Rodriguez, 2018).

En Espafia, solo un 5,6% de los consumidores mostraron preferencia por el jamon curado
en trozos pequefios frente a otros formatos (Mesias y col., 2013). Sin embargo, a nivel
industrial, de charcuterias y para la exportacién, estos formatos son preferidos no solo porque
ofrecen una mayor facilidad del manejo para su envasado e incrementan el rendimiento
cuando se someten a un posterior loncheado, sino también porque pueden congelarse cuando
hay excedentes de producto. Se ha determinado que después de 24 meses de congelados, los
trozos de jamén deshuesado pierden olor y sabor y cambia su textura, pero sin que represente
una modificacion de la calidad suficiente como para que los consumidores los rechazaran o

mostraran una satisfaccion menor en una compra hipotética (Cilla y col., 2006).

El loncheado es la operacion por la que se obtienen lonchas de jamén mediante cortes
inmediatos que se realizan al producto entero o a porciones del mismo, de forma manual o
mecanica. En algunos paises europeos este formato representa el 80% del consumo total de
productos carnicos curados (Mesias y col., 2013). En Espafia, un estudio determiné que el
45,5% de los consumidores prefieren el formato de lonchas envasadas de jamon Serrano
mientras que solo el 14% prefieren este formato para el jamén Ibérico (Mesias y col., 2009).
Aun asi, el formato de lonchas envasadas es uno de los de mayor crecimiento en Espafia y

que ademas permite al industrial obtener un mayor rédito economico (Rodriguez, 2018).

La comercializacion de estas lonchas suele realizarse envasadas a vacio, con lo que
mejora su preservacion. No obstante, a diferencia del producto entero, tras la apertura del

envase y eliminacion del vacio, las lonchas podrian sufrir una pérdida de calidad (deterioro
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por deshidratacion y oxidacién) condicionada por el manejo doméstico. Un formato que
puede superar estos inconvenientes es el del “bloque de lonchas”. Este consiste en lonchear
un bloque de jamdn, superponer estas lonchas de forma que juntas recuerden la forma
original del bloque y envasar a vacio. La principal ventaja es que el consumidor puede tomar
lonchas del producto gradualmente desde un extremo, sin exponer al resto, lo que minimiza

el deterioro por deshidratacion y oxidacion (Mesias y col., 2013).

En cuanto al envasado del jamon curado, el mas comun es a vacio, el cual consiste en la
eliminacion del oxigeno en contacto con el producto. Esto mejora la preservacion pues
obstaculiza el crecimiento microbiano, previene pérdidas de humedad y cambios oxidativos,
proporcionando una mejor estabilidad al color, por lo que es ideal para la distribucion y
almacenamiento en frio de los productos (Cilla y col., 2006; Mesias y col., 2013). El
envasado a vacio de jamones enteros (deshuesados 0 no) previene problemas de secado
excesivo 0 acaros ademas que favorece la homogeneizacion de la textura del producto.
Asimismo, los trozos de jamon que van a ser congelados deben envasarse a vacio, porque de
lo contrario podria afectarse su aroma debido a una merma de sustancias volatiles favorables
(Gou y col., 2012; Arnau, 2014).

Sin embargo, el producto asi envasado puede experimentar cierta deformacion como
consecuencia de la presién mecanica a la que se somete. Ademas, el envasado a vacio se ha
relacionado con fendmenos de migracién de agua, que podrian causar cambios de textura en
las diferentes zonas del jamén (Cilla y col., 2006). Por otro lado, las lonchas envasadas a
vacio suelen adherirse y presentar un aspecto encerado, inconvenientes que se superan
envasando el producto en atmosferas modificadas que permite una presentacion mas natural
(Gou y col., 2012).

El envasado en atmosferas modificadas consiste en reemplazar el aire por un gas o mezcla
de gases en el interior de un envase que funciona como una barrera a la difusion gaseosa; en
el envasado del jamon curado es muy empleada una mezcla de nitrogeno y CO.. Es de gran
utilidad para conservar lonchas de jamoén, pues obstaculiza el crecimiento microbiano y
retrasa el deterioro a la vez que conserva las propiedades fisico-quimicas del producto (Parra
y col., 2010, 2012). Sin embargo, los consumidores han mostrado preferencia por lonchas
de jamon Ibérico envasadas a vacio, a pesar de que presentan una valoracion inferior del olor
que las envasadas en atmdsfera modificada (Ortiz y col., 2020). Ademas, el cambio brusco
de temperatura en productos en atmosferas modificadas puede resultar en una condensacion

dentro del envase, causando un aumento local de la aw (Gou y col., 2012; Arnau, 2014). El
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principal inconveniente de las lonchas envasadas en atmdsfera modificada es su menor vida

util frente a las envasadas a vacio (Parra 'y col., 2012).
1.1.9.- Produccion, consumo y exportacion del jamon curado espariol

La produccion actual de jamones y paletas curadas en Espafia es de casi 317 mil Tm. Esta
produccién ha crecido de manera sostenida desde el 2010 al 2018, incrementandose en un
26,3% durante este lapso. Especificamente, en el mercado interno durante el 2018, el
consumo de jamones curados y las paletas fue de 2,1 kg/persona/afio, lo que supuso un gasto
de 29,8 euros/persona/afio (Cruz, 2019; Mercasa, 2019). El jamon curado de cerdo blanco
es el producto que mas contribuye a esta produccion, representando casi el 70% de todas las

piezas comercializadas (Cruz, 2017; Mercasa, 2019).

Asimismo, las exportaciones del jamdn espafiol han crecido sostenidamente desde el 2008
hasta la fecha. En el 2010, por ejemplo, se exportaron algo mas de 22 mil Tm, mientras que
en el 2018 fueron mas de 52 mil Tm (aproximadamente 9 millones de piezas) (Cruz, 2017;
Rodriguez, 2018; Mercasa, 2019). Este crecimiento ha continuado incluso durante primer el
trimestre del 2020, pese a la caida de las ventas a la restauracion a causa del estado de alarma
por el SARS-CoV-2. Las exportaciones del jamon curado en este trimestre han mostrado un
crecimiento del 6,4% respecto al mismo periodo en el 2019, con ventas que casi alcanzaron
los 100 mil euros (Cruz, 2020).

El jamon curado se ha exportado en los Gltimos afios a un total de 134 paises, siendo entre
el 82 y el 84% de ellos paises de la Unidn Europea, y el 16-18% restante a paises como
Meéxico, Estados Unidos, Australia y Chile, entre otros (Rodriguez, 2018). Los principales
paises importadores del jamon curado espafiol son Francia, seguido de Alemania, Portugal,
Italia, y en menor medida Reino unido y Holanda. En el 2018, paises terceros como México
y Estados unidos, representaron el séptimo y décimo lugar de destino, respectivamente
(Mercasa, 2019). Sin embargo, durante el primer trimestre del 2020, se detectd una reduccion
en las ventas a paises europeos como Francia, Alemania e Italia, mientras que México se
convirtio en el quinto destino, con ventas que rondaban los 4 millones de euros, seguido de

Estados Unidos (el sexto destino) con ventas de 3,8 millones de euros (Cruz, 2020).

1.2.- Jamon curado reestructurado

El término “producto reestructurado” surgio en los 70s para referirse a los productos
fabricados a partir de porciones carnicas, que podian ser trozos o incluso finas pastas. Asi,
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la reestructuracion es el procedimiento mediante el cual se unen porciones de carne de
diverso tamafio a través de compuestos ligantes, para formar una masa cohesiva que se
asemeja a una pieza carnica integra, produciendo las llamadas piezas carnicas
“reestructuradas”, “formadas” o “pegadas”. El objetivo de la reestructuracion es obtener un
mayor rendimiento en la industria y un producto mas atractivo para el consumidor.
Consecuentemente, el reestructurado mas popular es el elaborado con porciones carnicas de
bajo valor y recortes de dificil comercializacion que se ligan y moldean para imitar el aspecto
de un musculo intacto. Pero también se reestructuran cortes enteros sin hueso y que
comprenden un nimero de musculos intactos o secciones musculares de animales como el
cerdo, oveja y bovinos (Farouk, 2010; Romero de Avila, 2013; Sorapukdee y
Tangwatcharin, 2018).

La elaboracién de un producto carnico reestructurado se consigue gracias a un elemento
de “unién” que genera interacciones, en caliente o en frio, entre las porciones carnicas, dando
consistencia al producto. La reestructuracion en frio, que requiere de los llamados agentes
de ligazdén o cohesion, gelificantes o aglutinantes, es la que se ha ensayado con éxito en la

obtencion de jamones curados reestructurados.
1.2.1.- Sistemas de reestructuracion
Los métodos de reestructuracion pueden dividirse en dos grandes sistemas:

- Reestructuracion por calor: En esta metodologia las proteinas miofibrilares se

extraen por el efecto combinado de la sal, el fosfato y la accion mecéanica, para formar
una matriz miofibrilar de unidén que luego se gelifica mediante calor. Para
incrementar la consistencia final se pueden agregar otros componentes como
polisacaridos y proteinas de lactosuero y caseinas, proteinas vegetales de soja,
garbanzo, lenteja, guisante, arroz y tapioca, almidon de patata, carragenina, gluten,
clara de huevo en polvo y cruda, gelatina, etc. EI mayor inconveniente de esta forma
de proceder es que el producto tiene una consistencia muy fragil antes del tratamiento
térmico, por lo que debe comercializarse precocido y/o congelado (Modi y col., 2004;
Serdaroglu y col., 2005; Farouk, 2010; Baugreet y col., 2016).

- Reestructuracion en frio: Esta metodologia no precisa de tratamiento térmico

y utiliza las propiedades gelificantes de algunos agentes de ligazon en frio, de los que

se hablara de forma detallada a continuacion.
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1.2.2.- Agentes de ligazon en frio

Son los aglutinantes de eleccion para reestructurar piezas carnicas cuyo procesado
convencional no incluye un tratamiento térmico, como es el caso del jamon curado o la
reestructuracion del pernil deshuesado fresco (Romero de Avila, 2013). También, se ha
descrito su uso para la reestructuracion de trozos pequefios de carne de cerdo que, tras su
pegado y moldeado, se someten al procesado del jamon curado (Sadeghi-Mehr y col., 2016).
Entre los agentes de ligazon en frio més importantes caben mencionar los alginatos, la

transglutaminasa y los derivados del plasma sanguineo.
Alginatos

Son polisacaridos extraidos de las algas marinas que pueden utilizarse en la industria de
alimentos como aglutinantes, espesantes, gelificantes y en la formacion de films. En sistemas
de reestructuracion suelen usarse en forma de sales junto con una fuente de calcio, un
acidulante y un secuestrante. Los geles se forman cuando los iones calcio se introducen en

una solucidn de alginato (Boles, 2011; Qiny col., 2018).
Transglutaminasa

Se trata de una enzima ampliamente distribuidas en la naturaleza (microorganismos,
plantas y animales invertebrados, aves, peces, mamiferos y humanos) que se usa en la
industria carnica por sus propiedades gelificantes. La reaccion que cataliza es de acil-
transferencia o entrecruzamiento de las cadenas laterales (residuos) de glutamina (su grupo
y-carboxiamida) y lisina (Su grupo e-amino) de proteinas y péptidos para formar enlaces
isopeptidicos; aungue puede catalizar esta misma reaccion con una variedad de aminas
primarias en lugar de lisina. La transglutaminasa también participa en la desaminacion de
los residuos de glutamina con intervencion de moléculas de agua como receptoras del grupo
acilo (Santhi y col., 2017; Duarte y col., 2020).

Los productos ACTIVA™ (Ajinomoto Co., Inc.) son preparados comerciales de
transglutaminasa microbiana y se utilizan para la reestructuracion de carne (Farouk, 2010;
Jira y Schwégele, 2017). Varios autores han descrito el uso de esta enzima en la
reestructuracion de carne de cerdo para su procesamiento como jaman curado, ya sea a partir
de perniles deshuesados (Romero de Avilay col., 2010; Zhang y col., 2019), cubos de carne
(Sadeghi-Mehr y col., 2016; Jira 'y col., 2017) o una mezcla de cubos de carne y grasa (Hui
y col., 2017).
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Agentes de ligazon derivados del plasma sanguineo

La sangre se compone de dos fracciones: la soluble o plasma (60-70%) y la insoluble o
porcion celular. EI plasma es un liquido claro y amarillento constituido principalmente de
agua (91%) y de proteinas (6-8%), esencialmente alblminas (50-60%), globulinas (40-50%)
y fibrindgeno (1-5%). Estas proteinas tienen propiedades tecnoldgicas relevantes como
gelificante, capacidad de retencidn de agua, solubilidad, emulsionante, ligante de grasa y
espumante, para su empleo en el procesado de alimentos (Toldra y col., 2016; Ockerman y
col., 2017).

El proceso de obtencién del plasma sanguineo comienza con la recogida higiénica de
sangre en el matadero. La coagulacion de la sangre es inhibida por la adicion de &cido citrico
(0,7-0,8%). La sangre se almacena en frio (3°C) hasta llegar a la planta de produccion.
Luego, las células sanguineas y el plasma se separan por centrifugacion. El plasma se separa
por medios fisicos en plasma enriquecido con fibrindgeno y plasma desfibrinado, del cual

se puede separar la protrombina usando cromatografia de intercambio i6nico (EFSA, 2015).

El plasma se utiliza ampliamente en la industria alimentaria porque posee un sabor neutro
y esta desprovisto del color oscuro asociado a los glébulos rojos. Por ello no solo ha sido
utilizado como ligante en productos carnicos, sino también como sustituto del huevo en
panaderia, en pastas enriquecidas con proteinas, sustituto de la grasa, o incluso de
polifosfatos o caseinatos (Hurtado y col., 2011; Ofori y Hsieh, 2016).

Sistema fibrinbgeno-trombina

El fibrindgeno es una glicoproteina compuesta por un dimero de tres pares de cadenas
polipeptidicas (Aa, BB y v), que estan unidas entre si por enlaces disulfuro en la parte central
de la molécula, donde convergen los extremos amino de estas cadenas proteicas. Durante el
proceso de reestructuracion de la carne, los fibrinopéptidos A y B son eliminados del
extremo amino de las cadenas a y B por accion de la proteasa trombina. En consecuencia, el
fibrinbgeno soluble se convierte en mondémeros de fibrina, que forman protofibrillas o
agregados de fibrina debido a la aparicion de interacciones ionicas. Posteriormente, estas
fibras se entrecruzan entre si, formando una red extensa (red tridimensional de coagulos de
fibrina), y con el colageno mediante enlaces covalentes. Por lo tanto, este sistema de fijacion
en frio tiene una gran ventaja si se utiliza en la carne de musculo que contiene méas colageno
(Jiray Schwagele, 2017; DeAnglis y col., 2017; Horbett, 2018).

Fibrimex® (Sonac BV) es un producto comercial que se basa en la formacién de coagulos
de las proteinas plasmaticas fibrindgeno y trombina y que puede obtenerse a partir de la
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sangre de bovinos y porcinos. Se puede usar espolvoreando directamente o en dilucién con
agua, formando una solucion aglutinante que puede aplicarse a la superficie de los trozos de
carne (Ofori y Hsieh, 2016; Toldray col., 2016; Mora y col., 2019). Romero de Avila y col.
(2014b) describieron que este producto puede utilizarse para reestructurar el pernil de cerdo
deshuesado en fresco para elaborar jamon curado, ya que establece enlaces cruzados estables
en las fases de salazén y secado en sistemas modelo de jamén curado. Sin embargo, para
optimizar el proceso, se requirio tratar previamente la superficie de la carne mediante la
inmersion en una solucion salina con sales de curado y un envasado a vacio para favorecer

el pegado de la pieza.

Plasma sanguineo enriguecido con fibrindgeno

El plasma sanguineo enriquecido con fibrindgeno (PP) es un producto que mantiene la
funcionalidad de sus proteinas, incluidas las capacidades de gelificacion y ligazon, y no
produce cambios en el color y sabor de los productos carnicos. EI PP tiene como componente
esencial el fibrindgeno y ejerce sus propiedades ligantes mediante el mecanismo de la

cascada de coagulacién sanguinea (Ofori y Hsieh, 2016; Romero de Avila y col., 2014a).

El PP contiene una mezcla compleja de proteinas, como la albimina sérica y la globulina,
y una concentracion superior de fibrinGgeno que representaria al menos la mitad del
contenido total de proteinas (Jira y Schwégele, 2017). EI PP no contiene trombina ya que
esta suele estar disponible en cantidades suficientes en la carne fresca como para producir
aglutinacion en contacto con fibrindgeno. El contenido tipico de protrombina en la carne es
de 0,1-0,9 mg/kg, procedente de la sangre residual, por lo que a partir de ella se pueden
formar hasta 0,4 mg de trombina/kg tras el sacrificio (EFSA, 2015). Ademas, el fibrinbgeno
también puede interactuar con la albimina, y esta a su vez con las globulinas (dos
componentes mayoritarios del plasma) contribuyendo, minimamente, al sistema de ligazén
(Toldray col., 2019).

Se encuentran presentaciones comerciales de PP en polvo/deshidratado, como el Plasma
Powder FG y FG+ (de Sonac BV). El secado por atomizacion es la técnica mas empleada a
escala industrial para la deshidratacion de soluciones proteinicas y es el que se utiliza
comunmente para procesar el plasma a fin de obtener agentes aglutinantes. Esta técnica
implica el tratamiento de las proteinas de la sangre con temperaturas de entre 140y 210°C
durante cortos periodos de tiempo (menos de 2-3 s). Aunque las altas temperaturas podrian
modificar la estructura proteica, este método ha sido optimizado para evitar los efectos

negativos en su funcionalidad (Toldra, 2019).
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Este producto es el agente de ligazén en frio que mejor ha resultado en la elaboracion de
jamoén curado deshuesado (Romero del Avila, 2013). El PP aplicado directamente en el
pernil de cerdo deshuesado en fresco establecio interacciones suficientes para conformar la
piezay recuperar su forma original, pudiendo someterse satisfactoriamente al procesado de

elaboracion convencional de jamén curado (Romero de Avila y col., 2014b).
1.2.3.- Legislacion y etiquetado de los productos carnicos reestructurados

El uso de los agentes de ligazén, ademas de las numerosas ventajas tecnoldgicas, también
supone una indudable ventaja econdmica. Por ejemplo, la sustitucion del 2% de carne magra
por plasma sanguineo puede aumentar el rendimiento en un 4-5% (Stader y col., 2019). Este
uso podria ser considerado fraudulento si la incorporacion de estos ligantes no cumple con
las regulaciones de cada pais. En la Unién Europea, por ejemplo, la mezcla de fibrindgeno
y trombina no es un aditivo alimentario autorizado (Comision Europea, 2008), mientras que
en Estados Unidos su uso esta permitido en una concentracion maxima del 10%
(USDA/FSIS, 2005). En general, todos los productos reestructurados deberian etiquetarse
como tales, aunque su declaracion en la lista de ingredientes dependerd de la legislacion
especifica.

En Estados Unidos los productos reestructurados tienen que ser etiquetados como tales
para distinguirlos de otros productos, y el agente aglutinante debe ser incluido en la
declaracion de ingredientes (CFR, 2012). De forma similar, en la Unién Europea, los
productos reestructurados deben llevar la siguiente indicacion: “elaborado a partir de piezas
de carne” o “elaborado a partir de piezas de pescado” (Comision Europea, 2011). Sin
embargo, en la Unidn Europea, los requisitos de la declaracion de ingredientes en el
etiquetado varian en funcion del tipo de agente de ligazon utilizado. Asi, los geles de alginato
deben regularse como aditivos alimentarios e incluirse en la lista de ingredientes, pero otros,
como la transglutaminasa, se consideran componentes auxiliares de la elaboracion y pueden

omitirse en la lista de ingredientes (Comision Europea, 2008).

1.3.- Listeria monocytogenes

1.3.1.- Antecedentes histéricos

El género Listeria recibe este nombre en honor al médico cirujano britanico Joseph Lister
(1827-1912), debido a sus grandes contribuciones a la microbiologia. Tras 12 afios de la
muerte de Lister, un grupo de microbiologos de la Universidad de Cambridge, Murray,
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Webb y Swann, descubrieron una bacteria que ocasionaba muerte subita en conejos y la
bautizaron como Bacterium monocytogenes. En 1927, James Pirie, bacteriélogo y ge6logo
escocés, identifico la misma bacteria en un roedor en Kenia y lo Ilam6 Listerella
hepatolyitica en homenaje a Lister. Murray y Pirie se dieron cuenta de que ambos grupos
estaban tratando con la misma especie y combinaron los nombres para llamarla Listerella
monocytogenes. En 1940, por razones taxondémicas, Pirie propuso el nombre Listeria
monocytogenes (Hof, 2003; Rocourt y Buchrieser, 2007; Wagner y McLauchlin, 2008).

El primer diagndstico confirmado de listeriosis en un humano fue realizado en Paris, en
un soldado que sufria de meningitis a causa de un "difteroide” aislado del liquido
cefalorraquideo al final de la Primera Guerra Mundial pero la identificacion retrospectiva de
este agente como L. monocytogenes no fue publicada hasta 1942. En 1929, en Dinamarca,
Nyfeldt aisld L. monocytogenes de hemocultivos de pacientes con mononucleosis y, en 1936,
Burn, en Estados Unidos, establecio la listeriosis como causa de la sepsis y la meningitis en
los recién nacidos y adultos, respectivamente (Wagner y McLauchlin, 2008; Ryser y
Buchanan, 2013).

Con el desarrollo de potentes medicamentos inmunosupresores, como los corticoides y la
quimioterapia, entre 1950 y 1960, la listeriosis se asocié a pacientes con sistemas
inmunoldgicos comprometidos. En 1967, Blenden y Szatalowicz informaron de que se
habian documentado 731 casos de listeriosis humana entre 1933 y 1966 e indicaron que
productos vegetales como la lechuga u otras verduras frescas contaminadas con L.
monocytogenes podrian ser responsables de algunos de estos casos. Sin embargo, el primer
caso de listeriosis transmitida por los alimentos no se notificd hasta 1953, cuando se vinculd
el nacimiento de gemelos muertos con el consumo por parte de la madre de leche cruda de
una vaca con mastitis listerial (FAO/WHO, 2004). El primer brote documentado asociado a
este microorganismo ocurrio en 1979, mientras que el primer brote confirmado asociado con

el consumo de alimentos, data de 1981 (Ryser y Buchanan, 2013; Hadjilouka y col., 2014).

Actualmente, L. monocytogenes es una de las bacterias patdgenas mas documentadas y la
listeriosis una de las enfermedades infecciosas mejor estudiadas, al menos en modelos
animales. En 1987 se identificaron los primeros genes de virulencia de L. monocytogenes y
en el 2001 se obtuvo la secuencia completa de su genoma. Asi, en los ultimos 33 afios, L.
monocytogenes ha surgido como un sistema modelo bacteriano excepcional en la biologia
de la infeccion. La investigacion sobre esta bacteria ha permitido comprender el mecanismo
por el que las bacterias se habitlan a los huéspedes mamiferos, invaden las células
eucariotas, se movilizan intracelularmente, interfieren con las funciones celulares del
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huésped y se propagan a las células vecinas. También ha contribuido a desvelar
caracteristicas de las vias normales de las células huéspedes y funciones insospechadas de
proteinas celulares previamente conocidas (Rolhion y Cossart, 2017).

No obstante, L. monocytogenes sigue ocasionando problemas serios en la salud animal y
humana y es probablemente el patdgeno que causa mayor preocupacion a la industria de los
alimentos, a las autoridades sanitarias y a los consumidores ya que estd ampliamente
distribuida en los entornos de la industria agroalimentaria y su principal via de transmision
a los seres humanos es precisamente a través de los alimentos, especialmente los alimentos
listos para el consumo Ilamados también RTE (del inglés, ready to eat) (Ferreira y col.,
2014).

1.3.2.- Caracteristicas generales

Listeria monocytogenes es un patogeno intracelular facultativo que pertenece a la familia
Listeriaceae. Se trata de un bacilo con forma de varilla, pequefio (0,5-2 um x 0,5 um,
didmetro x longitud), que no presenta capsula ni produce esporas. Posee de 1 a 5 flagelos
peritricos que le confiere un movimiento de rotacion que es 6ptimo entre 20 y 28°C, pero es
inmovil a 37°C (Grindling y col., 2004; Montville y col., 2012; Batt, 2014; Erkmen y
Bozoglu, 2016)

Con respecto a su metabolismo, Listeria es Gram (+), catalasa (+), oxidasa (-), anaerobio
facultativo, no produce sulfuro de hidrégeno, fermenta la glucosa y la ramnosa produciendo
acido lactico sin gas, pero no puede fermentar la xilosa; ademas presenta reaccion positiva
al rojo de metilo y a la prueba de VVoges-Proskauer. Crecen muy bien en agar sangre, donde
producen una B-hemolisis incompleta, y suelen observarse en disposicion individual o
formando cadenas cortas (Lorber, 2007; Batt, 2014; Erkmen y Bozoglu, 2016; Orsi y
Wiedmann, 2016).

A este género pertenecen diecisiete especies: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. aquatica,
L. booriae, L. cornellensis, L. fleischmannii, L. floridensis, L. grandensis, L. grayi, L.
innocua, L. marthii, L. newyorkensis, L. riparia, L. rocourtiae, L. seeligeri, L.
weihenstephanensis, y L. welshimeri. Sin embargo, solo L. monocytogenes y L. ivanovii son

consideradas patdgenos de humanos y animales, respectivamente (Orsi y Wiedmann, 2016).

L. monocytogenes es responsable de una toxiinfeccion alimentaria denominada listeriosis,
de la que se hablard més adelante (apartado 1.3.5). Esta especie puede tipificarse

molecularmente mediante diferentes técnicas como la electroforesis en gel de campo
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pulsado, pero el serotipado es el método principal utilizado para tipificar L. monocytogenes

y ademas permite clasificar esta especie en linajes filogenéticos (Jordan y col., 2015)

El serotipado de L. monocytogenes permite identificar las variaciones de sus proteinas de
superficie: los antigenos somaticos (O) y los flagelares (H). Basandose en la deteccion de
estos antigenos, mediante reacciones de aglutinacion usando antisueros polivalentes y
monovalentes, se han reconocido 13 serotipos de L. monocytogenes que se identifican
alfanuméricamente: 1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab, 4b, 4c, 4d, 4e y 7 (Ryser y
Buchanan, 2013; Meloni, 2015; Burall y col., 2017).

Los serotipos 1/2a, 1/2b y 4b son los predominantes en las infecciones en humanos,
causando mas del 90% de los casos, siendo el 4b el responsable de la mayoria de ellos (Orsi
y col., 2011; Ryser y Buchanan, 2013). Los serotipos 1/2a, 1/2b y 1/2c son los mas
frecuentemente aislados en los alimentos o en el entorno de produccion de estos (Meloni,
2015). Los serotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b has sido identificados con mayor frecuencia en
mataderos y las plantas procesadoras del cerdo Ibérico (Ortiz y col., 2010), plantas de
elaboracion (D’Arrigo y col., 2020) y posprocesamiento (Alia y col., 2020) de jamén curado

espafol.

Ademas, L. monocytogenes puede ser clasificado en tres linajes filogenéticos
dependiendo de su serotipo: El linaje | contiene los serotipos 1/2b, 3b, 4b, 4d, 4e 'y 7; el
linaje Il incluye los serotipos 1/2a, 1/2¢, 3a 'y 3c; el linaje 111 incluye a los serotipos 4a, 4c 'y
4b, aungue algunas cepas de estos tres serotipos también han sido incluidas en el denominado
linaje IV (Ragon y col., 2008; Ward y col., 2008; Velge y Roche, 2010; Orsi y col., 2011,
Burall y col., 2017).

1.3.3.- Crecimiento y supervivencia

En relacion a su susceptibilidad a agentes fisicos y quimicos, en general es un
microorganismo que se adapta muy bien a condiciones adversas. Es psicrotrofo, siendo
capaz de crecer lentamente por debajo de 5°C, y de sobrevivir durante el almacenamiento en
congelacién. Su temperatura 6ptima de crecimiento es de 30-37°C, pero puede crecer en el
intervalo 0-45°C, y muere por encima de 50°C. L. monocytogenes puede crecer en un
intervalo de pH de 4,4-9,6, siento el pH 7 el de 6ptimo crecimiento. A valores inferiores a
4,3, las listerias pueden sobrevivir, pero no se multiplican (Van der Veen y col., 2008;
Montville y col., 2012; Lianou y col., 2017).

Respecto a la aw, su éptimo de crecimiento ocurre a valores > 0,97. Para la mayoria de las
cepas, la aw minima para el crecimiento es de 0,92, aunque esta bacteria puede sobrevivir
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durante largos periodos a valores de aw tan bajos como 0,83. Asimismo, puede tolerar altas
concentraciones de sal, siendo capaz de crecer en un 10-12% de NaCl, y sobrevivir por largos
periodos en concentraciones de hasta 18-20% (O’Byrne y Karatzas, 2008; Montville y col.,
2012; Ryser y Buchanan, 2013; Erkmen y Bozoglu, 2016).

1.3.4.- Factores de virulencia y resistencia al estrés de Listeria monocytogenes

L. monocytogenes es una bacteria capaz de adaptarse y desarrollarse en ambientes muy
variados y adversos y esto lo logra a través de una compleja regulacion de la expresion de
sus genes de respuesta al estrés (Gandhi y Chikindas, 2007; Miner y col., 2007; Bucur y col.,
2018). Asi, mediante la expresion de sus genes de respuesta al estrés, L. monocytogenes
consigue tolerar condiciones como la escasez de nutrientes del suelo, algunos tratamientos
aplicados durante el procesado y conservacion de los alimentos o el bajo pH del estomago
(Freitag y col., 2009; Strawn y col., 2013). Por su parte, requiere de la expresion de sus genes
de virulencia para superar cada paso del sofisticado ciclo celular infeccioso. En la Tabla 2,
elaborada a partir de lo descrito por Olesen y col. (2009), Veray col. (2013), Pizarro-Cerda
y Cossart (2019) y Pombinho y col. (2020), se recogen los factores de virulencia méas

importantes que participan en este ciclo intracelular, asi como los genes que los codifican.

Tabla 2. Principales genes que codifican factores de virulencia y su rol mas importante
durante el ciclo infeccioso de Listeria monocytogenes.

Gen Producto del gen Rol en el ciclo infeccioso
ActA Factor de pglimerizacic’m de la Participa en la qdhesié_n celularyen la
actina (ActA) movilidad intra e intercelular

ami Amidasa autocatalitica (Ami) | Participa en adhesién e invasion celular
hly Listeriolisina (LLO) Lisis del fagosoma

hpt Proteina transportadora de Requerido para el crecimiento intracelular

hexosa fosfato (Hpt)
iap Lfa pro'gel'na asociada a la Invasién y motilidad i.ntracelul_ar basada
invasion celular (P60) en el ensamblaje de actina

inlA Internalina A (InlA) Participa en la adhesion e invasién celular
iniB Internalina B (InIB) Participa en la adhesion e invasion celular
inlC Internalina C (InlC) Formacion de protrusiones

DlcA Fosfatidilinositol fosfolipasa Contribuye a la Iisi§ y escape del

C (PI-PLC) fagosoma (primario)
olcB Fosfatidilcolina fosfolipasa C Contribuye a la lisis y escape del
(PC-PLC) fagosoma (secundario)
mpl Precursor zinc metaloproteasa | Procesa al precursor PC-PLC a su forma
(Mpl) madura
orfA Factor regulador positivo A Requerida para la gxpresi_én de los genes
(PrfA) de virulencia
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En la Figura 3, elaborada usando informacion de diversas fuentes (Pucciarelli y col.,
2007, Freitag y col., 2009, de las Heras y col., 2011, Pizarro-Cerda y col., 2012, y
Radoshevich y Cossart, 2018), se muestra las etapas de este ciclo intracelular.

Figura 3. Etapas del ciclo de vida intracelular de Listeria monocytogenes. Entre paréntesis
se muestran los principales factores de virulencia que participan en estas fases: 1. Adhesion
e invasion celular (InlA, InIB y P60), 2: Escape del fagosoma (LLO y PLCs), 3: Desarrollo
y movimiento intracelular (ActA, P60 y Hpt), 4: Propagacion intercelular (InlC y ActA).

Genes de virulencia de Listeria monocytogenes

La expresion de la mayoria de los genes de virulencia esenciales para el ciclo intracelular
de L. monocytogenes estan regulados por la proteina PrfA. Fuera de una célula huésped,
PrfA se encuentra siempre en un estado de baja actividad. Dentro del huésped, la PrfA se
activa e induce la expresion de genes de virulencia, marcando asi su transicion de saprofito

ambiental a parésito citosolico (de las Heras y col., 2011; Gaballa y col., 2019).

El primer paso de la infeccidn por L. monocytogenes es su adhesion e invasion celular.
En esta fase tienen una participacion primordial las internalinas InlA y InIB que, tras unirse
con sus respectivos receptores, conducen a la internalizacion bacteriana induciendo la
fagocitosis (Bierne y col., 2007; Chen y col., 2011; Pizarro-Cerda y col., 2012). Asimismo,
el factor P60 es esencial en la capacidad de L. monocytoegenes de adherirse e invadir a
cualquier tipo de célula (Pucciarelli y col., 2007; Camejo y col. 2011). Ademas, P60 es el
unico factor de virulencia mencionado en este apartado que es independiente de la regulacion
de PrfA (Vazquez-Boland y col., 2001). Otros factores como LLO, Ami y ActA pueden
cumplir funciones de soporte en esta etapa (Rolhion y Cossart, 2017; Radoshevich y Cossart,
2018; Pizarro-Cerda y Cossart, 2019)

El siguiente paso es crucial y consiste en formar poros la membrana del fagosoma y
permitir el escape de Listeria al citoplasma celular. Para ello intervienen LLO, Mpl y las

fosfolipasas PLCs (PI-PLC y PC-PLC) (Goldfine y Marquis, 2007; Pushkareva y
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Ermolaeva, 2010; Maury y col., 2017). Dentro del citoplasma, L. monocytogenes se
multiplica rapidamente nutrido por los metabolitos derivados de las células huésped, con
ayuda del sistema de captacion de azlcar Hpt y la InlC, entre otros (Freitag y col., 2009; de
las Heras y col., 2011; Pizarro-Cerda y Cossart, 2019). También se conoce que la accién
conjunta de ActA e InlC induce dafios en el ADN Yy retrasa el ciclo de la célula huésped en

beneficio propio (Costa y col., 2020).

La motilidad citoplasmatica de L. monocytogenes ocurre por medio de la polimerizacion
de la actina gracias a la accion de ActA y P60. La propagacion intercelular de L.
monocytogenes requiere de este mecanismo, pero también de la accion de InlC ya que reduce
la tension cortical de la membrana plasmatica, favoreciendo la capacidad de las bacterias
maviles para deformar la membrana plasmatica y formar protuberancias como pseudopodos
(listeropodos) que invaden las células vecinas (Pilgrim y col., 2003; Freitag y col., 2009;
Rajabian y col., 2009; de las Heras y col., 2011). En la nueva célula, la vacuola de doble

membrana es lisada por LLO y PLCs, repitiendo asi el ciclo (Figura 3).
Genes de resistencia al estrés de Listeria monocytogenes

L. monocytogenes posee estrategias para sobrevivir a condiciones desfavorables como los
entornos hostiles. Un mecanismo importante que actia a nivel de la regulacion
transcripcional y que permite la expresion de un conjunto especifico de genes de respuesta
al estrés, esta mediado por sus factores de transcripcion sigma alternativos (¢, 6%, 6%, o'y
ob). El mas importante es el 6® (SigB), codificado por el gen sigB, que regula directamente
la expresion de genes implicados en la respuesta ante condiciones ambientales adversas
(Chaturongakul y col., 2008; Toledo-Arana y col., 2009; NicAogain y O'Byrne, 2016) y del
tracto digestivo (Gahan y Hill, 2005; Kazmierczak y col., 2006), la formacion de biofilms
(Dorey y col., 2019), la virulencia y homeostasis de L. monocytogenes (Liu y col., 2017).

Fuera del huésped y en ausencia de estrés, el o se encuentra inactivo, pero frente a
condiciones ambientales adversas, desencadena el denominado mecanismo de respuesta
general al estrés con el cual puede expresar un gran conjunto de genes en forma simultanea.
El o® contribuye en gran medida a la supervivencia y colonizacion bacteriana en las duras
condiciones que se dan en el tracto gastrointestinal. Su intervencién es menos esencial
durante la invasion celular, aungque su contribucion no esta ain bien definida y es posible
que pueda estar involucrado en respuestas al estrés inducido por el huésped (O’Byrne y
Karatzas, 2008; Bucur y col., 2018; Gaballa y col., 2019). Ademas, c® activa directamente
la transcripcion de los genes inlA, inIB y prfA'y es a través de este ultimo que puede activar
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indirectamente muchos otros genes de virulencia (Chaturongakul y col., 2008; Kazmierczak
y col., 2003, 2006; Ollinger y col., 2009; Liu y col., 2017).

1.3.5.- Listeriosis

L. monocytogenes causa en los seres humanos la enfermedad llamada listeriosis, una
toxiinfeccion alimentaria poco frecuente en la poblacion general en quienes normalmente
suele presentarse de forma imperceptible o en su forma clinica mas habitual que es la
listeriosis gastrointestinal no invasiva. Sin embargo, puede causar una enfermedad con
sintomas graves (listeriosis invasiva) en algunos grupos poblacionales de alto riesgo como
son los individuos inmunocomprometidos debido a algunas patologias subyacentes o0 a una
terapia inmunosupresora, fetos en desarrollo, recién nacidos, lactantes, mujeres embarazadas
y ancianos. En estos individuos susceptibles, L. monocytogenes puede provocar algunas
afecciones clinicas como materno-neonatal (infeccion intrauterina, aborto espontaneo,
muerte fetal intrauterino) y gastroenteritis febril, y en casos graves puede provocar una
infeccion del sistema nervioso central (meningitis, encefalitis, meningoencefalitis),
septicemia e incluso la muerte (Lecuit, 2007; Painter y Slutsker, 2007; Lamont y col., 2011).
En la Union Europea, las septicemias fueron las formas clinicas méas comunes de infecciones
invasivas por L. monocytogenes (71,8%), seguidas de las infecciones del sistema nervioso,

especificamente meningitis (19,4%) (Ricci y col., 2018).

Los alimentos contaminados con L. monocytogenes constituyen el principal vehiculo de
transmision de la listeriosis humana, en especial los alimentos RTE. De hecho, se calcula
que el 99% de los casos de listeriosis humana son transmitidos por alimentos (Scallan y col.,
2011). Se estima que la dosis aproximada de L. monocytogenes causante de enfermedad en
el 10 y 90% de la poblacion es de 107 y 10° UFC, respectivamente, en huéspedes sanos y de
s6lo 10°y 107 UFC, respectivamente, en individuos con alto riesgo de infeccion (FAO/OMS,
2004; Bortolussi, 2008; Ryser y Buchanan, 2013). Sin embargo, esta dosis infectiva depende
de otros factores ademas del estado inmunoldgico del huésped, por ejemplo, el tipo de
alimento consumido, la frecuencia de su consumo, la cantidad ingerida de microorganismos

y el grado de virulencia de la cepa en particular.

Mas del 90% de los casos de listeriosis invasiva son atribuibles a dosis superiores a 10°
UFC por racion. Esto corresponderia a una concentracion media de L. monocytogenes en
estos alimentos superior a 2000 UFC/g en el momento del consumo, asumiendo que el
tamafio medio de la porcion sea de 50 g. En cambio, si consideramos la ingestion de 100 g

de un producto contaminado con 100 UFC/g (10* UFC de L. monocytogenes), se puede
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estimar que ocurriria un caso de listeriosis tras 20 y 200 millones de exposiciones en la
poblacién susceptible y no susceptible, respectivamente, basado en lo descrito por la
FAO/OMS (2004). Asimismo, un tercio de los casos ocurririan debido a que la bacteria
encontraria las condiciones necesarias para multiplicarse durante la fase de consumo,
ademas favorecido por una mala conservacion o manipulacién de estos alimentos. En general
se considera que los casos epidémicos de listeriosis suelen transmitirse por alimentos que
contienen mas de 100 UFC/g (Ryser y Buchanan, 2013; Ricci y col., 2018).

No obstante, una pequefia proporcion de casos podria estar asociada a niveles mas bajos
de este patdgeno, especificamente en alimentos RTE de mayor frecuencia de consumo y que
tienen una mayor prevalencia de L. monocytogenes pero menor concentracion. Asi, en
Estados Unidos, se produjo un brote de listeriosis con casos en personas susceptibles por
consumo de helados con un nivel de contaminacion muy bajo, del orden de 8 UFC/g
(Buchanan y col., 2017). Asimismo, se observo que las salchichas Frankfurters implicadas
en un brote de listeriosis en el afio 1998, en Estados Unidos, contenian 0,3 UFC/g de L.
monocytogenes. Sin embargo, en estos casos no puede descartarse la posibilidad de que
hayan sido resultado de una exposicion a dosis mayores, teniendo en cuenta otros factores
como, por ejemplo, una contaminacion adicional durante la preparacion ulterior (Montville
y col., 2012; Pouillot y col., 2016; Ricci y col., 2018).

1.3.5.1.- Incidencia y mortalidad

La listeriosis supone una proporcion muy pequefia de todas las enfermedades debidas a
patdgenos transmitidos por los alimentos (Figura 4). Se trata de una enfermedad
relativamente rara, con 0,1 a 10 casos por cada millén de personas al afio, segin los paises
y regiones del mundo (WHO, 2018a). Segun los ultimos informes, en el 2018 la incidencia
en Europa fue de 0,47 casos por cada 10° habitantes, mientras que en Estados Unidos fue de
0,3 por cada 10° habitantes durante el 2019 (EFSA/ECDC, 2019; Tack y col., 2020).

Sin embargo, basandonos en criterios clinicos, la listeriosis es la mas grave de las
enfermedades transmitidas por alimentos ya que mas del 90% de los casos resultan en
hospitalizaciones y se asocia con una alta tasa de mortalidad, a diferencia de otras
enfermedades de transmision alimentaria, como la salmonelosis, que rara vez ocasionan la
muerte de la persona afectada. En general, la mortalidad estimada ocurre en el 20-30% de
los casos de listeriosis y mas del 90% de éstos se da en la poblacién vulnerable (Goulet y
col., 2012; Hunt y col., 2018).

51



Campilobacteriosis

) e S S
Salmonelosis Enfermedad Hospitalizados (%6) Muertes (%)
Campilobacteriosis 30.6 0.03
. Salmonelosis 41.7 0.19
STEC (Infecciones) .
Infecciones por STEC 37.8 0.22
L Yersiniosis 29.3 0.08
Yersiniosis A
Listeriosis 97 15.6
Listeriosis

T T T T T T 1

0 10 20 30 40 50 60 70

Infeccién por cada 100 000 personas

Figura 4. Incidencia, tasas de hospitalizacion y fatalidad de las principales enfermedades
transmitidas por alimentos durante el 2018 en la Union Europea (EFSA/ECDC, 2019).

En Estados Unidos hubo 134 casos durante el 2019, de los cuales el 98% resultaron en
hospitalizacién y el 16% en fallecimientos; estas cifras se han manteniendo desde el 2006
(Crim y col., 2014; Tack y col., 2020). En la Unidn Europea, en cambio, se ha observado
una tendencia, estadisticamente significativa, al incremento de los casos confirmados de
listeriosis durante el periodo 2009-2018. Concretamente, en 2018 se reportaron 2549 casos
de listeriosis humana invasiva, presentando una tasa de letalidad del 15,6% y se notificaron
con mayor frecuencia en el grupo de edad superior a 64 afios y, con mayor incidencia, en el
grupo de més de 84 afos. En general, los casos de listeriosis en la Union Europea han
presentado tasas anuales de letalidad que oscilan entre el 12,7 y el 20,5% (Ricci y col., 2018;
EFSA/ECDC, 2019).

En Espafa, los casos de listeriosis han mostrado una tendencia estadisticamente
significativa al incremento desde el 2009. En el 2018 se reportaron 370 casos confirmados
de listeriosis humana en todo el pais, que correspondian a 0,89 casos por cada 10° habitantes,
erigiendose como el segundo (superado por Alemania) y tercer (superado por Estonia y
Finlandia) pais de la Union Europea con mayor numero de casos e incidencia,
respectivamente (EFSA/ECDC, 2019).

Se estima que las pérdidas econdmicas por listeriosis relacionadas con el coste médico
anual, la muerte prematura y la pérdida de productividad, es de aproximadamente 2300
millones de dolares al afio solo en Estados Unidos (Ivanek y col., 2005). En un brote ocurrido
en Sudafrica en 2018 (WHO, 2018b), se estim6 una pérdida econémica de 260 y 10,4
millones de ddlares por costes asociados a la muerte de las personas y gastos de

hospitalizacion, respectivamente (Olanya y col., 2019). En Canad4, en el brote ocurrido en
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2008 por consumo de productos carnicos, con 57 casos y 24 muertes, se estimo una pérdida

economica de casi 242 millones de ddlares canadienses (Thomas y col., 2015).

1.3.5.2.- Contaminacion de los alimentos con Listeria monocytogenes

Por su caracter ubicuo, L monocytogenes estd ampliamente distribuida en el medio
ambiente, principalmente en el agua y suelo, y desde alli puede contaminar vegetales,
piensos, animales y la cadena alimentaria en general. Por ello, la materia prima procedente
de la produccion primaria agroalimentaria suele estar contaminada y su grado de
contaminacion esta relacionado directamente con el potencial de contaminacion en el

entorno de la industria (Nightingale y col., 2004; Linke y col., 2014; Ricci y col., 2018).

La presencia de L. monocytogenes en la carne en el matadero suele atribuirse a la
contaminacion con materia fecal durante el sacrificio, lo que ocurre con frecuencia debido
gue un gran numero de animales sanos son portadores de L. monocytogenes, habiéndose
aislado de materia fecal de entre el 11 y el 52% de los animales. Asimismo, se ha descrito
que hasta un 45% de los cerdos pueden albergar este patdgeno en sus amigdalas. Las
instalaciones del matadero también pueden estar contaminadas, tanto en zonas sucias como
limpias; también pueden pasar a los alimentos a partir de las manos de los trabajadores y
agua reciclada del proceso, demostrando la importancia de la contaminacion cruzada. La
prevalencia de canales de cerdo contaminadas con este patdgeno es del 9-22% (Ryser y
Buchanan, 2013; Barrientos y col., 2015; Morales-Partera y col., 2018; Demaitre y col.,
2020).

Por tanto, cada vez gque ingrese nueva materia prima o ingredientes en las instalaciones
de procesado de alimentos, existe la posibilidad de estar introduciendo este patégeno. Esto
explica la relativa frecuencia con que se identifica L. monocytogenes en los entornos de las
industrias alimentarias, ya que las fuentes de contaminacion son numerosas, incluyendo las
superficies de contacto con los alimentos, la maquinaria de elaboracion y los trabajadores.
Ello se debe a la capacidad de L. monocytogenes de formar biofilms (véase el apartado
siguiente) altamente resistentes a los desinfectantes (Ricci y col., 2018).

La contaminacion cruzada también puede producirse en la venta al por menor y a nivel
de restauracién colectiva (Lakicevic y Nastasijevic, 2017). En general, existe una mayor
probabilidad de contaminacion en alimentos de venta al por menor que en los productos

preenvasados, relacionada a la manipulacion (Gombas y col., 2003; Pradhan y col., 2011).

Finalmente, los alimentos también pueden contaminarse en el hogar. De hecho, se ha

aislado L. monocytogenes de diferentes partes de la cocina. Los casos de listeriosis a nivel
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domeéstico implican alimentos RTE cuyos envases han sido abiertos y que a menudo se
almacenan durante largos periodos en el refrigerador antes de ser consumidos sin someterlos

a tratamiento alguno (Evans y Redmond, 2016).
1.3.5.3.- Biofilms de Listeria monocytogenes en entornos agroalimentarios

La capacidad de L. monocytoegenes de formar biofilms es una de las principales causas
de la contaminacion cruzada de los alimentos en entornos industriales (Schmid y col. 2009;
Takahashi y col. 2011; Hoelzer y col., 2015; Malley y col., 2015). En estos entornos, los
biofilms de L. monocytogenes permiten la aparicion de cepas persistentes, es decir cepas que
se aislan repetidamente de una misma instalacion durante periodos de tiempos prolongados
(meses o hasta afios) incluso bajo condiciones sanitarias estandares (Lunden y col., 2002;
Carpentier y Cerf, 2011).

Los biofilms son ecosistemas celulares bacterianos altamente organizados que se forman
mediante la adherencia de células a diversas superficies a través de una matriz de sustancias
poliméricas extracelulares (SEPs) que ellas mismas producen. Esta matriz estd compuesta
principalmente de polisacaridos (exopolisacaridos), proteinas, glucolipidos y ADN
extracelular bacteriano. Esta matriz actla como barrera y ademas crea un microambiente que
limita la difusion y eficacia de los agentes antimicrobianos. Ademas, los mecanismos de
resistencia codificados genéticamente pueden transferirse entre las células del biofilm, por
ejemplo, a través de plasmidos (Donlan y Costerton, 2002; Molin y Tolker-Nielsen, 2003;
Flemming y col., 2007; Flemming y Wingender, 2010).

Los biofilms se forman en superficies de las instalaciones como suelos y paredes, codos
de tuberias, juntas de goma, superficies de manipulacion de alimentos, cintas
transportadoras, equipos industriales de acero inoxidable mal desinfectados, etc. (Simoes y
col. 2010; Xu y col., 2011). En particular, L. monocytogenes tiene la capacidad de adherirse
a diversas superficies abidticas comunmente usadas en la industria alimentaria (acero
inoxidable, vidrio, polipropileno, plastico, caucho, etc.), llegando a recuperarse con mayor
frecuencia de zonas himedas como desagiies, agua condensada en las superficies, tuberias
del sistema de agua, aguas residuales, agua estancada, suelos y residuos en el equipo de

procesamiento (Ryser y Buchanan, 2013).
1.3.5.4.- Alimentos principalmente implicados en brotes de listeriosis

Los alimentos que pueden contaminarse con L. monocytogenes son numerosos y muy
diversos. Sin embargo, los casos de listeriosis estan vinculados casi exclusivamente a

alimentos RTE. Algunos de los alimentos implicados en los brotes de listeriosis mas
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importantes de los ultimos afios, asi como algunas de sus repercusiones econdémicas para la

industria, se mencionan a continuacion.

Los brotes de listeriosis en Estados Unidos del 2010-2015, se han asociados a alimentos
que rara vez habian sido implicados en estos problemas, como helados (2010-2015), que
caus6 10 casos y 3 muertes, melon (2011), que provoco 147 casos y 33 muertes ademas de
un aborto espontaneo, germinados de soja (2014), que produjo 5 casos y 2 muertes,
manzanas caramelizadas (2014-2015), que ocasiond 35 casos y 3 muertes ademas de una
perdida fetal, entre otros (Buchanan y col., 2017). Mas recientemente se han descrito brotes
en ensaladas envasadas (19 casos y 1 muerte) (CDC, 2016), queso (8 casos y 2 muertes)
(CDC, 2017), jamon cocido (4 casos y 1 muerte) (CDC, 2018), rollitos de carne de cerdo (4
casos) (CDC, 2019), huevos cocidos (8 casos y 1 muerte) (CDC, 2020a) y setas (36 casos y
4 muertes) (CDC, 2020b). Se estima que las pérdidas econdmicas debido a los decomisos de
estos productos implicados son de entre 1200 y 2400 millones de délares al afio (Ivanek y
col., 2005). Asi, el brote del 2016 asociado a ensaladas envasadas (CDC, 2016), ocasiond

una pérdida para la compafiia implicada estimada en 25 millones de dolares (Forsythe, 2020).

El brote mas importante en cuanto a nimero de casos detectado en el mundo hasta la
fecha fue el ocurrido en Sudafrica, entre el 2017 y 2018, con 978 personas infectadas y 183
(27%) fallecidos. En este brote, el 42% de los casos fueron neonatos que se infectaron
durante el embarazo o el parto. El vehiculo fue un producto carnico RTE similar a una
salchicha, popular en este pais, Ilamado "Polony" (WHO, 2018b). Algunas de las
repercusiones econdmicas para la industria fueron las pérdidas a causa de la retirada del
mercado del producto (unas 4000 Tm) y de la suspensién temporal de la importacién de
carne elaborada en Africa, estimadas en 53 y 11 millones de dolares, respectivamente
(Olanyay col., 2019).

En la Union Europea, entre los afios 2008 y 2018, se ha notificado presencia de L.
monocytogenes con mayor frecuencia en plantas de elaboracion de productos RTE derivados
de la pesca, de origen carnico (excluyendo los embutidos fermentados) y queso. Ademas, se
ha determinado que, en este periodo, la prevalencia de L. monocytogenes en establecimientos
de venta al por menor fue de menos del 1%. En cuanto a los alimentos mas frecuentemente
asociados a los brotes de listeriosis, entre 2010 y 2017, fueron en primer lugar los alimentos
mixtos (compuestos por mas de un tipo de alimentos), seguido de pescado y derivados,
verduras y zumos, asi como crustaceos, mariscos, moluscos y derivados. En concreto, en el

2018, las verduras y los zumos, asi como otros productos derivados, fueron el vehiculo
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alimentario responsable de casi el 30%, de los 158 brotes de listeriosis declarados (Ricci y
col., 2018; EFSA/ECDC, 2019).

En Europa, se han producido brotes en los que estuvieron implicados diferentes productos
como el queso curado, en Austria y Alemania (2010), que resulto en 14 casos y 7 muertes,
productos carnicos tradicionales (rullepelse, “salchicha enrollada™) de Dinamarca (2013-
2014), ocasionando 41 casos y 17 muertes (41%) (Kvistholm Jensen y col., 2016; Voysey y
Betts, 2017) o verduras congeladas, que ocasiond un brote multinacional que abarco
Finlandia, Reino Unido y Dinamarca (2015-2018), donde una cepa de L. monocytogenes
ST6 (serotipo 4b) causd 53 casos y 10 muertes (EFSA, 2020), entre otros.

En Espafa, los casos de listeriosis humana no se relacionaron con ningun brote en 2018.
Sin embargo, en el afio 2019, se produjo el mayor brote de listeriosis reportado en Espafia,
con 222 casos, 3 muertes y 6 abortos. Este brote se asocid al consumo de un producto espafiol
de carne de cerdo asada y refrigerada (carne mechada). Si bien la mayoria de casos
ocurrieron en la comunidad autonoma de Andalucia (214 casos), estuvieron implicadas otras
cuatro comunidades (WHO, 2019).

En general, los alimentos frecuentemente implicados tanto en casos esporadicos como en
brotes de listeriosis humana son productos RTE de diferentes categorias: carne y productos
carnicos, pescado y derivados, leche y productos lacteos, en especial el queso fresco, y
alimentos de origen vegetal frescos o incluso congelados. Los productos carnicos que suelen
estar implicados son el paté, salchichas Frankfurt y los fiambres que se sirven frios y en
lonchas (“deli meats”), como embutidos, salchichas, pasteles de carne, etc. (FAO/OMS,
2004; Farber y col., 2007; Ricci y col., 2018).

Segun el Reglamento (CE) No 2073/2005, los RTE son “alimentos destinados por el
productor o el fabricante al consumo humano directo sin necesidad de cocinado u otro tipo
de transformacion eficaz para eliminar o reducir a un nivel aceptable los microorganismos
peligrosos” (Comision Europea, 2005). Es decir, son productos con presentaciones atractivas
que ahorran tiempo y esfuerzo en el hogar, ya que son consumidos directamente sin
cocinarlos. Por ello, durante su procesamiento se suelen realizar operaciones que reducen o,
incluso, eliminan los microorganismos, desde lavados hasta tratamientos térmicos. Sin
embargo, las etapas finales de la elaboracion de estos productos RTE, particularmente
durante la reduccién de tamafio (lonchas, trozos, etc.) y envasado, implican una
manipulacion adicional que podria conducir a contaminacion cruzada. Luego, L.

monocytogenes puede multiplicarse hasta niveles inseguros durante el almacenamiento de

56



estos productos tanto en el expendio y distribucion, como en el hogar (Swaminathan y
Gerner-Smidt, 2007; Ricci y col., 2018).

Por tanto, existen normas estrictas para el control de Listeria en estos alimentos. En
Estados Unidos rige la politica de “tolerancia cero” (ausencia en 25 g) para todo tipo de
alimentos. En la Union Europea, el Reglamento (CE) No 1441/2007 establece un limite
diferente, < 100 UFC/g de L. monocytogenes, solo para alimentos que no favorecen el
crecimiento de este microorganismo o en los que se puede demostrar que no se superara este
valor durante su vida atil (Comision Europea, 2007). Es el caso del jamon curado, cuya baja
aw (£ 0,92) no favorece el crecimiento de este patdgeno. Sin embargo, de ocurrir la
contaminacion, la sola presencia de una célula de L. monocytogenes en este producto
ocasionaria su decomiso en paises como Estados Unidos. Por tanto, es necesario aplicar
tratamientos alternativos para su higienizacion, algunos de los cuales se describen de forma

muy resumida en el siguiente apartado.

1.4.- Tratamientos higienizantes del jamén curado

La aplicacion de calor es actualmente la tecnologia méas usada en la industria para obtener
productos con una mayor vida util y seguros desde un punto de vista microbioldgico (Li y
Farid, 2016). Sin embargo, no todos los alimentos pueden tratarse térmicamente debido a
que pueden sufrir pérdidas sensoriales y nutricionales. En la industria preocupan
especialmente tanto los productos frescos como los minimamente procesados y los RTE
(Tahergorabi y col., 2014). Algunos de ellos, como el jamoén curado, son sometidos a etapas
posproceso de reduccion de tamafio (loncheado, deshuesado, cortado) que implican una
manipulacion adicional que aumenta el riesgo de contaminacion del producto (Hoz y col.,
2008; Morganti y col., 2016).

Con el fin de superar estas limitaciones, los estudios recientes se han centrado en la
aplicacion de tecnologias no térmicas, como bioconservantes, altas presiones hidrostaticas
(APH), luz ultravioleta (UV), pulsos de luz, ultrasonido, campo eléctrico pulsado, plasma
frio o irradiacion (Li y Farid, 2016).

Respecto a las APH, la aplicacién a lonchas de jamones curados de 600 MPa durante 6
minutos a 31°C consiguié una reduccion en la carga de L. monocytogenes de 2,7 ciclos
logaritmicos (Hugas y col., 2002) y en la microbiota aerobia de 1,8 (Garriga y col., 2004).
Este mismo tratamiento aplicado a lonchas de jamon curado ahumado disminuy6 en 20 y 40

UFC de L. monocytogenes y Salmonella entérica por gramo de producto, respectivamente
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(Stollewerk y col., 2012). Morales y col. (2006), observaron una reduccién de 3,6 unidades
logaritmicas en el nimero de células de L. monocytogenes en jamén ibérico mediante la

aplicacion de 450 MPa durante 10 minutos a 12°C.

Bover-Cid y col. (2011) contaminaron lonchas de jamén curado de forma intencionada
con L. monocytogenes y aplicaron APH en diferentes condiciones (347-852 MPa; 2.3-15,75
min; 7,6-24,4°C), concluyendo que cuanto mayor era la presion aplicada, mayores eran las
reducciones obtenidas.

Hereu y col., (2012) estudiaron en este producto el efecto de las APH, de la nisina y de la
aplicacion simultanea de ambos. Mediante las APH se redujo el numero de células de
Listeria entre 1,82 y 3,85 unidades logaritmicas, dependiendo de la aw del jamén curado. La
nisina causé una disminucién ligeramente inferior en jamones con alta aw (0,80 logs * 0,45)
frente a la conseguida en jamones con una aw inferior (1,24 logs * 0,26). Sin embargo, la
aplicacion combinada de APH y nisina mostré un efecto sinérgico, consiguiéndose 3,5

reducciones decimales.

Fernandez y col. (2020) estudiaron el efecto de los pulsos de luz a dosis de 2,1, 4,2y 8,4
Jlem? en la inactivacion de Listeria en lonchas de jamon Serrano e Ibérico, consiguiendo
reducciones de hasta 1 y 2 UFC/cm?, respectivamente. Este tratamiento dio lugar a la
formacion de una elevada concentracion de sustancias volatiles que impartian ligeras notas
de azufre y metalicas que, no obstante, desaparecieron durante el almacenamiento. De forma
similar, Tomasevi¢ (2015) estudi6 el efecto de los pulsos de luz en la calidad sensorial del
jamon de Parma, concluyendo que la aplicacion de 17 J/cm? modificd significativamente

propiedades como el olor, sabor, textura y jugosidad.

Wamburay Verghese (2011) investigaron los efectos del tratamiento con radiaciones UV
aplicadas durante 60, 90 y 120 s sobre la calidad de lonchas de jamén curado observando
coémo el color y la textura, se ven afectadas de forma inversa al tiempo de tratamiento y a la

distancia entre la muestra y la lampara.

En cuanto a la irradiacion de alimentos, tratamiento empleado en esta tesis para conseguir
la higienizacion de jamén curado con respecto a L. monocytogenes, se hablard a

continuacion.
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1.5.- Irradiacion de alimentos
1.5.1.- Antecedentes historicos

La irradiacion de alimentos se remonta al descubrimiento de los rayos X por Roentgen
(fisico aleman) en 1895, y de las sustancias radiactivas por Becquerel (premio nobel de
fisica) en 1896. Sin embargo, no fue hasta 1905 cuando Appleby y Banks usaron is6topos
radiactivos para irradiar alimentos y obtuvieron una patente britanica del proceso. Unos afios
mas tarde, en 1918, Gillett obtuvo una patente en Estados Unidos de la aplicacién de rayos
X en la preservacion de alimentos y en 1921 Schwartz usaba esta tecnologia para inactivar
triquina en la carne de cerdo. En 1930, Wist, ingeniero aleman, obtuvo una patente francesa
por el uso de los rayos X para inactivar bacterias en alimentos envasados (Farkas y Mohacsi-
Farkas, 2011; Ehlermann, 2016).

En la década de los 50s en Estados Unidos se desarroll6 el programa “Atoms for Peace”
en el cual se promovio el uso no militar de la tecnologia atdmica a escala internacional, lo
que incluia la investigacion en el area de irradiacion de alimentos (Zachmann, 2011). Esta
iniciativa impuls6 que muchos gobiernos establecieran programas similares. Asi, a mediados
y finales de esa década, estaban en marcha programas nacionales de investigacion sobre la
irradiacion de alimentos en Bélgica, Canada, Francia, la Republica Federal de Alemania, los
Paises Bajos, Polonia, la Union Soviética y el Reino Unido. La irradiacion de alimentos
seguia siendo un tema limitado al ambito académico hasta que en 1958 se realizé la primera
irradiacion comercial de especias mediante electrones acelerados en Alemania (Farkas y
Mohécsi-Farkas, 2011; Ehlermann, 2016; Premi y Khan, 2018; Ravindran y Jaiswal, 2019).

El constante desarrollo de esta tecnologia generd una preocupacion sobre la seguridad de
los alimentos irradiados. Para abordar este problema, entre 1970 y 1982 se desarrollaron
nUMerosos programas y proyectos de investigacion internacionales apoyados por
organismos especializados como la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura
y la Alimentacion (FAO), el Organismo Internacional de Energia Atémica (OIEA) y la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS). La més amplia de esas cooperaciones
internacionales fue el Proyecto Internacional en el &mbito de la Irradiacion de Alimentos
(IFIP) denominado “proyecto Karlsruhe”, en el que participaron hasta 24 paises. El IFIP
abordo estudios de alimentacion animal, pruebas de deteccion y cambios quimicos en los
alimentos irradiados con una dosis de hasta 10 kGy. Los resultados obtenidos de estos
estudios fueron evaluados periddicamente (1964, 1969, 1976 y 1980) por el Comité Mixto
de FAO/OIEA/OMS de expertos en sanidad de los alimentos irradiados (JECFI). En la
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reunion de 1980, JECFI comunicé sus principales conclusiones las cuales incluian que la
irradiacion de cualquier producto alimenticio a una dosis de hasta 10 kGy no presenta ninguin
peligro toxicoldgico, y no presenta ningun problema nutricional o microbiolégico especifico
(Diehl, 2002; Farkas y Mohécsi-Farkas, 2011; Ravindran y Jaiswal, 2019).

En la década de los 90, en la Unidn Europea se publican las Directivas 1999/2/CE y
1999/3/CE, que recogian las conclusiones de JECFI de 1980 y que cubren los aspectos
generales, técnicos y de etiquetado de los alimentos irradiados ademas de establecer una lista
comunitaria de alimentos e ingredientes alimentarios autorizados para el tratamiento con
radiaciones ionizantes. Mas tarde, en 1997, un Grupo de Estudio FAO/OIEA/OMS sobre la
irradiacion de alimentos examind los resultados de estudios de seguridad realizados en
alimentos irradiados con dosis superiores a 10 kGy. Estos estudios utilizaron alimentos
irradiados a dosis tan altas como 70 kGy y demostraron que el tratamiento no producia
efectos adversos para la salud relacionados con su consumo. Por tanto, concluyeron que los
alimentos irradiados con cualquier dosis apropiada para lograr el objetivo tecnoldgico
previsto, son seguros para su consumo y nutricionalmente adecuados (Diehl, 2002; Premi y
Khan, 2018; Huang y col., 2019; Nishihira, 2020). En el 2003, el Codex Alimentarius (CAC,
2003) adopta esta recomendacion y permite superar el limite de 10 kGy como dosis maxima
en la irradiacion de alimentos, siempre que sea necesario para conseguir un proposito

tecnoldgico legitimo.

Han transcurrido 115 afios desde la primera vez que se documento la irradiacion de
alimentos con una larga historia de investigacion cientifica, siendo a la fecha una de las
tecnologias de procesamiento de alimentos mas investigadas y que esta aprobada como un
método seguro y eficaz de conservacion de los alimentos por la FAO, OMS, OIEA, la
agencia de Administracion de Medicamentos y Alimentos de Estados Unidos (FDA), el
Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA), la Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) y el Codex Alimentarius (Sommersy col., 2013; Ahny col.,
2017; Ravindran y Jaiswal, 2019; Castell-Pérez y Moreira, 2020; Nishihira, 2020).

Hoy en dia, la irradiacion de alimentos estd permitida para tratar una variedad de
alimentos en méas de 60 paises. Anualmente, se irradian aproximadamente 500 mil Tm de
alimentos en todo el mundo. La descontaminacion de las especias, hierbas y condimentos
sigue siendo una de las principales aplicaciones de la irradiacion. Sin embargo, en los
ultimos afios, el mercado de la carne fresca y procesada irradiada se ha establecido
firmemente en varios paises, entre ellos China y Estados Unidos (Breidbach y Ulberth, 2016;
Roberts, 2016; Carrefio, 2018; Premi y Khan, 2018).
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1.5.2.- Fundamentos de la radiacion ionizante

La radiacion electromagnética puede definirse como un proceso de emitir energia en
forma de ondas electromagnéticas o particulas. Esta energia se puede medir en
electronvoltios (eV) y sus propiedades se definen por su longitud de onda (distancia en
metros entre las crestas de dos ondas consecutivas) que a su vez guarda una relacién inversa
con su frecuencia (numero de veces que oscila una onda en un segundo expresado en Hz).
Es decir, cuanto mayor es la frecuencia de una onda electromagnética mayor es su energia
asociada y mas corta su longitud de onda (IAEA, 2002, 2015).

La radiacion no ionizante se refiere a la radiacion electromagnética con una energia
fotonica inferior a 10 eV, y corresponde a frecuencias inferiores a 3 x 10 Hz y a longitudes
de onda superiores a 100 nm (>10"" m) (Tahergorabi y col., 2014; ICNIRP, 2020).

Las radiaciones ionizantes en cambio son ondas electromagnéticas de muy alta frecuencia
(10'°-10%° Hz); se producen en el extremo de onda corta del espectro (108-102 m) y
presentan gran energia (10'-10° eV). Estas se denominan ionizantes porque cuando
interaccionan con la materia tienen suficiente energia (cinética o cuantica) para producir la
ionizacion de sus atomos y/o moléculas, es decir que es capaz de remover electrones de
atomos y moléculas, transformandolos en iones (Tahergorabi y col., 2014). Son ejemplos de
radiacion ionizante las particulas cargadas de alta energia como los electrones o los fotones
de alta energia como los rayos X y gamma. La gama de frecuencias de energia y sus

respectivas longitudes de onda se identifican en el espectro electromagnético en la Figura 5.

Food irradiation
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Figura 5. El espectro electromagneético y la irradiacion de alimentos (Tahergorabi y col.,
2014).
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La irradiacion de alimentos consiste precisamente en exponer los productos alimenticios
(envasados o a granel) a una cantidad controlada de radiacion ionizante (rayos X, gamma o
electrones acelerados) durante un tiempo predeterminado a fin de lograr un determinado
efecto. Estos tratamientos se aplican en el interior de instalaciones propias para este fin
(plantas de irradiacion), las cuales cumplen con una serie de regulaciones y estan disefiadas
de forma que eviten el escape de radiaciones. Este tratamiento no térmico no produce

radioactividad inducida en los alimentos a los niveles de energia permitidos (EFSA, 2011).

La cantidad de radiacion ionizante a la que ha estado expuesto un alimento se puede
determinar a través de la dosis absorbida. La dosis absorbida es una magnitud que se define
como la cantidad de energia de radiacion ionizante depositada por unidad de masa en un
material tratado. La unidad es el gray (Gy), donde 1 Gy equivale a la absorcion de 1 J/kg
(IAEA, 2015).

Para conocer la dosis absorbida en un alimento, se utilizan dosimetros. Un dosimetro es
un dispositivo pequefio, tipicamente muy delgado, de un material que se ve afectado por la
irradiacion de una manera consistente y medible por lo que su respuesta a la irradiacién es
reproducible bien definida y establecida, medible mediante espectrofotometros (Mehta y
O’Hara, 2006; IAEA, 2015).

Efecto Compton

Cuando se irradia un producto, se producen multiples interacciones que dan lugar a
particulas secundarias. Estas interacciones producen electrones secundarios o fotones de
menor energia los cuales producen a su vez mas interacciones, fendbmeno conocido como
efecto Compton o fenébmeno de retrodispersion. En el caso de los electrones acelerados,
cuando inciden sobre cualquier atomo son expulsados electrones secundarios que se
absorben maés eficientemente que los primarios debido a su menor energia, causando
excitacion y posterior ionizacion de los componentes de los alimentos. Asi, el efecto
Compton explicaria el incremento de la dosis absorbida hasta aproximadamente 2 cm de
profundidad bajo la superficie de un alimento irradiado con electrones acelerados (IAEA,
2002; Jaczynski y Park, 2003; Kim y col., 2007; Tahergorabi y col., 2012, 2014).

1.5.3.-Fuentes de irradiacion permitidas para su uso en alimentos

La norma general del Codex Alimentarius para alimentos irradiados identifica tres tipos

principales de fuentes de radiacion (CAC, 2003):
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- Los rayos gamma emitidos por radioisétopos °°Co, a unos niveles de energia de 1,17
y 1,33 MeV, y ¥’Cs, a energia maxima de 0,66 MeV.

- Los rayos X, generados al hacer incidir un haz de electrones a un nivel de energia
igual o inferior a 5 MeV sobre una placa metélica (de wolframio, oro o tungsteno).

- Los electrones acelerados, generados en un acelerador con una energia maxima de
10 MeV.

Con los niveles de energia indicados para estas tres fuentes no se induce radioactividad y

se consiguen efectos letales sobre los microrganismos (EFSA, 2011).

Los electrones acelerados y rayos X se generan por un dispositivo eléctrico capaz de
aumentar la energia cinética de los electrones y generar un haz de electrones acelerados. Por
tanto, el equipo se puede apagar cuando no se esta utilizando. La radiaciobn gamma utiliza
radioisotopos, no puede desconectarse y su funcionamiento es ininterrumpido, ademas se
debe tener un cuidado extremo para contener y eliminar los desechos nucleares (Satin, 2002;
IAEA, 2015; Pillai y Shayanfar, 2017).

En cuanto al rendimiento del proceso, los electrones acelerados son la fuente
energéticamente mas eficiente, ya que el haz de electrones producido se dirige de forma
controlada para su aplicacion directa a los productos. En cambio, los rayos X se generan
cuando un haz de electrones impacta un objeto metélico generando fotones que también se
pueden dirigir hacia los alimentos. Este proceso tiene un escaso rendimiento, ya que el nivel
de energia resultante es de aproximadamente el 10% de la potencia del rayo electrénico
incidente, y debido al elevado costo de este proceso, su utilizacién actualmente no resulta
rentable. Por otro lado, la fuente de radioisdtopos emite los rayos gamma en todas las
direcciones y solo una porcién de ellos incidira sobre los productos, desaprovechando la
mayor parte de los fotones. Ademas, para poder aprovechar los radioisétopos de forma plena,
deben reemplazarse cuando han alcanzado entre el 6-12% de su nivel inicial de energia, en
aproximadamente 5,3 (°°Co) y 31 (**'Cs) afios (Riganakos, 2010; EFSA, 2011; Tahergorabi
y col., 2014).

En cuanto a la profundidad de penetracion de la irradiacion, los electrones acelerados
presentan una escasa penetracion, generalmente no superior a 5 cm, siendo esta su mayor
limitacion. Para superar este inconveniente, los productos pueden irradiarse dispuestos en
finas capas o realizando un tratamiento bilateral mediante volteo. En el caso de los rayos X
y los rayos gamma, presentan una capacidad de penetracion hasta 10 veces superior a los
electrones acelerados, por tanto, la distribucién de la dosis es mas uniforme dentro del

producto tratado (Farkas, 2006; Corlis y col., 2008; Tahergorabi y col., 2014; IAEA, 2015).
63



Electrones acelerados

El tratamiento con electrones acelerados es conocido como “pasteurizacion electronica”
0 “pasteurizacion en frio”. Se considera como una tecnologia no térmica ampliamente
investigada y documentada que permite garantizar los estdndares de seguridad alimentaria
sin alterar significativamente las propiedades y caracteristicas fisicas y sensoriales de los
alimentos (Roberts, 2014; Clemmons y col., 2015; Li y Farid, 2016; Pillai y Shayanfar,
2017).

Los electrones acelerados se generan en un acelerador de electrones a partir de
electricidad comercial. Existen tres tipos de aceleradores de electrones comerciales: los
aceleradores de corriente continua (como el Dynamitron™), los aceleradores de
radiofrecuencia (como el Rhodotron) y los aceleradores lineales (como el LINAC). Hoy en
dia, el Rhodotron es uno de los dispositivos més utilizados pues es un acelerador de
recirculacién, operado en onda continua, de alta potencia, simple, compacto (3 m x 2,4 m de
didmetro x alto, respectivamente) y fiable (Cleland, 2013; Brown, 2015, Clemmons y col.,
2015; Pillai y Shayanfar, 2017). La figura 6 muestra un Rhodotron y un esquema del proceso

de aceleracidn de electrones en este equipo.

Figura 6. Acelerador de electrones de tipo Rhodotron de 10-MeV (Imagen transversal)
(izquierda) y esquema del proceso de aceleracion de electrones (derecha). Cafion de
electrones (E); Camara de vacio (C); Electroimanes deflectores (M). La flecha sefiala la
trayectoria que siguen los electrones tras ser producidos por el cafién y hasta salir de la
camara (Cleland, 2013).
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La parte interna del Rhodotron (Figura 6) presenta una camara coaxial aceleradora,
circular, en cuyo centro se encuentra el nicleo que genera un campo electromagnético (C).
Los electrones son generados desde el cafidén de electrones (E) y lanzados al interior de la
camara del acelerador, donde se acoplan con el campo electromagnético. Al ser atraidos por
el ndcleo, el haz de electrones atraviesa la camara dirigiendose a un electroiman deflector
(M) cuyo propdsito es desviar la trayectoria de este haz al punto diametralmente opuesto
pasando, de nuevo, por el centro de la camara, repitiéndose el ciclo a través de todos los 9
electroimanes deflectores ubicados alrededor de la cavidad. Asi, los electrones recorreran
una trayectoria en forma de una flor de margarita, y a la que debe su nombre “Rhodos” en
griego que significa flor. Cada vez que los electrones pasen por el centro de la camara son
acelerados y ganan 1 MeV de energia, por lo que tras 10 cruzamientos sucesivos los
electrones alcanzan una aceleracion cercana a la velocidad de la luz y poseen una energia de
10 MeV. Finalmente, los electrones salen de la camara y pasan a un Gltimo electroiman que
desvia su trayectoria 90° son dispersados en un cono de barrido para crear un haz de
electrones que directamente incide en el producto a tratar (Cleland, 2006; Clemmons y col.,
2015; Brown, 2015; Miller, 2018). Por su parte, estos alimentos son transportados hacia el
haz mediante unas cintas o bandas transportadoras. Un esquema de la planta de irradiacion

se observa en la Figura 7.

Figura 7. Planta de irradiacion con electrones acelerados. La flecha indica un acelerador de
tipo Rhodotron. A la izquierda se muestra amplificada la imagen de los productos
transportados automaticamente hacia el haz de electrones para ser irradiados
(https://www.iba-industrial.com).
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La eficacia de los electrones acelerados para la disminucion o eliminacion de
microorganismos patdgenos Yy alterantes ha sido ampliamente demostrada en numerosos
alimentos como lonchas de pavo ahumado, mortadela, salchichas, carne de cerdo cocida y
jamon de pavo (Foong et al, 2004; Kudra et al, 2012), lomo de cerdo y vacuno (Garcia-
Marquez y col., 2012ab; Yimy col., 2016), carne de pato (An, y col., 2018; Any col., 2017),
embutidos fermentados (Cabezay col., 2009) y lonchas de jamén cocido y curado (Benedito
y col., 2011; Cabeza y col., 2007; Cabeza y col., 2010; Cambero y col., 2012; Hoz y col.,
2008), entre otros.

1.5.4.- Efecto de las radiaciones ionizantes en los microorganismos

La radiacion ionizante inhibe el crecimiento microbiano a través del dafio directo o
indirecto de sus estructuras (descomposicion de la membrana, cambios en la conformacion
del ADN, agregacion de proteinas, etc.) o de los mecanismos fisiolégicos (fugas en la

membrana, pérdida de enzimas clave, etc.) (Pillai y Shayanfar, 2015, 2017).

El efecto directo se debe a la interaccion de la energia con macromoléculas vitales como
el ADN y el ARN, resultando en la destruccion de enlaces quimicos y moleculares, y
desnaturalizacion de enzimas y proteinas de membrana. Esto hace que las células no puedan
realizar actividades fisiologicas normales y pierdan la funcién de replicacién cromosémica,
por la ruptura de la doble hélice del material genético, lo que deriva en muerte celular. Estos
efectos seran més pronunciados conforme aumente la dosis de irradiacion (Tahergorabi y
col., 2014; Pillai y Shayanfar, 2017). En una célula, la Gnica actividad biol6gica que persiste

tras la radiacion se atribuye a proteinas que escaparon a este dafio directo (Kempner, 2001).

Los efectos indirectos se deben a la interaccion con una molécula adyacente,
generalmente el agua, liberdndose radicales que también actGan a nivel del material genético.
Estos radicales son extremadamente reactivos y se estabilizan mediante la combinacion con
otros compuestos. Si estos agentes se generan en el citoplasma de una célula microbiana,
ocasionaran dafos en diversas estructuras y sistemas enzimaticos y, finalmente, en el ADN
(EFSA, 2011; Tahergorabi y col., 2014).

1.5.4.1.- Sensibilidad de microorganismos a las radiaciones ionizantes

Los microorganismos poseen una resistencia a la irradiacion que depende de varios
factores y que se refleja en sus respectivos valores D. El valor D es la dosis necesaria para
lograr una reduccion del 90% en la poblacion microbiana, es decir, una disminucion de 1

unidad logaritmica.
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La radioresistencia depende, en primer lugar, del tipo de microorganismo en cuestion. En
general, se puede decir que las formas de vida mas complejas tienen mayor sensibilidad a la
irradiacion. Asi, los virus son mas resistentes que las bacterias esporuladas y éstas, a su vez,
presentan mayor resistencia que las bacterias vegetativas, las levaduras y los mohos, siendo
éstos ultimos los més sensibles (EFSA, 2011; Ahny col., 2018).

Se han aislado bacterias extremadamente resistentes a la radiacion, principalmente
Deinococos spp. Estos microorganismos no son patdgenos, son sensibles al calor y no alteran
los alimentos. La supervivencia de estas bacterias estad determinada por su capacidad Unica
de reparar dafios importantes del ADN y su habilidad para eliminar las especies reactivas de
oxigeno (EFSA, 2011; Slade y Radman, 2011).

En cuanto al estado fisiologico de las bacterias, las células en fase exponencial son mas
sensibles a la irradiacion que las células en fase de latencia o en fase estacionaria. Mas
importante aun, las bacterias que han sido sometidas a algun tipo de estrés ambiental (como
osmético, acido o inanicion) muestran una mayor resistencia. Asi, L. monocytogenes
muestra valores D de 0,35, 0,42 y 0,66 kGy en carne de cerdo, dependiendo de si se encuentra
en fase exponencial, estacionaria y si ha sido sometida a deficiencia nutricional,

respectivamente (Mendonca y col., 2004).

La sensibilidad también depende del ndmero de microorganismos presentes en el
alimento a tratar; a mayor concentracion microbiana, menor eficacia del tratamiento (EFSA,
2011; Ahny col., 2018).

Asimismo, la eficacia del tratamiento puede variar en funcion de la cantidad de agua del
producto, ya que repercute directamente en la formacion de radicales libres. También influye
la cantidad de proteinas, antioxidantes y vitamina E en la matriz del producto, ya que estos
componentes se unen a los radicales libres disminuyendo la eficacia del tratamiento. Otro
factor es el estado fisico del alimento, es decir si esta fresco, refrigerado o congelado, ya que
el valor D aumenta conforme disminuye la temperatura. La eficacia del tratamiento también
sera mayor cuando el producto este envasado a vacio (Tahergorabi y col., 2014; Clemmons
y col., 2015; Pillai y Shayanfar, 2015; Ahn y col., 2018).

1.5.5.- Efecto de las radiaciones ionizantes en los alimentos

El efecto de las radiaciones ionizantes en los componentes de los alimentos depende de
la dosis aplicada y se debe, al igual que ocurre en los microorganismos, por una parte a una
accion directa sobre los componentes que implica una ionizacion primaria aleatoria que da
lugar, en Gltima instancia, a la ruptura de sus enlaces quimicos. Por otra parte, la radiacion
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interacciona con el agua (efecto indirecto), formandose radicales libres, que son los que
desencadenan numerosos cambios bioquimicos en los componentes (Kempner, 2001; Fan,
2013; Baccaro y col., 2018). Por ello, el contenido de agua del alimento determinara el grado

de modificacién producido por la irradiacion.
Efecto de la irradiacion sobre los carbohidratos

La irradiacion podria ocasionar una ligera degradacion de carbohidratos complejos en
azucares mas simples, mientras que los monosacaridos pueden sufrir procesos de oxidacion.
Sin embargo, es especialmente susceptible el material fibroso de la pared celular de algunos
vegetales, especialmente frutas, constituido por polisacaridos, en particular celulosa,
almidon y pectina, lo que provoca un deterioro de las propiedades estructurales afectando la
textura y viscosidad, limitando la dosis de irradiacion que pueden tolerar (Miller, 2005; Fan,
2013).

Efecto de la irradiacion sobre los lipidos

Los lipidos son los componentes de los alimentos méas sensibles a la irradiacion. En
ausencia de oxigeno, la irradiacion puede degradar los &cidos grasos en CO2, H, CO,
hidrocarburos (alcanos y alquenos) y aldehidos. Sin embargo, en presencia de oxigeno, la
irradiacion puede inducir la oxidacion de los acidos grasos con formacién de hidroperoxidos,
especialmente a dosis >10 kGy. Aunque no son perjudiciales, estas sustancias suelen tener
olores y sabores indeseables (rancidez), lo que provoca una pérdida de la calidad del
producto (Fan, 2013).

Efecto de la irradiacion sobre las proteinas

Desde el punto de vista nutricional, las proteinas son resistentes a la irradiacion, con poco
efecto sobre la digestibilidad y la composicion de los aminoacidos, por lo que la carne y
productos carnicos son buenos candidatos para la irradiacion. Los aminoacidos por si
mismos (aminoacidos libres) son relativamente sensibles al ataque de los radicales libres.
Las dosis < 10 kGy causan principalmente una pequefia ruptura de las proteinas en
fragmentos de bajo peso molecular y aminoacidos. En menor medida, puede tener lugar la
desaminacion, descarboxilacion, reduccion de la union de disulfuro, oxidacion de los grupos
sulfhidrilos y agregacion de la cadena peptidica. Sin embargo, en dosis elevadas, la
irradiacion puede dar lugar a la desnaturalizacion de la proteina. Los compuestos que
contienen azufre como los amino&cidos libres (metionina y cisteina), péptidos (glutation y

cistina), proteinas u otros (tiamina, coenzima A), son mas sensible a la irradiacion,
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generando compuestos volatiles sulfurados. Estos compuestos volatiles estan relacionados

al mal olor o sabor en los alimentos irradiados (Miller, 2005; Fan, 2013; Prakash, 2020).
Efecto de la irradiacion sobre vitaminas y antioxidantes

Los radicales libres radioinducidos pueden afectar los antioxidantes naturales y algunas
vitaminas de los alimentos, en especial a altas dosis (Park y col., 2012; Yun y col., 2012;
Feliciano y col., 2014). La tiamina (B1) es motivo de preocupacion debido a su sensibilidad
relativamente alta a los efectos de la radiacion. La irradiacion puede convertir parte del acido
ascorbico en &cido dehidroascérbico; Sin embargo, el deshidroascérbico también posee
actividad de vitamina C, aungue carece de propiedades antioxidantes. En cambio, niacina,
piridoxina, riboflavina, acido félico y cobalamina son relativamente resistentes a estos
efectos (Miller, 2005). Entre las vitaminas liposolubles, sélo las vitaminas A y E evidencian
sensibilidad a la radiacion. Ademas, los radicales libres generados por la irradiacion pueden
agotar los antioxidantes naturales presentes en algunos alimentos, como carnosina y
carotenoides (Galan y col., 2011; Woodside, 2015).

1.5.6.- Objetivos tecnoldgicos de la irradiacion de alimentos

Los beneficios de esta tecnologia dependeran de la dosis utilizada, la cual esta estrechamente
relacionada con el efecto que se pretende conseguir. Algunos ejemplos se muestran en la
Tabla 3, elaborada a partir de lo descrito por Roberts (2014) e IAEA (2015). Las aplicaciones
de hasta 1 kGy, entre 1y 10 kGy, y superiores a 10 kGy se conocen como irradiacion a dosis

bajas, dosis medias y dosis altas, respectivamente (EFSA, 2011).

Tabla 3. Efectos de la irradiacion diferentes dosis (KGy).

Dosis Objetivo tecnoldgico Ejemplos de alimentos
Inhibir la germinacién Patatas, ajos, cebollas
011 Retrasar |la maduracion. Bananas, papayas
" Control de insectos. Alimentos frescos y deshidratados
Inactivacidn de parasitos. Vegetales (protozoos), Cerdo (Trichinella )
110 Prolongacién de la vida dtil. Fresas, champifiones, pescados deshidratados
- Eliminacién de patégenos no esporulados. Mariscos, carnes frescas y especias
>10 Reducirlos patdgenos al punto de esterilidad. Especias, dietas especiales
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1.5.7.- Ventajas e inconvenientes de la irradiacion de alimentos
Ventajas

La irradiacién de alimentos presenta una serie de ventajas frente a otras tecnologias
empleadas para la conservacion de alimentos los cuales han sido recogidos por numerosos
autores (Miller, 2005; Fan, 2013; Lee y col., 2013; Sommers y col., 2013; Roberts, 2014;

Pillai y Shayanfar, 2017; Prakash, 2020), las principales se muestran a continuacion:

o Altamente eficiente: inactiva un amplio espectro de plagas y microorganismos (en

las dosis permitidas reduce practicamente todos los patégenos comunes transmitidos por los

alimentos).
o Es seguro: esta demostrado que no produce problemas de salud en el consumidor.
o Es un proceso en frio: lo que resulta ventajoso para cualquier alimento, pero

especialmente para los alimentos que se comercializan crudos y RTE.

o El tratamiento de los productos en su envase final: evitando la posibilidad de volver
a contaminarse ademas de poderse distribuir inmediatamente tras el tratamiento.

o Conserva la calidad nutricional: a dosis < 10 kGy las perdidas parciales de nutrientes
son menores o al menos iguales a las producidas por otros métodos de conservacion que se
aplican de forma habitual como el cocinado, pasteurizacion, etc.

o No desarrolla compuestos toxicos: como compuestos aromaticos y heterociclicos.
Tampoco induce la formacion de grasas trans incluso a dosis de hasta 100 kGy.

o Puede reducir o eliminar algunos componentes toxicos: como micotoxinas, furanos,
acrilamidas, compuestos antinutricionales, nitrosaminas, aminas biogénicas, acido fitico,
entre otros; aungque muchos de estos efectos se han conseguido tras la aplicacion de dosis
altas (> 5 kGy).

o Es amigable con el medio ambiente: no afecta la capa de 0zono, no genera residuos
quimicos, su huella de carbono es similar a la de otras tecnologias de higienizacion de
alimentos, es una alternativa fisica al uso de quimicos con fines de conservaciéon e
higienizacion de alimentos, previene decomisos y destruccién masiva de alimentos

contaminados lo que ademas facilita el comercio.
Inconvenientes

o Efecto sobre las propiedades sensoriales: es uno de los mayores problemas que
acarrea la irradiacion de los alimentos, ya que puede inducir cambios del color caracteristico

de los alimentos tratados, generar compuestos volatiles de olor desagradable o alterar
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negativamente otras caracteristicas sensoriales (Ahn y col., 2018; Ravindran y Jaiswal,
2019).

o Generacion de compuestos tras la irradiacion: una preocupacion de los consumidores
es la presencia en ciertos alimentos de algunos compuestos radioinducidos como las 2-
alquilciclobutanonas (2-ACB), procedente de acidos grasos, formaldehido y acetaldehido,
procedente de azucares, y los procedentes de aminoacidos como el benceno y tolueno. Sin
embargo, ninguno de estos compuestos ha mostrado estar inducido por este tratamiento en
cantidades suficientes como para afectar la salud del consumidor (Sommers y col., 2013;
Song y col., 2014; Barbezan y col., 2017; Ahny col., 2018).

o La reglamentacion: puede ser una gran limitante de su uso, ya que cada nuevo
producto que se requiera irradiar necesita de una aprobacion especifica en cada pais.

o Algunas desventajas logisticas para los productores: como las pocas plantas de
irradiacion autorizadas, la necesidad de tratar un volumen adecuado del producto minimizar
el costo unitario del tratamiento, ademas su aplicacion conlleva a un costo adicional
relacionada al manejo y transporte, entre otros (Ravindran y Jaiswal, 2019; Prakash, 2020).
o La desinformacion del consumidor sobre esta tecnologia: una de las grandes
desventajas es la falta de comprensién y la connotacion negativa del término "radiacion™ y
asociado con “radiactividad” por parte de los consumidores. Esto a su vez ocasiona un temor
por parte de los productores y distribuidores. Ademas, el requisito de etiquetado se percibe
como una advertencia mas que como simple informacién. No obstate, este rechazo cambia
favorablemente cuando se brinda informacion adecuada acerca del tratamiento (Fox y col.,
2002; Farkas y Mohacsi-Farkas, 2011).

1.5.8.- Regulacion de la irradiacion de alimentos

La Norma General del Codex para alimentos irradiados del 2003 (CAC, 2003) define las
fuentes de radiacion que puede ser utilizadas y elabora practicas generales de higiene, control
de procesos y requisitos tecnoldgicos para este tratamiento. En esta norma se establece que
la dosis minima absorbida debe ser suficiente para alcanzar el objetivo tecnologico que se
pretenda y las maximas no deben superar a aquella que ponga en peligro la seguridad del
consumidor y del medio ambiente o que afecten negativamente la integridad estructural y
sensorial de los alimentos. Ademas, sefiala que la dosis maxima absorbida por los alimentos

puede exceder los 10 kGy cuando sea necesario para conseguir un objetivo tecnologico.

El marco regulador de la Unidn Europea relativo a la irradiacion de los alimentos consta
de la Directiva 1999/2/CE (Directiva marco) y la Directiva 1999/3/CE (Directiva de
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ejecucion) (Unién Europea, 1999ab). La directiva marco establece las legislaciones,
disposiciones especificas para la elaboracion, comercializacién e importacion de alimentos
e ingredientes alimentarios tratados. Ademas, sefiala que “La irradiacion de alimentos sélo
podra autorizarse si existe una necesidad tecnoldgica razonable, si no presenta ningln
peligro para la salud y se lleva a cabo en las condiciones propuestas, si redunda en beneficio
del consumidor y si no se utiliza como sustituto de las précticas higiénicas y sanitarias o de

las buenas practicas de fabricacion o agricolas”.

La directiva de ejecucion establece una lista comunitaria de alimentos que pueden ser
tratados con radiaciones ionizantes (EFSA, 2011). Esta lista consta, hasta ahora, de una Gnica
categoria de alimentos: hierbas aromaticas secas, especias y condimentos vegetales
(Carrefio, 2018; Comision Europea, 2019). Por tanto, bajo esta directiva, en Espafia pueden
irradiarse todos los productos de esta categoria. Sin embargo, cada pais miembro puede
autorizar la irradiacion de otros alimentos y siempre que cuenten con la opinion favorable
del Comité Cientifico de la Alimentacién Humana. Solo seis paises han autorizado otros
alimentos (Tabla 4) para ser irradiados a nivel nacional (Comision Europea, 2019).

Tabla 4. Lista de los alimentos o ingredientes alimentarios con autorizaciones nacionales
para su irradiacion: Pais y dosis méxima de tratamiento (kGy).

Producios Dosis total maxima autorizada de radiacion absorbida (KGy)
Bélgica Chequia Francia Italia Paises Bajos| Polonia [Reino Unido

Hierbas aromaticas congeladas 10 10 10
Patata 0,15 02 0,15 01 02
Name 0,2 0,2
Cebolla 0,15 02 0,075 0,15 0,06 02
Ajo 0,15 02 0,075 0,15 0,15 02
Chalote 0,15 0,2 0,075 0,2
Hortalizas, incluidas las legumbres 1 1 1
Legumbres 1 1
Frutas (incluye hongos, tomate y ruibarbo) 2 2 2
Fresas 2 2
Hortalizas secas y frutas pasas 1 1 1 1
Cereales 1 1 1
Frutas pasas 1
Copos y ge,rmenes de cereales para 10 10 10
productos lacteos
Copos de cereales 1 1
Harina de arroz 4 4 4
Goma arabiga 3 3 3 3
Carne de pollo 7 7
Aves de corral 5 5 5
Volateria (aves domésticas, gansos, patos, 7 7 7
pintadas, palomas, codornices y pavos)
Carne de aves de corral recuperada 5 5 5
mecénicamente
Menudillos de aves de corral 5 5 5
Ancas de rana congeladas 5 5 5 5
Sangre, plasma y coagulados
deshidratados 10 10 10
Pescados y mariscos (incluidos anguilas, 3 3 3
crustaceos y moluscos)
Gambas congeladas (peladas o

. 5 5 5
decapitadas)
Gambas 3
Clara de huevo 3 3 3 3
Caseina y caseinatos 6 6 6

Fuente: Union Europea (2009)
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Actualmente en la Unidn Europea solo puede aplicarse el tratamiento de irradiacion en
alguna de las 24 instalaciones autorizadas ubicadas en 14 Estados miembros, incluido
Espafia (Comision Europea, 2019). Los principales alimentos irradiados son las ancas de
rana (57%) y las hierbas aromaticas secas, especias y condimentos vegetales (21%). En
Tabla 5 se da una relacion de los productos alimenticios y las cantidades irradiadas en

diferentes paises de la Union Europea en los Gltimos afos.

Tabla 5. Productos alimenticios tratados con radiaciones ionizantes durante el periodo 2016-
2017 en la UE: Estado miembro, cantidad tratada (Tm) y dosis absorbida (kGy).

Pais Cantidad (Tm) Productos alimenticios Dosis absorbida (kGy)
Sangre, plasma y coagulados deshidratados 5,03-6,6
Bélgica 6 949,30 Ancas de rana congeladas 4,5-54
Aves de corral 3,7-4,1
Hierbas aromaticas secas, especias y 9.15
i . condimentos vegetales
Paises Bajos 1333,10 v
Hortalizas y frutas secas 2-15
Espafia 746,60 Hierbas aromatlcas secas, especias y 8496
condimentos vegetales
Ancas de rana congeladas 1-10
Hierbas aromaticas secas, especias y 510
) condimentos vegetales
Francia 724,10
Hortalizas y frutas secas 1-10
Goma arabiga 1-10
Hungria 155,50 Hierbas aron_1at|cas secas, especias y 910
condimentos vegetales
Estonia 86,60 Hierbas aron_watlcas secas, especias y 10
condimentos vegetales
Alemania 76,20 Hierbas aromatlcas secas, especias y 4931
condimentos vegetales
Polonia 62,27 Hierbas aron_1at|ca5 secas, especias y 510
condimentos vegetales
Chequia 44,00 Hierbas aromatlcas secas, especias y 493
condimentos vegetales
Croacia 33,80 Hierbas arorr_1at|cas secas, especias y 10
condimentos vegetales
Noruega 15,23 Hierbas arométicas secas, especias y 10

condimentos vegetales

Fuente: Comision Europea (2019)

A nivel internacional, pocos paises tienen un reglamento que permita la irradiacion de

cualquier alimento sujeto Gnicamente al cumplimiento de la norma del Codex, como, por

73



ejemplo, Brasil y Singapur. La mayoria de los paises siguen optando por aprobar caso por
caso la irradiacion de un alimento o un tipo de alimentos especificos; es el caso de Estados
Unidos, Canadé, Australia, etc. (Roberts 2016).

En Estados Unidos, se pueden irradiar a dosis inferiores a 10 kGy frutas y verduras
frescas, semillas para germinar, carne (vaca, oveja, cerdo, cabray aves), huevos, mariscos y
harina de trigo, ademas de vegetales deshidratados, hierbas y especias (30 kGy) y carne para
los programas de vuelos espaciales de la NASA (44 kGy) (Pillai y Shayanfar, 2017; USDA-
FDA, 2018). China irradia el mayor volumen de alimentos a nivel mundial; las patas de
pollos constituyen el principal producto irradiado, estando permitido el tratamiento de una
gran variedad de alimentos, al igual que en la India; mientras que en Japon solo se permite
aplicar este tratamiento a la patata. Incluso Vietnam, Singapur, Bangladesh y Tailandia
gozan de los beneficios de esta tecnologia, albergando un creciente mercado de productos
irradiados, muchos de ellos destinados a la exportacion (Prakash, 2016; Pillai y Shayanfar,
2017; Ravindran y Jaiswal, 2019; Nishihira, 2020).

Etiquetado de los alimentos irradiados

En el marco de sus reglamentos, la mayoria de los paises adoptan la Norma General del
Codex sobre el Etiquetado de los Alimentos Preenvasados (CAC, 2010). En esta norma se
recomienda el alimento irradiado debe llevar una declaracién por escrito en estrecha
proximidad a la del nombre del producto indicando dicho tratamiento. El uso del simbolo
internacional de irradiacion de alimentos, la Radura (Figura 8), es opcional, pero cuando se
use debe estar cerca del nombre del producto. Sin embargo, la interpretacion y aplicacion de
las disposiciones de etiquetado es variable dependiendo del pais.

oy
¢\
N

Figura 8. Simbolo de Radura que indica que un producto alimenticio ha sido irradiado

La Union Europea (Comisién Europea, 2011), Singapur (Republica de Singapur, 2020),
Australia y Nueva Zelanda (ANZFSC, 2016), basandose en el derecho del consumidor de

tener toda la informacion disponible disponen que cuando un alimento recibe tratamiento de
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irradiacion en su totalidad, se debe indicar en el etiquetado, al igual que si este constituye un
ingrediente de otro alimento, la misma indicacion debe acompafiar a su mencion en la lista
de ingredientes. En la Unién Europea se debe hacer mencién en el etiquetado de producto
“irradiado” o “tratado con radiacién ionizante” (Comision Europea, 2011). Sin embargo, en
la practica, esto aparentemente no se cumple; en la Union Europea se irradian anualmente
miles de Tm de especias, sin embargo, en el etiquetado de los productos en expendio rara
vez figura algun ingrediente como irradiado (Roberts, 2016).

En Estados Unidos, en el caso de los alimentos enteros, debe figurar en la etiqueta la frase
"tratado con radiacion” o "tratado por irradiacion” y, ademas, el simbolo de Radura. Sin
embargo, si un alimento irradiado se convierte en un ingrediente de un alimento no irradiado,
no se requiere un etiquetado especial en los envases de venta al por menor (USDA-FDA,
2018). En Malasia (MOHM, 2011) y Canada (CFIA, 2019) no se requiere el etiquetado si el
ingrediente irradiado se encuentra en un porcentaje inferior al 5% y 10% en peso del
alimento entero, respectivamente. En la India, el reglamento del etiquetado de los alimentos
irradiados (FSSAI, 2011) indica que estos deben llevar el logotipo (en verde) acompafiado
de informacion sobre la identificacion del producto, el propdsito de la irradiacion, la

instalacion donde se realizd y la fecha del tratamiento.

1.5.9.- Identificacion de alimentos irradiados

Actualmente, existen diez métodos europeos aprobados por Comité Europeo de
Normalizacion que permiten conocer si un alimento se ha irradiado, constituyendo una
herramienta esencial en el control del cumplimiento de la norma de etiquetado de alimentos
irradiados. Estos métodos han sido validados, aceptados y estandarizados a nivel mundial;
incluso la Comisién del Codex Alimentarius las ha recogido en su Norma General para
Alimentos Irradiados. Solo seis de ellos se consideran métodos de referencia para determinar
si un alimento ha sido irradiado. Los otros cuatro son métodos screening y presentan
limitaciones por lo que cualquier resultado positivo obtenido debe ser confirmado utilizando
un método de referencia. La eleccion del método mas adecuado dependera del tipo de
producto, de la composicion quimicay del estado fisico en el que se encuentre en el momento
de la irradiacion. Debido a la inmensa variabilidad y complejidad de los productos
alimenticios, ninguno de los métodos de deteccidn conocidos es adecuado para su aplicacion
en todo tipo de alimentos (Gryczka y col., 2018; Barreiray col., 2018; Zanardi y col., 2018).
Estos métodos se pueden agrupar en tres categorias (fisicos, quimicos o biolégicos) los

cuales se presentan a continuacion.
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Meétodos fisicos

Se basan en la identificacion de radicales estabilizados que han quedado atrapados en los
constituyentes de los alimentos irradiados mediante espectroscopia de resonancia
paramagnética electronica (RPE) y métodos que miden la luminiscencia. La metodologia
RPE se aplica con éxito para el control de alimentos irradiados que contengan tejidos
mineralizados como huesos, conchas, cuticulas, o cascaras de huevo (EN 1786: 2000).
También puede aplicarse en alimentos que contienen celulosa (EN 1787: 2001) y azucares
cristalizados (EN 13708: 2001).

Por otro lado, la luminiscencia es un método util para el control en varios tipos de
alimentos secos, ya que algunos minerales presentes en estos productos (silicatos) absorben
parte de la energia del tratamiento. Sin embargo, para liberar esta energia en forma de
luminiscencia se requiere aplicar calor durante el analisis, termoluminiscencia (EN
1788:2001) o luz infrarroja, luminiscencia fotoestimulada (EN 13751: 2009), siendo este

ultimo el unico método fisico de screening (Gryczka y col., 2018; Zanardi y col., 2018).
Métodos quimicos

Se basan en la identificacion de los productos resultantes de la radidlisis de lipidos, los
cuales ademas pueden deteriorar el sabor de los alimentos irradiados. Actualmente, existen
dos métodos de deteccidn quimica ampliamente aceptados y que son de referencia: el analisis
de hidrocarburos (EN 1784: 1996) y la deteccion de compuestos 2-alquilciclobutanona (2-
ACB) (EN 1785: 2003). En general, se recomienda la aplicacion de estos métodos cuando
el contenido de triglicéridos de los productos tratados (con dosis > 0,5 kGy) es superior al

1% (Bhattacharjee y col., 2003; Barreira y col., 2018).

En productos cérnicos irradiados, se han descrito numerosos hidrocarburos en como
posibles marcadores del tratamiento como n-heptadecano, dimetil disulfuro, 1,7-
hexadecadieno, 6,9-heptadecadieno, 1-tetradeceno, n-pentadecano, 1-hexadeceno, 8-
heptadeceno, etc. (Barba y col., 2012; Feng y Ahn, 2016; Barreiray col., 2018). Asimismo,
los 2-ACB se consideran compuestos quimicos formados especificamente por la irradiacion,
aunque aun existe controversia por un trabajo que lo detecto en anacardos no irradiados.
Estos compuestos se han identificado en una gran variedad de alimentos irradiados (carnes,
quesos, huevos, frutas, etc.), mostrando que sus concentraciones se incrementan conforme
incrementa la dosis de irradiacion e incluso tras varios meses de almacenamiento (Tsutsumi

y col., 2011; Crews y col., 2012; Barbezan y col., 2017; Campaniello y col., 2020).
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Metodos bioldgicos

Se consideran como métodos de screening. La prueba de cometa del ADN (EN 13784:
2001) se basa en identificar los cambios significativos que ocurren en el ADN de las células
irradiadas, principalmente la generacion de fragmentos en el ADN, que se observan como
un patrén de migracion de electroforesis especifico (Rodrigues y Venancio, 2018).

Asimismo, la cantidad final de células viables en los alimentos irradiados es
significativamente inferior a la de los alimentos no irradiados, lo cual puede servir de
indicativo de este tratamiento. Una de las metodologias usa la filtracién por fluorescencia
directa (DEFT, recuento total de microorganismos, viables y no viables) y el recuento de
recuento de microorganismos mesofilos aerébicos (APC, recuento solo de microorganismos
viables) (EN 13783: 2001). Otra se basa en los recuentos de bacterias Gram (-) viables
(BGN) y el ensayo en que se usa el reactivo de lisado de amebocitos del Limulus (LAL) (EN
14569:2004). LAL es un extracto de amebocitos (células sanguineas) procedente del
cangrejo Limulus polyphemus, que se usa para la deteccidn y cuantificacion de endotoxinas
bacterianas gramnegativas ya que al contacto con LAL lo enturbia y lo transforma en un
coagulo de gel sélido. En ambas pruebas, si el recuento de los microorganismos viables,
APC o GNB, es considerablemente menor que el recuento total (viables y no viables)
obtenido por DEFT o LAL, respectivamente, es indicativo de un alto nimero de células

muertas y, por tanto, de posible irradiacién (Rodrigues y Venancio, 2018).
Otras alternativas tecnoldgicas

Existen métodos biol6gicos alternativos que, aunque no son métodos estandares, han
mostrado cierta eficacia en la identificacion del tratamiento de irradiacion: la cuantificacion
de ADN dafiado mediante PCR tiempo real, la medicion del dafio del ADN mitocondrial
mediante electroforesis, la citometria de flujo para identificar cambios en el ADN, entre
otros. También existen otras técnicas que podrian ser aplicadas en esta vigilancia como la
espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectroscopia de infrarrojo
cercano (NIR) ademas del uso de la nariz electrénica y los biosensores. Estos se perfilan
como tecnologias prometedoras debido a su rapidez y, como en el caso de NIR, la utilidad
practica en las operaciones rutinarias a gran escala. Sin embargo, ain se requiere de sistemas
de procesamiento de datos y algoritmos que permitan el manejo automatizado. Otros
impedimentos son el coste y la necesidad de operadores cualificados, especialmente para el
uso del RMN (Rodrigues y Venancio, 2018; Zanardi y col., 2018).
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
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En la ultima década, la produccion y exportacion del jamén curado espafiol ha crecido
sostenidamente, exportandose miles de toneladas anuales a mas de 100 paises. Asi, en 2018,
Espafia exportd 52 mil toneladas de jamon curado, lo que supone un 20% de la produccion
total y la mayoria de ellos (el 77%) fueron comercializados como jamones deshuesados
(Rodriguez, 2018; Cruz, 2019; Mercasa, 2019).

El jamdn deshuesado presenta muchas ventajas comerciales; es un jamon curado que tiene
un menor tiempo de procesado, brinda una presentacion muy atractiva para los
consumidores, especialmente para aquellos que no estan acostumbrados a la presentacion
tradicional (con hueso y pezufia), se comercializa envasado a vacio y permite la obtencion
de otros formatos como el “centro”, “medios centros”, “bloques”, “trozos” y sobre todo,
facilita la obtencidn de lonchas, que es un formato altamente demandado por el consumidor
(Cillay col., 2006; Zhang y col., 2019; Estévez y col., 2015; Rodriguez, 2018). Sin embargo,
las condiciones higiénicas en las que se realiza el deshuesado requieren una atencion especial
ya que esta operacion unitaria conlleva indefectiblemente una manipulacion adicional,
indispensable para la eliminacion del hueso, lo que incrementa el riesgo de contaminacion

con microorganismos patogenos entre los que se encuentra Listeria monocytogenes.

Es un hecho conocido que las condiciones fisico-quimicas, principalmente la baja
actividad de agua (< 0,92) imperantes en un jamén curado convencional, restringen de forma
notable el desarrollo de este microorganismo y que incluso el mismo procesamiento puede
ocasionar su destruccion (Reynolds y col., 2001; Portocarrero y col., 2002; Stollewerk y col.,
2014; Montiel y col., 2020; Serra-Castellé y col., 2020).

Sin embargo, durante el deshuesado, el jamén entra en contacto con maquinas
deshuesadoras o cuchillos especiales utilizados a tal fin, asi como con superficies
potencialmente contaminadas o incluso con operarios, a partir de los cuales se puede
contaminar el producto con este patdgeno (Martin y col., 2014; Morganti y col., 2016; Alia
y col., 2020, D’Arrigo y col., 2020). De hecho, en diferentes trabajos sobre incidencia de L.
monocytogenes en jamon curado, se ha detectado en 2,3% de productos portugueses
loncheados (Mena y col., 2004), 2,7% de productos esparfioles loncheados (Gomez y col.
2015) y entre 2 y 4,1% de jamones de Parma y San Daniele (Giovannini y col., 2007;
Prencipe y col., 2012), aunque los recuentos fueron siempre inferiores a 100 UFC/g de L.

monocytogenes.

Listeria monocytogenes es una bacteria ubicua que se encuentra ampliamente distribuida

en la naturaleza y, por tanto, siempre estd presente en la industria alimentaria, llegando a
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formar biofilms, en zonas reconditas de equipos e instalaciones industriales, de muy dificil
eliminacion, por lo que es frecuente la contaminacion de un alimento con este
microorganismo durante su preparacion. Ademas, las listerias pueden pasar de unos
alimentos a otros mediante contaminacion cruzada, lo que alcanza gran importancia en
aquellos productos que no requieren tratamiento previo a su consumo. De hecho, se ha
descrito por muchos autores que el microorganismo de mayor importancia en los productos

RTE es L. monocytogenes por su condicion psicrotrofa.

El consumo de alimentos contaminados con L. monocytogenes representa un peligro para
la salud, ya que es el agente causal de la listeriosis, una enfermedad que afecta
principalmente a grupos poblacionales vulnerables (inmunodeprimidos, ancianos, mujeres
embarazadas, neonatos y lactantes). Aunque causa un numero relativamente bajo de casos,
de 0,1 a 10 por cada millon de habitantes al afio (WHO, 2018a), clinicamente se consideran
graves, ya que mas del 90% de ellos resultan en hospitalizaciones con una tasa de letalidad
del 20 al 30% (Goulet y col., 2012; Hunt y col., 2018). A modo de ejemplo, en Espafia hubo
recientemente un brote durante los meses de verano del afio 2019, que se registraron 222
casos, con 6 abortos y 3 fallecidos (WHO, 2019).

Por todo ello, las pérdidas econdmicas anuales en el sector carnico son considerables,
alcanzando cifras de hasta miles de millones de ddlares al afio, dependiendo del pais (Ivanek
y col., 2005; Thomas y col., 2015; Olanya y col., 2019).

Los organismos internacionales encargados de velar por la Salud Publica han establecido
normas estrictas para el control de Listeria en los alimentos. Asi, para los estados miembros
de la Union Europea, el Reglamento (CE) No 1441/2007 establece un maximo de 100 UFC/g
de L. monocytogenes en el momento del consumo de alimentos como el jamdn curado (aw <
0,92), que en la préactica equivale a un Objetivo de Seguridad Alimentaria (Food Safety
Obijective, FSO) < 100 UFC/g (2 log UFC). En cambio, en Estados Unidos (FSIS, 2015) se
aplica la politica de “tolerancia cero” (ausencia en 25 g) para todo tipo de alimentos,
incluidos aquellos que no favorecen el crecimiento de dicho microorganismo, lo que resulta
en un FSO < 4 UFC/100 g (-1.39 log UFC). En consecuencia, la presencia de tan solo una
célula de listeria en el jamon curado, representa un obstaculo para su exportacion a paises
en los que el criterio microbioldgico establecido es de ausencia en 25 g, ya que supondria la
retirada inmediata del producto. Asi, en 2011 se decomisaron en Estados Unidos mas de 2,5
toneladas de jamén curado deshuesado de origen espafiol (USDA/FSIS, 2011) debido a la

posible presencia de este microorganismo.
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Las circunstancias expuestas anteriormente de forma muy resumida permiten deducir la
necesidad de higienizar el jamon curado deshuesado, siendo el objetivo prioritario la
eliminacion de L. monocytogenes. Debido a las caracteristicas del producto, no se puede
aplicar un tratamiento térmico por el riesgo de pérdida de la calidad sensorial. Entre las
posibles alternativas no térmicas, cabe mencionar las altas presiones hidrostaticas o la
irradiacion, cuya eficacia en el control de este microorganismo en numerosos productos
alimenticios, sin cambios sustanciales en sus propiedades sensoriales, ha sido ampliamente

demostrada.

En este trabajo se propone la irradiacion con electrones acelerados como una buena
estrategia para la higienizacion del jamén curado deshuesado manteniendo, a su vez, las

propiedades originales del producto.

De las diferentes fuentes de irradiacion permitidas para su uso en alimentos, los electrones
acelerados posiblemente constituyen la forma de irradiacion méas adecuada, debido a que
presenta ciertas ventajas. Para su obtencion no se emplean is6topos radioactivos, se generan
Unicamente con electricidad y se pueden activar y detener a voluntad, por lo que son
energéticamente muy eficientes. Sin embargo, presentan como inconveniente una muy
limitada capacidad penetracion en los alimentos, que varia en funcién de diversos factores,
como el grosor y composicion de la matriz alimentaria (Riganakos, 2010; EFSA, 2011,
Tahergorabi y col., 2014). Este problema se solventa tratando el producto distribuido en

envases con un espesor maximo de 3-4 cm.

Por lo anteriormente descrito, se deduce el interés cientifico y tecnoldgico de establecer
las condiciones més adecuadas de un tratamiento de irradiacion con electrones acelerados
para el control de Listeria monocytogenes en el jamon curado deshuesado, teniendo en
cuenta la limitacion que supone su grosor y el indudable interés que tiene el mantenimiento
de sus propiedades sensoriales. Ademas, se ha realizado un estudio de los compuestos
volatiles generados durante el tratamiento en un intento de detectar posibles marcadores del

tratamiento.

Este trabajo se ha hecho extensivo al estudio de la higienizacion de jamoén curado
reestructurado, sin duda con un gran futuro como alternativa al jamén curado deshuesado.
La reestructuracion de perniles deshuesados en fresco presenta grandes ventajas frente al
deshuesado convencional del jamén ya que se evitan las pérdidas que conlleva el deshuesado
del producto al final del procesado, brinda una conformacion de pieza entera que no requiere

modificaciones relevantes, implica un menor tiempo de procesamiento, se mejora por tanto
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el rendimiento y se minimizan las pérdidas econdémicas. El uso de agentes de ligazon
aplicados directamente en el pernil fresco ha demostrado ser un método muy util para la
obtencion de estos productos reestructurados ya que sus proteinas establecen fuertes
interacciones con las proteinas carnicas y permiten conformar una pieza estable y firme sin
que se observen diferencias significativas respecto al jamén deshuesado convencional. Esto
permite manipularlo y procesarlo de forma satisfactoria (Romero de Avila, 2013; Romero
de Avilay col., 2014b).

Sin embargo, la reestructuracién también implica una manipulacion adicional que
aumenta el riesgo de contaminacion con Listeria. Es, por lo tanto, importante investigar el
efecto del tratamiento con electrones acelerados en el control microbiolégico de L.
monocytogenes en jamones reestructurados. Asimismo, es necesario conocer el efecto de la
irradiacion sobre diferentes aspectos del agente empleado, como su capacidad de pegado, la
estabilidad de las interacciones que tienen lugar y la capacidad de penetracion de los

electrones a su traves.

Ademas de los aspectos tecnoldgicos abordados, se ha realizado un estudio de los posibles
cambios en la expresion génica de las células de Listeria que hayan sobrevivido a un
tratamiento subletal con electrones acelerados. La atencion se ha centrado concretamente en
los genes de virulencia y de respuesta al estrés. Listeria dispone de un complejo sistema de
regulacion para la expresion de genes que le confiere capacidad de adaptacion y resistencia
que le permite sobrevivir en situaciones adversas como deficiencia de nutrientes, presencia
de antimicrobianos, bajas temperaturas, asi como en situaciones de estrés osmotico, acido y
oxidativo (Gandhi y Chikindas, 2007; Freitag y col., 2009; NicAogain y O'Byrne, 2016;
Bucur y col., 2018; Dorey y col., 2019). Aunque un tratamiento con electrones acelerados
bien disefiado seria suficiente para ocasionar la destruccion de este microorganismo, en la
actualidad se desconoce su efecto sobre la expresion de los genes en las listerias
supervivientes, lo cual resulta de gran interés ya que cabe la posibilidad de que el estrés
provocado por el tratamiento induzca su sobreexpresion y las células supervivientes
muestren una mayor virulencia lo que supone un mayor peligro para la salud del consumidor
(Bae y col., 2012; Waltecka-Zacharska y col., 2013; Mataragas y col., 2015). Ademas, el
conocimiento de este comportamiento, brindaria sin duda una informacion clave a tener en
cuenta si se pretende reducir la dosis de irradiacion en el caso, por ejemplo, de su aplicacion

en combinacion con otras tecnologias.
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En consecuencia, el objetivo final de este trabajo ha sido establecer las condiciones de
un tratamiento con electrones acelerados que permitan alcanzar en el jamén curado
deshuesado el objetivo de seguridad alimentaria respecto a Listeria monocytogenes
manteniendo, a su vez, la calidad sensorial del producto. Ademas, se pretende conocer el
efecto de este tratamiento sobre la expresion de los genes de virulencia y de respuesta al

estrés de las células que han sobrevivido a la irradiacion.
Para ello se han abordado los siguientes objetivos parciales:

- Determinar la dosis de electrones acelerados necesaria para alcanzar el FSO de
Listeria monocytogenes en el jamon curado deshuesado.

- Determinar la capacidad de penetracion de los electrones acelerados en jamén curado
deshuesado y su eficacia para eliminar Listeria monocytogenes.

- Optimizar el tratamiento con electrones acelerados en funcién del grosor y de la
composicion de los jamones curados deshuesados.

- Evaluar el efecto del tratamiento higienizante con electrones acelerados sobre las
propiedades sensoriales del jamon curado deshuesado.

- Identificar los compuestos volétiles del jamdn curado deshuesado irradiado como
potenciales marcadores del tratamiento.

- Determinar el efecto del tratamiento con electrones acelerados sobre la capacidad de
union del plasma en polvo utilizado como agente de ligazén en frio en la fabricacion
de jamones curados reestructurados.

- Conocer el efecto del tratamiento subletal con electrones acelerados en la expresion
de los principales genes de virulencia y de respuesta al estrés de Listeria

monocytogenes en el jamén curado.
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3. MATERIAL Y METODOS
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3.1- Material
3.1.1- Material general de laboratorio

Todo el material de vidrio empleado en el trabajo experimental (vasos de precipitados,
pipetas de vidrio, probetas, matraces Erlenmeyer, tubos de centrifuga, desecadores, etc.) fue

de la marca Pyrex®.
Las espatulas, cucharas, pinzas y tijeras utilizadas fueron siempre de acero inoxidable.

Las pipetas automaticas monocanales fueron Eppendorf Research® plus (Eppendorf AG,
Hamburgo, Alemania) modelos 20, 200 y 1000 que dispensan volimenes de 2-20 ul, 20-200
ul, 200-1000 pl, respectivamente, y Discovery Comfort autoclavable (HTL Lab solutions,

Varsovia, Polonia) de 1-5 ml.

El agua destilada se obtuvo de un destilador Elix Essential 3 (Merck Millipore,

Massachusetts, Estados Unidos) que rinde agua con una resistividad del orden de 15 MQ.

El hielo triturado se obtuvo en un equipo Hima modelo IMS-85 (Changshu, China) y
Scotsman modelo AF-100 (Illinois, Estados Unidos).

Las pesadas ordinarias se realizaron en balanzas monoplato Kern modelos 440-35N y
440-33 (Stuttgart, Alemania) y las de precision en balanzas analiticas A&D modelo HR-120
(Toshima-Ku, Japén) y Cobos modelo CB complet (Barcelona, Espafia).

Las muestras se almacenaron en refrigeradores Kelvinator (Charlotte, Estados Unidos) y
Fagor (Guipuzcoa, Espafia) y en congelacion en arcones congeladores Liebherr (Bulle,
Suiza) y BIO Memory Friolabo (Meyzieu, Francia).

Los agitadores magnéticos dotados de calefaccion fueron Bunsen MC8 (Madrid, Espafia)

y Agimatic N (Selecta®, Barcelona, Espafia).
El bafio maria usado fue de Bunsen modelo TFB (Madrid, Espafia).

La centrifugacion se llevo a cabo en una centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B (DuPont
instruments, Newtown, Estados Unidos) con rotor GSA (didmetro 31 cm) con una capacidad

méaxima de 6 tubos de 500 ml y de 13000 rpm (27485 g) de velocidad maxima.

Los tubos de centrifuga fueron de polipropileno de 450 ml, de Nalgene centrifuge ware

(Thermo Scientific, Estados Unidos).
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Las medidas de pH se realizaron en un pH-metro Crison Digital 501 modelo 2001
equipado con un electrodo de vidrio. El calibrado se llevé a cabo con soluciones de pH 7'y
4, todo de Crison Instruments Ltd. (Barcelona, Espafa).

La determinacion de la aw se llevé a cabo en un higrometro de punto de rocio AQUALAB
AT calibrado con soluciones salinas de verificacion de aw conocida (0,984, 0,920 y 0,760),

todo de Decagon Devices Inc. (Washington, Estados Unidos).

Las cépsulas de porcelana utilizadas para la determinacién de la humedad y cenizas
fueron suministradas por Vidrio Industrial Pobel S.A. (Madrid, Espaiia).

La deshidratacion de las muestras se realizé en una estufa Heraeus modelo T6200 (Hanau,

Alemania).

Las cenizas se obtuvieron en un horno mufla de la marca Heraeus modelo. MR-170

(Hanau, Alemania).
Los desecadores a vacio fueron de vidrio Pyrex® con gel de silice activado.

El calibre utilizado para la medicion de las muestras fue un pie de rey digital Tesa modelo
Shop-Cal (Renens, Suiza).

Los reactivos quimicos utilizados fueron suministrados por las firmas Merck (Darmstadt,
Alemania), Panreac (Barcelona, Espafia), Acros Organics™ (Geel, Belgica), Scharlab
(Madrid, Espafia) y Sigma-Aldrich (Oregén, Estados Unidos).

3.1.2.- Material empleado para ensayos microbiolégicos

La homogenizacion de las muestras se realizd en un Stomacher 400 Mix 2 (AES
Laboratoire, Combourg, Francia). Se utilizaron bolsas de plastico estéril con filtro de Sterilin

Limited (Birmingham, Reino Unido).

Para las diluciones decimales se usaron microtubos Eppendorf de 1,5 ml con cierre de
seguridad PCRP-015-500 (Labbox, Matar6, Espafia).

Los medios de cultivo generales usados fueron Caldo Tripticasa de Soja (TSB) y Agar
Tripticaseina Soja (TSA), de Pronadisa (Condalab) (Torrejon de Ardoz, Espafia).

Para el cultivo de Listeria spp. se utilizd el medio selectivo Agar Palcam (CMO0877), con
suplemento de antibidtico especifico para Listeria (polymyxina B, acriflavina-HCI y
ceftazidima; SRO150E) y la emulsion de yema de huevo (SR0047). Todos fueron de Oxoid
(Hampshire, Inglaterra).
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Para la esterilizacion, se utilizaron autoclaves modelos Autester 43-G y Presoclave 11 de

Selecta® (Barcelona, Espafia) y AES-75 R (R.Espinar S.L., Tarrasa, Espaiia).

Se utilizaron placas Petri estériles de polietileno de 8,5 cm de didmetro de Fisherbrand™

(Loughborough, Inglaterra).

La incubacion de los cultivos se efectud en estufas programables Heraeus modelo B-6200

(Hanau, Alemania) y Selecta® modelo Incudigit (Barcelona, Espafia).

Los recuentos microbioldgicos se realizaron con un contador de colonias Selecta®,

modelo Digital S (Barcelona, Espafia).

La agitacion de los microtubos en los ensayos microbioldgicos y moleculares se realizd
en un agitador Reax Top (Schwabach, Alemania) y Bunsen modelo AGT-9 (Madrid,

Espafia), respectivamente.
3.1.3.- Material de la Planta Piloto

La Planta Piloto donde se realiz6 la preparacion de las muestras en la mayoria de los
experimentos se ubica en la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complutense de
Madrid y esta gestionada por la Seccion Departamental de Tecnologia de los Alimentos del

Departamento de Farmacia Galénica y Tecnologia Alimentaria.

Los cuchillos empleados para el corte de las porciones de carne y de jamon fueron de
categoria profesional, de acero inoxidable de 21 cm de hoja, de la marca Victorinox modelo
Fibrox (Ibach-Schwyz, Suiza).

Los guantes de proteccion de malla metalica acerada utilizados para cortar o lonchear las

piezas carnicas fueron de la marca Stahlnetz (Handeloh, Alemania).

Las tablas de corte eran de polietileno, homologadas y aptas para uso alimentario y de
diferentes tamarios. Las mesas de trabajo eran de acero inoxidable.

La envasadora a vacio fue de Vapta modelo Euvac [750/400] (Humanes de Madrid) y

permitio realizar en el interior de las bolsas un vacio de 20 kPa.

Para el envasado al vacio se usaron bolsas laminadas de baja permeabilidad a los gases
(35 cm®/24 h m? bares para el oxigeno y 150 cm®/24 h m? bares para el dioxido de carbono)

suministradas por Plastifii (La Rioja, Espafia).

El loncheado de los jamones o trozos de jamén se llevo a cabo en una loncheadora
Beckers modelo SP 300 CE DOM (Treviglio, Italia).
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3.1.4.- Material biolédgico
Jamon curado deshuesado

Los jamones curados deshuesados utilizados en esta tesis fueron adquiridos siempre al
mismo productor espafiol y estaban estandarizados. Todos ellos procedian de cerdos
hembras de raza blanca criados y alimentados bajo las mismas condiciones, madurados
durante 11 meses y con un peso estandar de 7-7,5 kg y un valor final de aw de 0,88-0,89. Se

comercializaban siempre envasados al vacio
Microorganismos

Las cepas de Listeria monocytogenes usadas en los ensayos fueron cedidas por la Dra.
Margarita Medina del Departamento de Tecnologia de los Alimentos del Instituto Nacional
de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria de Madrid. Todas ellas habian sido
previamente aisladas de diferentes industrias carnicas: L. monocytogenes S2 (serotipo 1/2a),
L. monocytogenes S4-2 (serotipo 1/2b), L. monocytogenes S12-1 (serotipo 1/2c) y L.
monocytogenes S7-2 (serotipo 4b).

La cepa de Listeria innocua NCTC 11288 (serotipo 6a) fue suministrada por la Coleccion
Espafiola de Cultivos Tipo (CECT).

3.1.5.- Material empleado en el tratamiento de irradiacion

La irradiacion de las muestras se hizo en la planta de irradiacion IONISOS Iberica
(Tarancon, Cuenca). Dispone de un acelerador de electrones Rhodotron TT200 (IBA
Industrial, Lovain-La-Neuve, Belgium) que puede operar en un rango de 2-10 MeV y a una
energia de 40-100 kW, siendo 10 MeV y 80 kW las condiciones utilizadas.

La dosis de irradiaciéon recibida por las muestras se determind con dosimetros de

triacetato de celulosa CTA-125 (Fuji, Japon).

3.1.6.- Material empleado para la preparacién de muestras y el analisis de compuestos

volatiles del jamon curado deshuesado

Las muestras fueron lonchas de jamén que se picaron con una picadora eléctrica Kilken
1, 2, 3 modelo 32742 (Barcelona, Espafia).

Las lonchas picadas se introdujeron en viales roscados de vidrio de 20 ml de capacidad
(75,5 x 22,5 mm) con espacio de cabeza (La-Pha-Pack GmbH, Langerwehe, Alemania).
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Para la microextraccion en fase solida (SPME) se utilizd una fibra de
divinilbenceno/carboxeno/polydimethilsiloxano (DVB/CAR/PDMS) 50/30 mg, gris, de
Stableflex, Supelco (Bellefonte, Estados Unidos).

Los compuestos volatiles se analizaron en un cromatografo de gases Agilent 6890N
acoplado a un espectrometro de masas con un detector selectivo 5975, todo de Agilent
Technology (Santa Clara, Estados Unidos) y utilizando una columna DB-1 (Agilent
Technology, Santa Clara, Estados Unidos) (60 m x 0,25 mm de diametro interno x 1 um de

espesor de la pelicula) usando Helio (pureza > 99.999%) como gas portador.

La informacion se procesé mediante el software MassHunter Workstation version
B.07.00 (Agilent Technology, Santa Clara, Estados Unidos).

3.1.7.- Material empleado para el estudio con jamones curados reestructurados
Elaboracion de modelos de jamones curados reestructurados

La materia prima utilizada fueron perniles de cerdo blanco deshuesados en fresco

adquiridos siempre al mismo proveedor local.

Se utilizd, Plasma Powder FG Porcine (Sonac B.V., Loenen, Paises Bajos) como agente
de ligazdn en frio. Este producto deshidratado se obtiene a partir del plasma sanguineo del
cerdo y contiene entre 70% y 80% de proteinas de las cuales al menos un 4% corresponden

a fibrindgeno.

Para el secado/maduracion de las piezas carnicas restructuradas se utilizd una cadmara
climatica AIR-501 SC Air Frio (Almeria, Espafia), dotada con circulacion forzada de aire y

control de temperatura y humedad.
Material empleado en el ensayo de traccion uniaxial

Los ensayos se realizaron con un texturometro TA.XT2i Stable Micro System Texture
Analyzer controlado mediante el software Texture Expert versidon 1.11 o Texture Exponent
32 version 5.0.6.0. Para la realizacion de estos ensayos se utilizé una célula de carga de 5
kg. La calibracion de fuerzas de esta célula de carga se realizé con una pesa de 2 kg. Todo
de Stable Microsystems Ltd. (Surrey, Inglaterra).

Se utilizé una sonda constituida por unas pinzas o mordazas A/MTG de sujecion paralela

(Aname, Madrid, Espafia) que permiten hacer una traccion uniaxial en las muestras.
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Material empleado para los andlisis de microscopia electronica de barrido
Las muestras se extrajeron de jamones curados con ayuda de un bisturi estéril.

La deshidratacion de las muestras se realizé en un secadero por punto critico Balzers
modelo CDP-030 (Freienbach, Suiza).

Las muestras se evaporaron en un evaporador Balzers modelo SCD 004 (Freienbach,

Suiza).

La cobertura con grafito se realizd en un equipo Mini Deposition System de Balzers
modelo MED 010 (Freienbach, Suiza) y la metalizacién con oro con un recubridor Emitech
modelo K550x Sputter Coater (Reino Unido) (25 mA, 4 min).

El microscopio electrénico de barrido fue un JEOL modelo JSM 6400 (Osaka, Japon).

Las imagenes fueron tomadas con el programa Inca Oxford Image Capture System

(Oxford Instruments Analytical Ltd., High Wycombe, Inglaterra).

El glutaraldehido y el paraformaldehido utilizados para el buffer milling (2,5% y 4%,
respectivamente) y la acetona para la deshidratacion de las muestras mediante inmersion

(soluciones de concentracion creciente) fueron de Panreac (Barcelona, Espafia).

3.1.8.- Material empleado en la expresion de los genes de virulencia y de respuesta al

estrés de Listeria monocytogenes

Para los ensayos moleculares se utilizaron pipetas automaticas Finnpipette (Thermo
Fisher Scientific™, Vantaa, Finlandia) de 0,5-10 ul, 2-20 pl, 10-100 pl, 100-1000 pl y 1000-
5000 pl.

El agua ultrapura fue obtenida con el sistema de purificacion de agua Elix Technology
Inside Milli-Q® Integral 5 (Merck Millipore, Massachusetts, Estados Unidos).

Los tubos eppendorf se centrifugaron en una centrifuga Eppendorf modelo 5430 R con
un Rotor FA 45-30-11 (Hamburgo, Alemania), con una capacidad maxima de 30 tubos de
1,5-2 ml y de 14000 rpm (20817 g), con una carga maxima por diametro de rotor de 3,75 g.

Los procedimientos para el desarrollo de las técnicas moleculares se realizaron en una

cabina de flujo laminar Telstar® modelo Mini-V/PCR (Terrassa, Espafia).

La lisis celular se realiz6 en un bafio Heatblock modelo FB15101 (Thermo Fisher

Scientific, Nueva Jersey, Estados Unidos) a 65°C.
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Laextraccion de ARN se realizd con el kit comercial The MasterPure™ RNA Purification

Kit (Epicentre, Wisconsin, Estados Unidos) que incluia los siguientes reactivos:

e Solucion de lisis celular 1 (1 pl of 50 pg/ul Proteinase K en 300 ul de Tissue and
Cell Lysis Solution, por cada muestra).

e Solucion de lisis celular 2 (2X Ty C Lysis Solution)

e Detergente de precipitacion de proteinas (MPC Protein Precipitation Reagent).

e DNAsa (5 ul of RNase-Free DNase | en 200 ul de 1X DNase Buffer).

e TE buffer para suspender el ARN

Para la extraccion de ARN también se utilizé cloroformo, etanol 70% e isopropanol
99,5% de Acros Organics™ (Geel, Belgica) y Scharlab (Madrid, Espafia).

La crioconservacion de las muestras de ARN se realiz6 en un congelador de -80°C ULT
Frezzer DW (Haier Biomedical, Uckfield, Inglaterra).

La cantidad de ARN de las muestras se determind con un espectrofotémetro NanoDrop™
2000c (Thermo Fisher Scientific, Nueva Jersey, Estados Unidos) con la ayuda del software
NanoDrop™ 2000/2000c version 1.4.2 (Thermo Fisher Scientific, Nueva Jersey, Estados
Unidos) y un ordenador Dell serie Latitude D505.

La sintesis del ADN complementario se realiz6 con el kit PrimeScrip™ Reagent Perfect
Real Time (Takara Bio INC, Shiga, Japon) que contenia los siguientes reactivos: N1 (Buffer,
dNTP), N2 (retrotranscriptasa), N3 (Oligo dT), N4 (Ramdom dT) y N5 (agua).

El ADN complementario se obtuvo utilizando un termociclador de PCR convencional

Eppendorf Mastercycler modelo AG 22331(Hamburgo, Alemania).

La expresion génica se determin6 con el equipo ViiA™ 7 Real Time PCR System de
Applied Biosystems™ y el software ViiA™ 7 version 1.2.4 de Thermo Fisher Scientific

(Nueva Jersey, Estados Unidos) conectado a un ordenador Dell modelo Optiplex Xe.

Se usaron placas de reaccion de 96 pocillos (0,1 ml) MicroAmp™ Fast Optical con

peliculas adhesivas MicroAmp™ (Applied Biosystems, California, Estados Unidos).

Para la reaccion se utilizo la premezcla Premix ExTaq™ (Takara Bio INC, Shiga, Japon)
el cual contenia los nucledtidos, la ADN polimerasa, el buffer ARNasa resistente al calor y

cofactores enzimaticos.
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El colorante de referencia interno para la normalizacion de la sefial fluorescente y la
correccion de las variaciones oOpticas de pocillo a pocillo durante el analisis de gPCR a
tiempo real fue ROX™ Reference Dye (Takara Bio INC, Shiga, Japon).

3.2.- Métodos
3.2.1.- Revitalizacién de las cepas de Listeria

Las cepas de Listeria con las que se trabajo se recibieron liofilizadas en el laboratorio.
Para revitalizarlas se tomo una pequefia cantidad de cada cultivo con un asa de platino y se
inocul6 en 9 ml de caldo TSB, procediendo a incubarlo a 32°C durante 24 h. A partir de este
primer subcultivo, se prepararon dos subcultivos sucesivos transfiriendo en cada paso 0,1 ml
de un cultivo de 24 h a9 ml de TSB y se incubaron en las condiciones anteriores. El cultivo
final se almacend hasta su uso a -20°C en caldo TSB con un 10% de glicerol como agente

criogénico.

En cada experimento siempre se utilizaron cultivos recientes, por lo que cada vez que se
requirieron se procedid a la revitalizacion de los cultivos congelados a -20°C. Para ello, se
procedié como se ha descrito anteriormente, repitiendo durante dos dias consecutivos un
subcultivo de 24 h en TSB. EI ultimo subcultivo fue el que se utiliz6 para la contaminacion

de muestras.

Con este proceder, el cultivo de 24 h final tenia una carga microbiana de 108-10° UFC/ml,
tasa considerada como adecuada en nuestros experimentos para estudiar con facilidad el

comportamiento de las cepas utilizadas en cada uno de los experimentos realizados.

Se confirmo la pureza de cada subcultivo realizando una siembra por estria en TSA e

incubando las placas igualmente a 32°C durante 24 h.
3.2.2.- Recuentos microbioldgicos

Los recuentos se realizaron siempre mediante diluciones decimales utilizando suero

fisioldgico [0,85% (p/v) de NaCl] estéril como diluyente.

Las muestras se pesaron primero y se homogeneizaron con una cantidad conocida de
suero fisioldgico estéril (usualmente 20 ml) en un Stomacher dentro de una bolsa con filtro
y durante 2 min. A partir de este homogeneizado se tomaron 100 pl que se transfirieron a un
microtubo Eppendorf que contenia 900 pl de suero fisiologico. A partir de esta dilucion se
prepararon las diluciones decimales requeridas en cada caso. La siembra de los cultivos se
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hizo siempre en masa utilizando el agar selectivo Palcam con el suplemento antibiotico y la

emulsion yema de huevo. Las placas se incubaron a 37°C durante 48 h.

Todos los recuentos se realizaron por duplicado y los resultados obtenidos se expresaron

como unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/ml) o gramo de muestra (UFC/g).
3.2.3.- Tratamiento con electrones acelerados

El tratamiento de irradiacion se llev a cabo en la planta IONISOS IBERICA S.A.
(Tarancdn, Cuenca, Espafia) en cuyas instalaciones disponen de un acelerador de electrones

de tipo Rhodotron que operaba a 10 MeV.

Independientemente del tipo de muestra que se fuera a irradiar, siempre se transportaron
a la planta de irradiacién envasadas a vacio en bolsas impermeables a los gases y en
condiciones de refrigeracion (4°C), para lo que se utilizaron recipientes isotermos de

polipropileno expandido.

Para realizar el tratamiento, las muestras se depositaron sobre una cinta transportadora
que las transportaba hasta el cono donde se emitia el haz de electrones y las sacaba después
hasta la zona de trabajo. La dosis aplicada fue variable en funcion del disefio de cada

experimento y oscil6 entre 0,5y 10 kGy.

La dosis absorbida por las muestras se determin6 con dosimetros de triacetato de celulosa,
que se trataron simultaneamente con las muestras (ASTM, 2013). Estos dosimetros son una
cinta de una pelicula que bajo la influencia de la radiacion cambia sus propiedades Opticas.
La lectura de los dosimetros se realiz6 en las mismas instalaciones de la planta de irradiacién
por espectrofotometria a una longitud de onda de 280 nm. Se considerd que el tratamiento
era correcto cuando la diferencia entre la dosis emitida y la absorbida fue < 5%. Igualmente
se control6 la temperatura de las muestras durante el proceso y el aumento nunca fue superior
a 2°C.

Tras el tratamiento, las muestras se transportaron hasta el laboratorio en condiciones de
refrigeracion (4°C) en los recipientes isotermos citados anteriormente. En todos los
experimentos se dejaron una o varias muestras sin irradiar a las que se considerd6 como
control (0 kGy) y fueron transportadas a la planta de tratamiento bajo las mismas condiciones

que las muestras a tratar.
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3.2.4.- Estudio de la cinética de destruccion de las cepas de Listeria ensayadas
Preparacion de los cultivos

Los cultivos se prepararon inoculando 1 ml de cada cultivo revitalizado en 250 ml de TSB
procediendo a su incubacion a 32°C durante 24 h. Posteriormente, los cultivos se
centrifugaron en refrigeracion (5°C) a 13500 g durante 30 min. Se desechd el sobrenadante
y el sedimento se diluy6 con 50 ml de suero fisioldgico estéril, consiguiendose de este modo,
una suspension bacteriana que contenia del orden de 108-10° células/ml. Este procedimiento
se aplico en cada una de las 4 cepas de L. monocytogenes utilizadas y la de L. innocua NCTC
11288.

Inoculacién e irradiaciéon de las muestras

A partir de un jamén curado deshuesado se cortaron pequefias lonchas de 10 g y se
inocularon por inmersion durante 10 s en la suspension bacteriana previamente obtenida
conteniendo 108-10° células/ml. Tras ello, se introdujeron de forma individual en bolsas de
plastico impermeables a los gases y se envasaron a vacio manteniéndolas a 4°C hasta su
tratamiento con electrones acelerados. En este estudio se aplicaron dosis de 0, 0,5, 1,2y 3
kGy. Posteriormente, las muestras se llevaron al laboratorio a 4°C y se procedio a realizar el

recuento de supervivientes en agar selectivo Palcam.

De forma paralela, se cortaron otras lonchas de jamén de 0,5 cm de espesor que fueron
envasadas igualmente a vacio e irradiadas a dosis de 0 (control), 1, 2 y 3 kGy. Tras el
tratamiento, estas lonchas se almacenaron en refrigeracion (4°C) hasta 30 dias y se fueron
tomando muestras a lo largo del tiempo (0, 15 y 30 dias). La finalidad era detectar los
posibles cambios en la calidad sensorial que se pudieran producir con el tratamiento y el
almacenamiento, realizando para ello un analisis sensorial mediante una prueba de

ordenacién cuyo procedimiento se explicara mas adelante.
Determinacion del valor D

A partir de los recuentos obtenidos, se elaboraron las curvas de supervivencia de cada
cepa, representandose graficamente como el nimero de supervivientes en escala logaritmica
en funcidn de la dosis aplicada. Las dosis de reduccion decimal (valores D) se calcularon a
partir de la ecuacion de regresion lineal de las graficas, como la inversa de la pendiente (D
= 1/tg o) y permitieron determinar, en consecuencia, la radiorresistencia de cada cepa. Los

datos obtenidos fueron tratados segun lo descrito en el apartado 3.2.13.1.
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3.2.5.- Estudio de la capacidad de penetracion de los electrones acelerados en jamones

curados deshuesados

Este estudio se realiz6 con cinco jamones curados deshuesados. De cada uno de ellos se
extrajeron con un cuchillo cinco bloques de 4 x 5 x 7-9 cm (ancho x largo x alto),
aproximadamente (dependiendo del grosor del jamon) en diferentes lugares, obteniendo un
total de 25 bloques. Cada uno de los bloques se cort6 perpendicularmente en tres partes y se
colocaron dos dosimetros en cada superficie de corte. Ademas, se colocaron dos dosimetros
en las superficies superior e inferior de cada blogue (Figura 9). Se anot¢ la distancia exacta
de cada dosimetro a las superficies superior e inferior de cada blogue y se colocaron de nuevo
en el lugar que ocupaban inicialmente, recomponiéndose asi el jamon original. Finalmente,
los jamones se envasaron al vacio y se trasladaron bajo refrigeracion a la planta de
irradiacion donde se aplicaron dosis de 2, 4 y 6 kGy por un lado (tratamiento unilateral). Una
vez que las muestras recibieron este primer tratamiento, se extrajeron los bloques de los
jamones para retirar uno de los dos dosimetros situados en cada superficie. Los bloques se
volvieron a introducir en el lugar que ocupaba en el correspondiente jamon, se dio la vuelta
a los jamones y se les aplico el mismo tratamiento por el otro lado (tratamiento bilateral).
Finalmente, se retiraron los dosimetros restantes y se determind espectrofotométricamente
la dosis absorbida por cada uno de ellos con el fin de conocer la dosis que se habia recibido
en ambas superficies y en cada punto del interior de cada bloque, lo que permitiria evaluar
el grado de penetracion de los electrones acelerados. Los datos obtenidos fueron tratados

segun lo descrito en el apartado 3.2.13.1.

_— Dosimetros
—

—
E—

Bloques

Jamon curado deshuesado

Figura 9. Esquema de las piezas de jamon curado deshuesado utilizadas para el estudio de
la penetracion de electrones acelerados. La imagen de la derecha muestra la posicion de los
dosimetros en los bloques de jamon.
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3.2.6.- Evaluacion del efecto listericida de los electrones acelerados en el jamén curado
deshuesado

Este experimento se realizd con dos jamones curados deshuesados. Con un cuchillo de
hoja grande se cortaron por la mitad en sentido horizontal intentando pasar por el centro del
espacio que previamente habia ocupado el hueso. El resultado fue la obtencidn de dos partes
independientes: la parte superior se denomino P1y la inferior, P2, siendo ésta la que contenia

la grasa subcutanea.

De un tercer jamén, se cortaron pequefias lonchas de 5 x 3 x 0,5 cm (largo x ancho x
grosor). En el centro de estas lonchas se depositd directamente un inoculo constituido por
40 pl de un cultivo revitalizado de L. innocua NCTC 11288 (10° UFC/ml), que se
correspondia aproximadamente a 107 células. Las lonchas se doblaron sobre si a modo de
pequefios paquetes que dejaban el indculo en su interior y fueron envasadas mediante
termosellado en bolsas de polietileno. Los paquetes se fueron colocando en la superficie de
la parte P2 uno detras de otro recorriendo el espacio donde originalmente se encontraba el
hueso extraido. Se necesitaron 18 paquetes para cubrir esta zona en cada jamon. Los
paquetes se fijaron con un alfiler sobre la parte inferior y se colocaron dosimetros lo méas
préximo posible a cada uno para poder comprobar la dosis absorbida. Se recompusieron los
jamones colocando cuidadosamente la parte superior sobre la inferior y con la ayuda de un
calibre se midi6 la altura de cada una de las dos partes en los puntos donde cada dosimetro
y cada loncha se habian colocado; la altura total del jamén en cada punto fue la suma de las

alturas de las dos partes del jamén (P1 + P2).

Finalmente, los jamones se introdujeron cuidadosamente en bolsas, se envasaron a vacio
y se llevaron en refrigeracion a la planta de irradiacion donde se trataron con 2 kGy de forma
bilateral. Después del tratamiento, se transportaron al laboratorio a 4°C donde se extrajeron
las lonchas de cada bolsa en condiciones asépticas y se procedio a realizar el recuento de los

microorganismos sobrevivientes como se describe en el apartado 3.2.2.

3.2.7.- Influencia del espesor del jamén curado deshuesado en el efecto higienizante de

los electrones acelerados

Para realizar este estudio, se utilizaron ocho jamones curados deshuesados que se
separaron en dos grupos en funcion de su grosor: el Grupo A estaba formado por los cuatro
mas pequefios cuyo espesor maximo era <7 cm y el Grupo B, de otros cuatro cuyo espesor
era superior a 7 cm. El corte de los jamones y la preparacion de los paquetes contaminados
con L. innocua, se hizo como se ha descrito en el apartado anterior.

96



Sin embargo, la distribucion de las muestras fue diferente. Cuatro de ellas fueron
depositadas sobre la parte inferior de cada jamon, de las cuales, dos se colocaron
superpuestas en una zona mas cercana al codillo (muestras X) y las otras dos en el lado
opuesto, también superpuestas, mas cercanas al extremo contrario o punta del jamoén
(muestras Y), y junto a ellas un dosimetro de triacetato de celulosa, como se puede observar
en el esquema de la Figura 10. Las muestras que estaban en contacto con P1 se denominaron
X1 e Y1,y las que estaban en contacto con la parte inferior, X2 e Y2. Posteriormente, se
recompusieron los jamones poniendo cuidadosamente la parte superior sobre la
correspondiente parte inferior y se midié con un calibre el grosor de ambas partes en los

puntos donde se habian colocado las muestras en cada jamon.

Los jamones se envasaron a vacio y se llevaron en refrigeracion (4°C) hasta la planta de
irradiacion donde se trataron bilateralmente a diferentes dosis: los jamones del Grupo A se
irradiaron con 1 kGy y los del Grupo B, con 2 kGy. Posteriormente, se trasladaron al

laboratorio a 4°C para realizar los recuentos microbioldgicos correspondientes.

Codillo
—
Xl - . Pl .- P 4 Yl
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X2 « S P2 \
/l ‘\
¥ ¥
Dosimetro Dosimetro

Figura 10. Esquema de la posicion de las muestras contaminadas con Listeria y los
dosimetros en las piezas de jamédn utilizadas para el estudio del efecto del espesor del jamoén
curado deshuesado en electrones acelerados. P1y P2 partes de un jamdn curado deshuesado.
X1/Y1y X2/Y2 muestras contaminadas en contacto con P1y P2, respectivamente.
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3.2.8.- Modelizacion de la penetracion de los electrones acelerados en jamones curados
deshuesados

3.2.8.1.-Preparacion de las muestras

Para este experimento, se utilizaron jamones curados deshuesados y bloques de tocino de
6-7 cm de espesor adquiridas en un comercio local. A partir de ellos, se cortaron lonchas que
median aproximadamente 10 cm x 8 cm (ancho x largo) y 0,8 mm de grosor, medido
cuidadosamente con la ayuda de un calibre. En el caso del jamon, se obtuvieron lonchas
solamente de la parte magra y el loncheado del tocino se hizo en frio para obtener cortes
limpios. Las lonchas se superpusieron unas sobre otras formando bloques de tres tipos
diferentes (Figura 11): unos bloques estaban conformados por 12 lonchas solo de jamon
(BJ), otros por 12 lonchas solo de tocino (BT) y un tercer tipo de bloques se formaron con
una mezcla de lonchas de ambos (BM) en diferentes proporciones; asi, se formaron blogques
BM en los que el nimero de lonchas de tocino fue de una, dos o tres, con el fin de simular
una capa de grasa subcutdnea con diferentes espesores. Finalmente, los bloques se
complementaron con lonchas de jamon hasta alcanzar el numero de 12. Todos los bloques

se hicieron por triplicado.

Los dosimetros se distribuyeron uniformemente entre las lonchas: en el caso de BJy BT
se colocd un dosimetro entre cada dos lonchas y uno en la superficie inferior y otro en la
superior. En el caso de los bloques BM, se colocaron dos dosimetros en las mismas
superficies (Figura 11).

Una vez preparados, los blogues se introdujeron cuidadosamente en bolsas de polietileno
de baja permeabilidad y se envasaron a vacio. Finalmente, se transfirieron a cajas de

poliestireno aislante a 4°C y se transportaron hasta la planta de irradiacion.

\
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Figura 11. Esquema de los bloques constituidos por lonchas de jamén (color gris) y de
tocino (color blanco). BJ: bloques constituidos solo por lonchas de jamon. BT: bloques
constituidos solo por lonchas de tocino. BM: bloques mezcla constituidos por lonchas de
jamon y una, dos o tres lonchas de tocino. Los dosimetros se muestran como pequefios
cuadrados negros.
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3.2.8.2.-Tratamiento de irradiacion y mapeo de la dosis

Todos los blogues se trataron con una dosis de 2 kGy. Los bloques BJ y BT se trataron

unilateralmente y los dosimetros se retiraron después del tratamiento.

Los blogues BM recibieron un tratamiento bilateral. En este caso, tras recibir el primer
tratamiento, los bloques se sacaron de las bolsas y se retiré un dosimetro de cada superficie,
se recompusieron otra vez y se giraron para recibir un segundo tratamiento por el lado
contrario al que recibio el primer impacto. Finalmente, se retiraron los dosimetros restantes.

Las dosis absorbidas por todos los dosimetros fueron determinadas por espectrofotometria.

Con los resultados obtenidos se cre6 un mapa de dosis en el que se relacionaban las dosis
absorbidas por cada dosimetro con la distancia de cada uno respecto a la superficie de cada

uno de los tres tipos de bloques.

A partir de los datos obtenidos, se determinaron algunos parametros Utiles para describir
la distribucion de dosis absorbida en funcion de la profundidad de penetracion de los
electrones acelerados a través de la matriz de un producto, que estan recogidos el IAEA

(2002) y se describen a continuacion:

e rmax: Profundidad en la que se absorbe la dosis méxima
e r1opt: Profundidad a la que la dosis es igual a la dosis de entrada
e r50: Profundidad a la que la dosis es igual a la mitad de la dosis méxima

e 33 Profundidad a la que la dosis es igual a un tercio de la dosis maxima

La penetracion de los electrones acelerados fue determinada utilizando un modelo
constituido por la suma de una funcion lineal de dos fases y del modelo de inactivacion
adaptado de la funcién de Gompertz. Normalmente, el modelo de Gompertz relaciona el
factor de respuesta con la variable tiempo; sin embargo, en este trabajo, el tiempo fue
sustituido por la profundidad de penetracion de los electrones acelerados. EI modelo se
realizé en colaboracion con el Prof. José Javier Benedito Fort y el Prof. Juan A. Cércel del
Grupo de Anadlisis y Simulacion de Procesos Agroalimentarios del Departamento de
Tecnologia de Alimentos de la Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agronémica y del

Medio Natural de la Universidad Politécnica de Valencia.
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3.2.9.- Andlisis sensoriales

Los analisis sensoriales se llevaron a cabo en la Sala de Catas de la Facultad de
Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid, construida de acuerdo con la Norma
ISO, DP 6658 (2005). Consta de un area de preparacion de muestras, una cocina totalmente
equipada y 6 cabinas independientes comunicadas con la zona de preparacion mediante un
torno. Cada una de ellas esta dotada de una mesa de trabajo, una pila, un grifo con agua
corriente, iluminaciéon blanca y roja y un ordenador con un software desarrollado

especificamente para los andlisis que se desean realizar.

El panel de catadores estaba constituido por 30 jueces semi-entrenados, seleccionados
entre los miembros del Departamento de acuerdo a sus habitos alimentarios, su familiaridad
con los jamones curados y la reproducibilidad en sus evaluaciones. Los jueces eran mujeres

y hombres con edades comprendidas entre 25 y 60 afos.

En todos los casos, las muestras se presentaron a los catadores en una placa Petri
codificadas con un numero de tres digitos elegidos al azar que impedia su identificacion,
ademas de galletas o pan sin sal y agua a temperatura ambiente para limpiar el paladar entre
las muestras. Los analisis se realizaron después del desayuno, pero antes de la comida del

mediodia.
3.2.9.1.-Prueba de ordenacién

La prueba de ordenacion se realiz6 para determinar los posibles cambios sensoriales en
lonchas de jamon curado irradiadas con diferentes dosis de electrones acelerados (0, 1, 2 y
3 kGy) y almacenadas en refrigeracion (4°C) durante 30 dias. Las pruebas sensoriales se

realizaron después del tratamiento (dia 0) y en los dias 15 y 30.

Antes de la realizacion de las pruebas, las lonchas de jamon se sacaron del envase y se

mantuvieron en placas Petri a temperatura ambiente durante 20 min previos a cada cata.

Para el andlisis, se ofrecieron a los catadores cuatro lonchas de jamén (una por cada dosis
de tratamiento), ordenadas y codificadas con nimeros al azar. Cada catador recibio una hoja
con las instrucciones a seguir, en las que se le pedia que evaluara la apariencia, olor, sabor
y aceptabilidad general. Con el fin de evitar la influencia del aspecto visual, se indicé a los
catadores que debian utilizar luz roja para evaluar el olor y sabor y luz blanca para evaluar
la apariencia. Asi mismo se les indico que debian ordenar las muestras segun su preferencia

para cada caracteristica sensorial, sin posibilidad de omision o repeticion.
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La cuantificacion del andlisis se hizo otorgando a la muestra mejor evaluada una
puntuacion de cuatro puntos por ser cuatro el nimero de lonchas sometidas al analisis. La
muestra que ocupo el segundo lugar recibio tres puntos, la siguiente dos puntos y la situada

en ultimo lugar, 1 punto.

La puntuacion final (FS) se calcul6 con la siguiente formula: FS = (N1 x 1) + (N2 x 2) +
(N3 x 3) + (N4 x 4), siendo N1, N2, N3 y N4 el nimero de panelistas que clasificaron la
muestra en la posicion 1 (preferencia minima), 2, 3 o 4 (preferencia maxima)

respectivamente (Joanes, 1985).
3.2.9.2.-Prueba de nivel de agrado

Una vez realizado el estudio de la capacidad de penetracion de los electrones acelerados
en el jamon deshuesado, se procedié a evaluar la calidad sensorial de jamones enteros
irradiados no solo tras el tratamiento, sino durante su almacenamiento en refrigeracion. El

analisis sensorial se hizo mediante una prueba heddnica de nivel de agrado.

Para ello, se tomaron cuatro jamones curados deshuesados que tenian un espesor
aproximado de 7 cm, se cortaron en cuatro trozos cada uno que se envasaron a vacio de
forma independiente. La mitad de los trozos se irradiaron bilateralmente con 2 kGy y la otra
mitad se dejé sin tratar (0 kGy). Después del tratamiento, se procedié a su almacenamiento
a 4°C durante 30 dias y se realizaron las pruebas sensoriales después del tratamiento (dia 0)

y en los dias 7, 15y 30.

Para realizar la prueba, las piezas irradiadas y no irradiadas se lonchearon
transversalmente y las lonchas obtenidas se dispusieron igualmente en placas de Petri

manteniéndolas durante 20 min a temperatura ambiente antes de cada cata.

A los catadores se les ofrecieron lonchas tanto de jamén tratado como sin tratar. Cada
catador recibié una hoja con las instrucciones a seguir durante la prueba en las que se les
indicaba que debian calificar el color, la textura, el olor, el sabor y la aceptabilidad general
del producto sobre una escala heddnica no estructurada de 10 cm mediante una linea vertical
segun su valoracion. En cada uno en uno de los extremos de esta escala, habia un marcador:
0 = muy desagradable y 10 = muy agradable, ademas de una linea central que indicaba la
mitad de la escala y que ayudaba al juez a identificar el punto de indiferencia. Para interpretar
los resultados, esta escala hedonica se convirtio en numérica transformando a centimetros la
distancia entre los dos extremos y el punto de respuesta marcado por el juez para cada uno

de los parametros sensoriales analizados.
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3.2.10.- Identificacion de compuestos volatiles como posibles indicadores de

tratamiento de irradiacion con electrones acelerados en jamén curado
3.2.10.1.- Preparacion y tratamiento de las muestras

Para este experimento se partio de tres jamones deshuesados comerciales. Se cortaron
lonchas del Biceps femoris de 10 g aproximadamente, procurando que siempre tuvieran una
parte magra y una parte de tocino. Se envasaron a vacio y unas muestras se dejaron sin tratar
(0 kG) para usarlas como control y las restantes se sometieron a un tratamiento con
electrones acelerados a dosis de 2 y 10 kGy, esta Ultima como ejemplo de una dosis excesiva
para el tratamiento de este producto. Al regreso al laboratorio, las lonchas se almacenaron a
4°C durante 30 dias, tomado muestras los dias 1 (el siguiente al tratamiento), 15 y 30. Las

muestras se mantuvieron a -80°C hasta el momento del analisis.
3.2.10.2.- Analisis de compuestos volatiles

El andlisis de los compuestos volatiles fue realizado mediante cromatografia de gases
unida a espectrometria de masas (GC-MS) en el Servicio de Analisis e Innovacion en

Productos de Origen Animal (SIPA) de la Universidad de Extremadura.

Para proceder al anélisis, las muestras se descongelaron a temperatura ambiente, se retird
la parte de tocino de cada loncha y se pico la parte magra con la ayuda de una picadora
eléctrica. Se colocaron 2 + 0,005 g de este picado dentro de un vial de vidrio con espacio de
cabeza evitando apelmazar la mezcla y se tap6 con una tapa que presentaba un septo de
goma. Los volatiles se extrajeron mediante una microextraccion en fase solida (SPME),
usando una fibra de DVB/CAR/PDMS. Se hizo pasar la fibra a través de la goma de la tapa
dejandola durante 30 min en contacto con el espacio de cabeza del vial que permanecio

sumergido todo ese tiempo en un bafio maria a 40°C.

Tras la extraccion, la fibra del SPME fue transferida al inyector del cromatdgrafo, donde
permanecié 5 min a la temperatura del puerto de inyeccién, que se mantuvo a 250°C en
modo “splitless”; aunque el tiempo total que permanecié la fibra en el inyector fue de 20
min, tiempo suficiente para permitir su limpieza antes de la siguiente extraccion. Luego de
la inyeccion al cromatografo, el andlisis transcurrio de manera auténoma y bajo los

parametros sefialados a continuacion:

- Se utilizdé un cromatografo de gases (Agilent Selective detector 6890)
acoplado a un espectrometro de masas (Mass Selective detector 5975) utilizando una

columna DB-1 y helio como gas transportador a una presion de 19.4 psi con un flujo
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constante de 1,2 ml/min y una velocidad media de 28 cm/seg. La temperatura inicial
del horno se mantuvo a 40°C durante 5 min y fue incrementando a razén de 5°C/min
hasta 230°C y luego 25°C/min hasta 250°C, temperatura final en la que permanecio
durante 1 min.

- La temperatura de linea de trasferencia del cromatdgrafo al espectrometro se
mantuvo constante a 250°C. EI espectrometro de masas operé a una energia de 70 eV
y aun voltaje maltiple de 1650 v. La temperatura de la fuente de iones y del cuadrupolo
fue de 230°C y 150°C, respectivamente. El espectrémetro escaneo con una relacion de
m/z desde 35-350 y el escaneo dur6 224,25 ms con una velocidad de escaneo de 4,5

scans/s.

La informacion recogida se procesé mediante el analisis de cada espectro de masa usando
el software MassHunter Workstation (Agilent, v. B.07.00). Los espectros obtenidos se
compararon con la biblioteca NIST (v. 2011). La identificacion de los compuestos volétiles
finalizé cuando el software mostraba un porcentaje de probabilidad del 98%. Los nombres
de los compuestos identificados se acompafiaron de su respectivo nimero de registro CAS
para una mayor precision, ya que es conocido que un mismo compuesto puede tener varios
nombres o incluso dos compuestos podrian compartir nombres similares. El nimero CAS es
una identificacién Unica de un compuesto quimico que ha sido asignada por la “Chemical

Abstracts Service” de la sociedad Americana de Quimica.

3.2.11.- Efecto del tratamiento con electrones acelerados en la capacidad de union del

plasma en polvo utilizado para elaborar jamones curados reestructurados

Este estudio se realizd con sistemas modelo de jamones curados reestructurados (MJR)
preparados a partir de trozos de carne fresca de cerdo y utilizando plasma en polvo (PP) de
origen porcino como agente aglutinante en frio. Los sistemas modelo se procesaron de

acuerdo con el diagrama de flujo que se muestra en la Figura 12.

El estudio se realiz6 con 32 modelos. La mitad de ellos (16) se contaminé con L. innocua
(CL) y se utilizaron para el estudio microbiolégico y la otra mitad no se contamind (NC)
siendo estos modelos los que se utilizaron para estudiar la evolucién de los parametros fisico-

quimicos, la fuerza de pegado del agente de ligazdn utilizado y la microestructura.

Todos los modelos, contaminados o no, fueron sometidos inicialmente a una fase de
pegado, para conformar las piezas carnicas reestructuradas, y luego se llevaron a las fases
de salazon y post-salado. Posteriormente, la mitad de los modelos contaminados con L.
innocua (8) se sometieron a un tratamiento con electrones acelerados (CL-T) y los ocho
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restantes no se trataron, utilizandose en consecuencia como control (CL-NT). ElI mismo
procedimiento se realiz6 con los 16 modelos que no se contaminaron con Listeria: 8 se
trataron con electrones acelerados (NC-T) y los restantes, no (NC-NT). Finalmente, todos

los modelos fueron sometidos al periodo de secado- maduracion.

Piezas de carne + Plasma en polvo  ------ » Materia prima
CL NC

Fase de pegado .
------ » Piezas restructuradas

Fase de salazén

Fase de post-salado

— L

Tratamiento

CL-NT% CL-T NC-T NC-NT§
v v v v

Fase de secado-maduracion

______ » Modelos (MJR)

Figura 12. Diagrama de flujo del proceso. CL: Muestra contaminada con Listeria; NC:
Muestra no contaminada; CL-NT: Muestra contaminada con Listeria y no tratada; CL-T:
Muestra contaminada con Listeria y tratada con electrones acelerados; NC-NT: Muestra no
contaminada y no tratada; NC-T: Muestra no contaminada y tratada con electrones
acelerados; MJR: Modelo de jamén curado reestructurado.

3.2.11.1.- Elaboracion de modelos de jamon curado reestructurado (MJR)

Para simplificar el ensayo y facilitar el manejo en el laboratorio, se desarrollaron unos

modelos con los que se reprodujo a pequefia escala un jamén curado reestructurado.

Se parti6 de 7 perniles de cerdo frescos enteros deshuesados. Se perfilaron retirando los
bordes externos y las porciones mas distales de modo que se pudiesen obtener piezas con un
contorno regular y homogéneo que permitiera un buen manejo de las piezas en fresco. La

reestructuracion de las piezas carnicas se visualiza en la Figura 13.

De cada pernil perfilado se cortaron cinco piezas de 1 kg de peso, aproximadamente
(Figura 13A) obteniéndose un total de 35 piezas, de las cuales 16 fueron seleccionadas
aleatoriamente para su contaminacién con L. innocua (ver siguiente apartado) y otras 16 se

mantuvieron sin contaminar, descartandose las tres restantes. Luego, cada pieza se cort6 por
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la mitad horizontalmente quedando abierta "como un libro™ (Figura 13B) y las dos
superficies se espolvorearon con aproximadamente 20 g de PP distribuyéndolos de forma
homogénea por toda la superficie expuesta (Figura 13C). Posteriormente se unieron las dos
superficies espolvoreadas. Luego las piezas ya conformadas se envasaron a vacio y se
mantuvieron a 4°C durante 24 h con el fin de favorecer su union (Figura 13E) (fase de
pegado). Después de este periodo, las piezas cérnicas ya reestructuradas fueron retiradas de
las bolsas de plastico (Figura 13F) y se pasé a convertirlas en modelos de jamén curado

restructurado.

Figura 13. Proceso de elaboracién de las piezas carnicas restructuradas: A. Piezas carnicas
originales (1 kg aprox); B. Corte horizontal de la pieza carnica (abierto “como un libro”); C.
Plasma en polvo espolvoreada sobre las superficies de corte ; D. Colocacion de la loncha de
carne contaminada con Listeria sobre la superficie de corte espolvoreada con plasma en
polvo; E. Reconstitucion de la pieza carnica y envasado a vacio para la fase de pegado; F.
Vista de la pieza carnica restructurada para someterse al proceso adaptado de fabricacion.

En estas piezas se realizaron los analisis fisicos-quimicos, la determinacion de la fuerza
de pegado y la microestructura de la zona de pegado a lo largo del procesado: fases de

pegado, salado, post-salado, y a la mitad y al final del periodo de secado-maduracion.
3.2.11.2.- Contaminacién de las piezas carnicas restructuradas

Se prepararon lonchas de carne magra de cerdo (10 g de peso, aproximadamente), en cuyo
centro se deposit6 un inoculo con aproximadamente 10° células de L. innocua NCTC 11288.
Este microorganismo se revitalizé de acuerdo a lo descrito anteriormente (véase apartado
3.2.1).

Las lonchas contaminadas se doblaron sobre si quedando el inoculo en el interior. Se
formaron asi pequefios paquetes que se ataron con un cordel largo, y que se dispusieron en
el modelo sobre una de las superficies de corte ya espolvoreada con el PP (Figura 13D). Los
extremos del cordel se dejaron por fuera para facilitar su posterior localizacion.

Finalmente, las piezas se envasaron a vacio para su pegado y siguieron el procesamiento
descrito anteriormente hasta la obtencion de MJR contaminados; la mitad de ellos fueron

irradiados y la otra mitad no. En estas piezas se realizaron recuentos de L. innocua a lo largo
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del procesado: fases de pegado, salado, post-salado, y al inicio, a la mitad y al final del

periodo de secado-maduracion.
3.2.11.3.- Establecimiento de las condiciones de procesado para los MJR

En primer lugar, se hicieron diferentes pruebas intentando establecer una equivalencia
entre las condiciones de procesado de los jamones curados convencionales y las que serian
necesarias para estos modelos. El estudio se realizé en camaras a temperaturas y humedad
relativa en torno a los valores utilizados en un jamon convencional (Asensio y Diaz, 2001,
Ventanas y Cava, 2001; Toldra y Aristoy, 2010; Estévez y col., 2015; Bosse y col., 2018) e
intentando ajustar las condiciones de cada una de las etapas al peso de las piezas en cada
fase. Se fueron determinando los parametros fisico-quimicos (pH, aw, humedad, cantidad de
sal) de los modelos a lo largo del procesado y se realizaron cuantos ensayos fueron
necesarios hasta comprobar que las condiciones establecidas permitian obtener unos
jamones a pequerfia escala, cuyas caracteristicas fuesen lo mas similares posible a las de un
jamon convencional. Asi, las condiciones mas adecuadas para el tamafio de nuestros

modelos fueron las siguientes:

Fase de salazdn: Las piezas reestructuradas se cubrieron con una mezcla de sal gruesa y

fina (1/1, p/p) adquiridas en un comercio local, y se mantuvieron a 4°C durante 18 h por kg
de pieza con un 90% HR. Transcurrido este tiempo, se elimino la sal pegada en la superficie
mediante un cepillado.

Fase de post-salado: Se desarroll6 durante 3 dias a 4°C y 80-90% HR para favorecer la

distribucion de la sal por el interior de la pieza.

Una vez finalizada esta fase, los modelos se dividieron aleatoriamente en dos grupos: uno
de ellos no recibio tratamiento y el otro fue sometido a tratamiento con electrones acelerados
a una dosis de 2 kGy de forma bilateral y de acuerdo con lo descrito anteriormente.

Fase de secado/maduracion: Todas las piezas, irradiadas o no, se llevaron a una camara

donde se mantuvieron a 15°C y 80% HR hasta el final del proceso. Este periodo durd
aproximadamente 33 dias.

3.2.11.4.- Analisis de los parametros fisico-quimicos

A lo largo del procesado, se fueron tomando muestras para hacer un seguimiento de los

parametros fisico-quimicos. Las medidas de cada muestra se efectuaron por triplicado.
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Actividad de agua (aw)

Se llevo a cabo utilizando un higrometro de punto de rocio. Las medidas se realizaron a
una temperatura de 25°C introduciendo en la cubeta del higrometro una céapsula con
aproximadamente 2 g de muestra picada en trozos pequefios (< 5 mm). Tras 1 0 2 min

aproximadamente, cuando se alcanza el punto de rocio, el aparato proporciono la lectura.

pH
Para la determinacion del pH se homogenizo 1 g de las muestras con 9 ml de agua
destilada (1:10) (w/v) en un Stomacher y durante 1 min. EIl pH de la dilucidon resultante se

midio a temperatura ambiente con un pH-metro.

Humedad, cenizas y contenido de sal

El contenido de humedad se determind segun el método descrito por la AOAC (2011)
utilizando cépsulas de porcelana deshidratadas mediante calentamiento en una estufa a
110°C durante 2 h. Tras enfriamiento en un desecador, las capsulas se pesaron vacias en una
balanza de precision. Posteriormente se pesaron en ellas 2 g de la muestra fresca. Se
deshidrataron a 110°C hasta peso constante, se enfriaron en un desecador de vidrio durante
20 min 'y se pesaron de nuevo. El extracto seco, en porcentaje, se obtuvo de la relacion entre
el peso de la muestra seca y el de la muestra fresca multiplicado por 100. El porcentaje de
humedad se obtuvo restando del 100% el extracto seco.

La determinacion de cenizas se hizo en en un horno mufla a 550°C hasta peso contante
en aproximadamente 24 h. El contenido de cenizas se calculé mediante la relacion entre el
peso de las cenizas y el de la muestra fresca y se expresé por 100 g de producto.

El contenido de sal se estimd como la diferencia entre el contenido de cenizas de una

muestra fresca y una procesada (Romero de Avila y col., 2010).
3.2.11.5.- Analisis microbiol6gicos

Para extraer las muestras y proceder al analisis microbiol6gico, los MJR contaminados se
abrieron con la ayuda de un cuchillo y se localizaron los paquetitos contaminados siguiendo
el cordel. Con la ayuda de un bisturi se extrajo el paquetito, circunscrito por el mismo cordel,
y aproximadamente 5 mm de material alrededor del mismo para asegurar su extraccion total.
El conjunto extraido se colocé en una bolsa de Stomacher y se homogeniz6 con 40 ml de
suero fisioldgico estéril durante 2 min en un Stomacher. Finalmente se realizaron diluciones

decimales y recuentos microbioldgicos, tal como se describe en el apartado 3.2.2.
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3.2.11.6.- Determinacion de la fuerza de pegado del plasma en polvo (PP)

Para determinar la fuerza de pegado (fuerza de union o ligazén) del PP en los modelos de
jamones curados reestructurados, se realizd un ensayo de traccion uniaxial segun lo descrito
por Romero del Avila y col. (2014b), utilizando el texturometro TA.XT2i Stable Micro
System Texture Analyser. Para ello se tomaron muestras de aproximadamente 0,4 cm de alto
x 2 cm de ancho x 2 cm de largo utilizando un bisturi y asegurando que la linea de pegado
estuviera siempre en el centro de la muestra. Las pinzas A/MTG fueron colocadas a una
distancia de 15 mm entre si. Una de las pinzas de traccion se fijo en la base del texturometro,
mientras que la otra se fijo a la célula de carga (Figura 14). Las muestras se sujetaron entre
las dos pinzas y el ensayo se realizé aplicando una traccién constante de 0,5 mm/s hasta la
ruptura. Se realizaron 10 pruebas por cada pieza en los dias antes mencionados. La fuerza
de ruptura se determind como la altura mé&xima del pico de fuerza (N) necesaria para romper
la muestra y a partir de ella se calcul6 la fuerza de union segin la siguiente expresion:

Fuerza de ruptura (N)

Fuerza de pegado (N/CM?) = —-m-mmmmmmmmmmm oo oo
Area de la muestra (grosor x ancho)

P ——
eooec o
T

Figura 14. Texturémetro TA.XT2i Stable Micro System Texture Analyser utilizado en las
determinaciones de la fuerza de pegado. A la derecha se observa la sonda A/IMTG durante
el ensayo.

3.2.11.7.- Determinacion de la microestructura

La microestructura de la linea de pegado de los modelos reestructurados se visualizd
mediante microscopia electronica de barrido (SEM). El estudio se realizo en las instalaciones
del Laboratorio de Microscopia y Citometria de la Universidad Complutense de Madrid. El

microscopio de barrido utiliza un haz de electrones que impacta sobre la superficie de la
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muestra forzando la produccion de electrones secundarios y electrones retrodispersados que,
finalmente, son conducidos a un detector que permite la posterior representacion grafica en
forma de imagen. Esta técnica requiere muestras que primero se hayan deshidratado para

después hacerlas conductoras, con un metal pesado.

Con ayuda de un bisturi se cortaron pequefios cubos de aproximadamente 0,5 cm de lado,
asegurando que la linea de pegado estuviera siempre en el centro. Las muestras se fijaron
durante 5 h a 4°C en el buffer milling y posteriormente se realizaron dos lavados de 10 min
cada uno con agua destilada. Luego se deshidrataron por inmersion en soluciones de acetona
de concentraciones crecientes (30%, 50%, 70%, 80%, 90% y 100%) manteniéndose dos

veces durante 15 min en cada una de ellas.

Finalmente, las muestras se secaron en didxido de carbono en punto critico liquido, se
cubrieron con oro y grafito y se mantuvieron en un desecador hasta el momento de la
visualizacion. Las micrografias de cada muestra se tomaron por el SEM con diferentes
aumentos (x100, x1000 y x5000) en un minimo de cinco fotografias representativas en cada
aumento y se seleccionaron las mas representativas. Las muestras se tomaron al final de la

fase de post-salado y secado-maduracion.

3.2.12.- Efecto de los electrones acelerados sobre la expresion de los genes de virulencia

(pIcA, hly e iap) y de respuesta al estrés (sigB) de Listeria monocytogenes.

El estudio de la expresion génica fue realizado en el Instituto Universitario de
Investigacion de la Carne y Productos Carnicos (IProCar) de la Facultad de Veterinaria de

la Universidad de Extremadura.
3.2.12.1.- Preparacion de las muestras

Para este ensayo, se prepararon 84 lonchas de jamon curado de 10 g y cada una de ellas
fue contaminada por inmersién durante 10 s en una suspension que contenia
aproximadamente 9 log UFC/mI de L. monocytogenes S4-2 (serotype 1/2b). Posteriormente,
todas las lonchas fueron envasadas a vacio y transportadas para su tratamiento con electrones
acelerados. Unas muestras se dejaron sin tratar (grupo control), y a las muestras restantes se
aplicaron dosis de 1, 2 y 3 kGy. Posteriormente, se almacenaron durante 30 dias a
temperaturas de 7 y 15°C. Ambas consideradas como abuso de temperatura durante el
almacenamiento de alimentos a nivel de operadores de empresas alimentarias, minoristas y
consumidores (CRL/AFSSA, 2008). Los analisis se realizaron por triplicado a los 0, 7, 15y

30 dias de almacenamiento.

109



En el dia del analisis, cada loncha se homogenizd con suero fisioldgico estéril en una
bolsa de Stomacher con filtro y se realizd un recuento microbiolégico (apartado 3.2.2) para
determinar el efecto listericida del tratamiento. EI homogeneizado restante se utilizo para los

ensayos posteriores.

3.2.12.2.- Extraccion de ARN

Para la extraccion de ARN se utilizo el kit comercial de extraccidon The MasterPure™

RNA Purification Kit y se procedi6 siguiendo el protocolo descrito por el fabricante.

Se tom6 1 ml del homogenizado obtenido en el paso anterior, se colocé en microtubos
Eppendorf de 1,5 ml y se centrifugd a 10000 rpm a 4°C durante 10 min, que son las
condiciones que se usaron en todos los procesos de centrifugacion en este apartado. Se retird
el sobrenadante con una pipeta y el sedimento se resuspendié en 300 ul de la solucion de
lisis celular 1. La mezcla se incub6 a 65°C por 15 min, agitdndose cada 5 min y, una vez
finalizado este paso, se introdujo en hielo durante 5 min para detener la reaccion. Luego se
afiadieron 300 pl de cloroformo y se centrifug6 con el fin de descartar la grasa presente. Se
transfirieron 200 pl del sobrenadante a un nuevo microtubo de 1,5 ml y se afladieron 175 pl
del detergente de precipitacion de proteinas homogeneizando con un agitador durante 10 s

antes de centrifugarlo en las condiciones antes descritas.

El sobrenadante obtenido, que contenia el material genético, se transfirié a un nuevo
microtubo al que se afiadieron 500 pl de isopropanol; la mezcla se llevo a -20°C durante 20-
30 min y luego se centrifugd. Se retird el sobrenadante que contenia el isopropanol
procurando mantener intacto el sedimento con el material genético. Este sedimento se
suspendid en 200 ul de la solucion de DNAsay se incubd a 37°C por 15 min. Posteriormente,
se agregaron 200 pl de solucion de lisis celular 2 y 200 pl del detergente de precipitacion
proteica. La nueva mezcla, ahora de apariencia blanquecina, se colocé en hielo 5 min antes
de centrifugarlo. EI sobrenadante, que contenia el ARN, se transfirié a otro microtubo de
1,5 ml al que se agregaron 500 pl de isopropanol y se volvio a centrifugar. El sedimento
resultante, se lavo con 200 pl de etanol 70% y se volvid a centrifugar. Se retird el
sobrenadante conteniendo el etanol, y el sedimento con el ARN se resuspendio en 35 pl del
buffer TE. Finalmente, se determinaron la concentracion y pureza del ARN presente en cada
suspension midiendo la absorbancia, a 260 y 280 nm, en el espectofotometro NanoDrop.
También se evaluo 1 pl del buffer TE a modo de blanco. Finalmente, la muestra se congeld

a -80°C hasta su analisis posterior.
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La concentracion de acidos nucleicos en la muestra se calculo teniendo en cuenta que
una densidad éptica de 1, leida a 260 nm, corresponde aproximadamente a 40ug/ml de ARN.
La relacion de las absorbancias a 260 y 280 nm (Azs0/280) proporciona una estimacion de la

pureza del &cido nucleico, siendo valores adecuados los comprendidos entre 1,8 y 2.
3.2.12.3.- Sintesis del ADN complementario

La sintesis de ADN complementario (ADNCc) se realiz6 mediante la técnica denominada
retrotranscripcion (transcripcion inversa), el cual sintetiza una cadena de ADN a partir de
ARN gracias a una polimerasa dependiente de ARN conocida como retrotranscriptasa o
transcriptasa inversa; por ende, para obtener el ADNc se usé el ARN extraido previamente
y mantenido en congelacion. La concentracion de ARN se normaliz6 con agua Milli-Q a 25-
50 ng/pl, y posteriormente se sintetizo el ADNc mediante el kit PrimeScrip™ Reagent. Para
ello, se colocaron 5 pl de la mezcla de reactivos del kit (Tabla 6) y 5 ul del ARN previamente
normalizado (mezcla denominada “master mix”’) en microtubos de 0,1 ml, y la mezcla se
Ilevd a un termociclador en las siguientes condiciones: un primer ciclo a 37°C por 15 min
(para la transcripcion inversa) seguido de un ciclo a 85°C por 5 s (para la inactivacion de la
enzima) y una etapa final de enfriamiento a 4°C. En cada ensayo se incluy6 un blanco en el
cual se reemplazod el ARN por 5 pl de agua desionizada estéril. EI ADNCc resultante se

almaceno a -20°C para su analisis posterior.

Tabla 6. Mezcla de reactivos para la reaccion de transcripcion inversa

Reactivo ul (x1)
N1 (Buffer, dNTP) 2,0 pl
N2 (retrotranscriptasa) 0,5 ul

N3 (Oligo dT) 0,5 ul
N4 (Ramdom dT) 0,5 ul
N5 (agua de PCR) 1,5 ul

3.2.12.4.- Evaluacion de los genes de virulencia pIcA, hly, iap y de respuesta al estrés

sigB

En este ensayo se procedié a la amplificacion de genes de respuesta al estrés sigB, los
genes de virulencia plcA, hly e iap y un el gen constitutivo IGS (Intergenic region spacer,
rRNA 16S y 23S). Este gen constitutivo se amplifico simultdneamente junto con los genes

diana como control de los procesos, es decir, como un control de amplificacién interna
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(Hoorfar y col., 2003), de forma similar a lo descrito en estudios previos (Rantsiou y col.,
2012; Aliay col., 2019), a fin de asegurar la idoneidad de la extraccion del RNA, de sintesis
del ADNc vy, en general, evitar la presencia de falsos negativos. Los cebadores y sondas
usadas se muestran en la Tabla 7. La amplificacién de estos genes se realizo en un equipo
de gPCR (ViiA™ 7 Real Time PCR System) y la expresion de los genes diana (plcA, iap,
hly y sigB) se cuantifico con la ayuda del software del equipo (Viia 7 V.1.2.2).

Para la amplificacion de ADNc se usaron las proporciones de reactivos y condiciones
descritas por Alia 'y col. (2019). Para el ensayo, 5 ul del ADNc previamente sintetizado se
diluyeron en 45 pl de agua de PCR (1:10). En todas las reacciones de qPCR se usaron
protocolos de la metodologia TagMan. Se llevaron a cabo en un volumen final de 12,5 pl,
que contenia 2,5 pl del ADNc, 7ul de Premezcla Premix ExTaq™, 0,125ul del colorante de
referencia 50x ROX™, diferentes concentraciones de los cebadores y sondas
correspondientes a cada gen evaluado (Tabla 7) y se completaba con agua de PCR. En todas
las reacciones se incluyeron tres muestras control con agua desionizada estéril en lugar de

ADNCc. Cada una de las muestras de ADNc se amplifico por triplicado.

El ndmero de copias de genes se determind interpolando el valor del ciclo de
cuantificacion (o ciclo de la gPCR en que se detecta el primer incremento de fluorescencia)
de la muestra de ADNCc analizada en las curvas estandar determinadas previamente para cada
uno de los genes estudiados de acuerdo con la metodologia descrita por (Alia,2019). El
resultado obtenido fue la expresion génica absoluta.

A continuacion, se establecid una relacion entre la expresion génica absoluta y el nimero
de listerias supervivientes a cada uno de los tratamientos aplicados (Log [copias del
gen/(UFC/g)]).
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3.2.13.- Analisis estadistico
3.2.13.1.- Microbiologia y curvas de penetracion

Las ecuaciones de regresion, los coeficientes de determinacion (valores de R?) de las
curvas de supervivencia, los limites de confianza del 95% de los valores D y el test F, que
compara los valores D, asi como la determinacidn de las reducciones decimales obtenidas
tras el tratamiento con electrones acelerados, se calcularon utilizando el programa Excel
2016 (v16.0) (Microsoft, Redmond, Washington, Estados Unidos).

Las curvas de penetracion de los electrones acelerados se obtuvieron representando la
dosis absorbida/el porcentaje de absorcidn de la dosis (dosis absorbida/dosis aplicada x 100)
vs. la distancia desde la superficie del jamon, y sus correspondientes coeficientes de
determinacion R? también se estimaron utilizando Excel (Microsoft, Redmond, Washington,
Estados Unidos).

3.2.13.2.- Analisis sensoriales

El nivel de significancia de los datos obtenidos en la prueba de ordenacion fue
determinado mediante la suma de puntuaciones de Friedman de acuerdo al modelo de Joanes
(1985) y las tablas de valor critico propuestas por Christensen y col. (2006).

Los datos obtenidos de la prueba de nivel de agrado se analizaron mediante un analisis
de varianza (ANOVA) unifactorial con la ayuda del programa Statgraphics Centurion XVIII
(Statistical Graphics Corp., Herdon, Estados Unidos). La significacion estadistica se

establecio en p < 0,05.
3.2.13.3.- Parametros fisico-quimicos y fuerza de pegado

Para establecer la significancia de los parametros fisico-quimicos (aw, pH, humedad,
cenizas y extracto seco) y la fuerza de pegado entre MJR no irradiados e irradiados se utilizo
la prueba T de Student.

Para determinar si la fuerza de pegado del PP presenta diferencias significativas durante

las fases de procesamiento de las MJR no irradiadas, se utiliz6 un ANOVA unifactorial.
Las diferencias se consideraron significativas a valores p < 0,05.

Los datos se analizaron utilizando el software IBM SPSS Statistics v23.0 para Windows
(SPSS Inc., Chicago, IL, Estados Unidos).
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3.2.13.4.- Expresion de genes de respuesta al estrés y de virulencia

Se comprobo la normalidad de los datos obtenidos en cada grupo con la prueba de
Shapiro-Wilk. Se realiz6 un ANOVA unifactorial y una comparacién multiple mediante la
prueba de Tukey para determinar la significancia en la expresion génica absoluta de cada
gen (plcA, iap, hly y sigB) teniendo en cuenta el efecto de la dosis, la temperatura (7 y 15°C)
y el tiempo (1, 7, 15 y 30 dias) de almacenamiento. Este mismo analisis se realizo con los
datos obtenidos de los recuentos microbioldgicos y de la relacion entre la expresion génica
absoluta y el nimero de células supervivientes (Log [copias del gen/(UFC/g)]). Los anélisis
se realizaron utilizando el software IBM SPSS Statistics v23.0 para Windows (SPSS Inc.,

Chicago, Estados Unidos). La significacion estadistica se establecio en p <0,05.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION
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El jamén curado es uno de los productos carnicos mas representativos en paises
mediterraneos como Espafia o Italia y posee unas propiedades sensoriales unicas que le han
valido tener gran aceptacion y reconocimiento en todo el mundo. Ademas, es un producto
estable microbioldgicamente, por tanto, de larga vida util, por su baja actividad de agua (<

0,92) y elevada concentracion de sal (Asensio y Diaz, 2001; Toldra y Aristoy, 2010).

En la actualidad, el jamén curado en formato deshuesado tiene una aceptacion cada vez
mayor a nivel industrial y de consumidor. Es una pieza de jamén que, tras la eliminacion del
hueso, se envasa entero a vacio, lo que facilita su conservacion, manejo posterior y le
confiere un aspecto atractivo. El deshuesado es una operacidn cada vez mas necesaria, para
la exportacion a paises no familiarizados con el producto con hueso, ya que facilita el corte
del producto en otras presentaciones comerciales (lonchas, bloques, centros, trozos, etc.)
cada vez més demandadas. Baste decir que en el 2018, el 77% de las exportaciones espafiolas
de jamodn curado fueron en este formato (Rodriguez, 2018; Mercasa, 2019).

Sin embargo, el deshuesado supone una manipulacién adicional que incrementa el riesgo
de contaminacion con microorganismos del entorno industrial, algunos de ellos patégenos,
como Listeria monocytogenes. Por ello, diferentes organizaciones internacionales (ICMSF,
2002; FAO/WHO, 2004; Comision Europea, 2007) han establecido como criterio
microbiologico de seguridad un méaximo de 100 UFC/g para alimentos que no favorecen el
crecimiento de Listeria, como el jamon curado. Sin embargo, desde el punto de vista
comercial, la presencia de una célula de L. monocytogenes, constituye un problema para su
exportacion a paises en los que rige un criterio de “tolerancia cero” (ausencia en 25 Q)
(lvanek y col., 2005; FSIS, 2014, 2015; Neri y col., 2019), ya que supondria la retirada del

producto.

Resulta imprescindible, por lo tanto, la aplicacion de tratamientos adicionales,
fundamentalmente no térmicos, capaces de eliminar Listeria manteniendo a la vez las
caracteristicas sensoriales propias que le hacen ser uno de los productos carnicos mas
preciados y valorados. Uno de estos tratamientos es la irradiacion mediante la aplicacion de
electrones acelerados, que ha demostrado su versatilidad para garantizar el cumplimiento de
los estandares de inocuidad de diferentes alimentos sin que se produzcan pérdidas
significativas en su calidad (Roberts, 2014; Li y Farid, 2016; Pillai y Shayanfar, 2017). De
hecho, varios autores han descrito su eficacia para reducir la carga de L. monocytogenes
hasta niveles seguros en diversos productos carnicos (Foong y col., 2004; Cabeza y col.,
2007, 2009, 2010; Hoz y col., 2008; Benedito y col., 2011; Cambero y col., 2012; Garcia-

Marquez y col., 2012ab; Kudra y col., 2012; Yim y col., 2016; Any col., 2017, 2018).
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Sin embargo, uno de los inconvenientes de esta fuente de irradiacion es su limitada
capacidad de penetracion, ya que varia en funcion de las dimensiones y la densidad de la
matriz del alimento (Mehta y O'Hara, 2006; Tahergorabi y col. 2012, 2014), lo que
compromete su efectividad en productos voluminosos y heterogéneos en composicion y
densidad (Farkas, 2006; Corlis y col., 2008; IAEA, 2015). El jamén curado tiene mayoritaria
carne magra pero también una capa de grasa subcutanea o incluso grasa infiltrada cuya
respuesta al tratamiento puede ser diferente. Por lo tanto, resultaria de gran interés estudiar
la efectividad de los electrones acelerados en el control de Listeria en jamones curados

deshuesados en funcién de estos parametros.

Por todo lo anteriormente expuesto, el planteamiento del trabajo ha sido establecer las
condiciones de tratamiento con electrones acelerados méas adecuadas para eliminar Listeria
monocytogenes del jamon curado deshuesado y alcanzar asi el objetivo de seguridad
alimentaria para este patdgeno sin provocar cambios significativos en sus propiedades

sensoriales.

Para ello, se ha estudiado en primer lugar la cinética de inactivacion de diferentes cepas
de L. monocytogenes, previamente seleccionadas, frente al tratamiento con electrones
acelerados. Posteriormente, se ha determinado la capacidad de penetracion de los electrones
acelerados en jamones curados deshuesados, asi como el efecto del grosor y de la
composicion del jamén. En el primer caso, se prepararon lotes de jamones clasificados en
funcion de su grosor, aplicando una dosis diferente en cada lote y se comprobd el efecto
listericida de los tratamientos. Ademas, se ha desarrollado un modelo matematico que
permite estimar la penetracion de los electrones acelerados en este producto teniendo en
cuenta el grosor de la capa de grasa subcutanea. Esta parte del trabajo se ha complementado
con un estudio del efecto de los electrones acelerados en la calidad sensorial del producto y
en la formacién de compuestos volatiles, proponiéndose algunos de ellos como marcadores
del tratamiento. Con los datos recabados se establecieron las condiciones de tratamiento mas

adecuadas para alcanzar el objetivo de seguridad alimentaria propuesto.

Posteriormente, y debido a que los jamones curados reestructurados constituyen una
buena alternativa, ademas de econdmica, al producto tanto convencional como deshuesado,
se ha procedido a estudiar el efecto del tratamiento propuesto en la higienizacion del
producto reestructurado y las propiedades del agente de ligazén en frio utilizado para su

elaboracion.
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Por ultimo, se ha analizado el efecto de los electrones acelerados sobre la expresion de
los genes de respuesta al estrés (sigB) y de virulencia (plcA, hly e iap) de las células de
Listeria monocytogenes que han sobrevivido al tratamiento, asi como su posible repercusion
en la seguridad microbioldgica del jamon curado. Ni el autor ni los directores de esta Tesis
tienen conocimiento alguno de estudios realizados sobre la materia hasta la fecha, lo que le

confiere un caracter novedoso.

4.1.- Evaluacion del riesgo microbioldgico y estimacion de los parametros relacionados

Para evaluar el riesgo microbioldgico y estimar los parametros relacionados con el fin de
establecer el tratamiento adecuado para la higienizacion del jamdn curado respecto a L.
monocytogenes, se considerard, en primer lugar, el objetivo de seguridad alimentaria (FSO),
ya que las regulaciones del criterio microbiologico en relacion a este microorganismo para
los productos alimenticios estan en funcion de este parametro y difieren entre las normativas
establecidas. EI FSO se define como el maximo nivel de un peligro, en este caso
microbioldgico, de un alimento en el momento de su consumo que proporciona un nivel

adecuado de proteccion al consumidor (Gorris, 2005).

De acuerdo con el Reglamento (CE) N° 1441/2007 de la Comision Europea sobre los
criterios microbioldgicos aplicables a los productos alimenticios (Tabla 8), se ha establecido
un FSO <100 UFC/g (2 log de UFC) para L. monocytogenes en productos que no favorecen
su crecimiento, como el jamon curado. EI mismo reglamento considera que los productos
con un pH < 4,4 o aw < 0,92, o productos con pH < 5,0 y aw < 0,94, se consideran
automaticamente pertenecientes a la categoria de alimentos RTE que no favorecen el
crecimiento de L. monocytogenes. EI mismo criterio microbiologico se aplica en Canada
(Health Canada, 2011), Australia y Nueva Zelanda (Australian Government, 2017). Sin
embargo, en Estados Unidos se establece un criterio de “tolerancia cero” (ausencia en 25
gramos) para todos los alimentos, lo que corresponde a un FSO < 4 UFC/100 g (-1,39 log
UFC). Por tanto, la presencia de este microorganismo, desde un punto de vista comercial,
puede ser un problema para la exportacion de alimentos a paises en los que rige un criterio

de tolerancia cero (lvanek y col., 2005; USDA/FSIS, 2011; Neri y col., 2019).
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Tabla 8. Limites maximos permitidos en la Union Europea para L. monocytogenes en
productos RTE

Categoria de alimentos Limite

Ausencia

Alimentos RTE destinados a los lactantes y usos médicos especiales en 25 g

Alimentos RTE que favorecen el crecimiento de L. monocytogenes

e Si el fabricante puede demostrar que el producto no superara este | 100 UFC/g
valor durante su vida dtil

e Sino se puede demostrar que no superara el valor durante su vida Gtil | Ausencia
en25g

Alimentos RTE que no favorecen el crecimiento de L. monocytogenes 100 UFC/g

Fuente: Comision Europea (2007)

Para la higienizacidn del producto mediante la aplicacion de un tratamiento con electrones
acelerados es necesario determinar, en primer lugar, el criterio del rendimiento (CR) que se
define como el efecto necesario en una etapa o conjunto de etapas que contribuye a asegurar
que se cumple el FSO, es decir, qué disminucién en el niUmero de microorganismos tiene
que conseguir el tratamiento para alcanzar el criterio microbioldgico pertinente. EI CR puede

calcularse mediante la expresion de la ICMSF (2002):
Ho - CR + A=FSO

Siendo Ho, la contaminacion inicial y A, el aumento del nimero de células durante la vida

atil del alimento.

El jamén curado se considera un producto microbiolégicamente estable, es decir,
pertenece a la categoria de productos que no favorecen el crecimiento de L. monocytogenes,

por lo que A =0.

Necesitamos conocer, ademas, la contaminacion inicial (Ho) del producto. Dado que L.
monocytogenes es un microorganismo ubicuo que se encuentra en practicamente todas las
instalaciones de la industria alimentaria, podemos asumir la consideracion hecha por la
ICMSF (2002) para numerosos productos carnicos cocidos de 10 células/g en el peor de los

casos. Por lo tanto, consideramos un valor de Ho = 10 células/gramo (Log = 1).

Sustituyendo estos valores en la expresion anterior, se calcula que, para alcanzar un FSO
de 100 células/gramo (Log = 2), superior a la contaminacion inicial, no es necesario reducir

el nimero de listerias. Sin embargo, en aquellos paises en los que rige el criterio de tolerancia
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cero (Log = -1,39) se estima un CR de 2,39, es decir, el tratamiento que se aplique ha de

ocasionar 2,39 reducciones decimales.

4.2.- Control de Listeria monocytogenes en jamén curado deshuesado mediante el

tratamiento con electrones acelerados

4.2.1.- Estudio de la cinética de inactivacion de Listeria y aspectos de seguridad

alimentaria

Se utilizaron cuatro cepas de L. monocytogenes (S2, S4-2, S12-1y S7-2, correspondientes
a los serotipos 1/2a, 1/2b, 1/2c y 4b, respectivamente) y una cepa de L. innocua (NCTC
11288). Las cepas patdgenas habian sido previamente aisladas por Ortiz y col. (2010) de
diferentes mataderos y plantas procesadoras de productos carnicos derivados del cerdo
Ibérico (més de 30 productos diferentes incluidos chorizos, salchichon, jamén Ibérico,
paletas, etc.). Estos autores describieron que las cepas S2 y S4-2 fueron aisladas con mayor
frecuencia en muestras del medio ambiente, equipos, canales porcinas, cortes de carne
(materia prima de los productos carnicos) y productos carnicos curados; la cepa S12-1 fue
identificada en muestras ambientales, canales y, en menor medida, en los productos carnicos
y la S7-2 se aislo principalmente de materia prima. Asimismo, estos serotipos han sido
aislados por otros autores de plantas de elaboracion de jamén curado en Espafia tanto durante

el procesamiento (D’ Arrigo Yy col., 2020) como en areas de posprocesado (Aliay col., 2020).

La cepa de Listeria innocua se utiliz6 como subrogada de la patégena debido a su mayor
radioresistencia (Cabezay col., 2007, 2009; Hoz y col., 2008; Cambero y col., 2012; Velasco
y col., 2015).

Para el estudio de la cinética de inactivacién, se cortaron lonchas de jamones deshuesados
que se contaminaron mediante inmersion en diferentes suspensiones bacterianas
correspondientes a cada una de las cepas sefialadas, de forma que cada loncha tenia una carga
aproximada de 9-8 log UFC/g. Las lonchas contaminadas se envasaron a vacio. Unas
muestras se trataron con electrones acelerados a diferentes dosis (0,5, 1, 2y 3 kGy). El resto
de las muestras, sin tratar, se emplearon como control. La metodologia utilizada esta

recogida en el apartado 3.2.4 de Material y Métodos.

Tras la aplicacion del tratamiento, se procedié al recuento de los microorganismos
supervivientes usando como medio Agar Palcam selectivo con los suplementos
correspondientes. Posteriormente, se representd graficamente el logaritmo de los
microorganismos supervivientes frente a la dosis de tratamiento, obteniéndose las curvas de
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supervivencia para las diferentes cepas de Listeria (Figura 15). En todos los casos, la
respuesta de Listeria al tratamiento con electrones acelerados se ajustd a una cinética de
primer orden, obteniéndose las correspondientes ecuaciones de supervivencia a partir de las
cuales se calcularon los valores D (dosis de reduccion decimal) como el inverso de la
pendiente (Tabla 9).

=
o

Log UFC/g
| ol N w SN ol (o)) ~ (00] ©

0 1 2 3
Dosis (kGy)

Figura 15. Curvas de supervivencia de Listeria monocytogenes S4-2 (o), S2 (4), S12-1 (o),
y S7-2 (¢) yL.innocua NCTC 11288 (@) en lonchas de jamon curado tratadas con electrones
acelerados

Tabla 9. Ecuaciones de supervivencia y dosis de reduccion decimal (D1o) para las diferentes
cepas de Listeria monocytogenes y Listeria innocua NCTC 11288 en lonchas de jamoén
curado.

Microorganismo Ecuacion de supervivencia R? D10 (kGy)
L. innocua NCTC 11288 Log UFC/g = 8,67 — 1,76 x Dosis 0,99 0,55
L. monocytogenes S2 Log UFC/g = 8,85 — 2,25 x Dosis 0,99 0,44
L. monocytogenes S4-2 Log UFC/g = 9,03 — 1,81 x Dosis 0,98 0,55
L. monocytogenes S12-1 Log UFC/g =9,12 — 1,94 x Dosis 0,97 0,52
L. monocytogenes S7-2 Log UFC/g = 9,25 — 2,14 x Dosis 0,99 0,47

Como puede observarse, L. innocua y L. monocytogenes S4-2 mostraron la mayor
resistencia al tratamiento, con un valor D de 0,55 kGy en ambos casos. Esta cepa S4-2 habia
sido previamente aislada por Ortiz y col. (2010) de forma persistente en toda la cadena de
produccién de los productos carnicos, pero sobre todo de muestras ambientales y de materia
prima. Ademas, esta cepa corresponde al serotipo 1/2b, uno de las predominantes tanto en
infecciones humanas (Orsi y col., 2011; Ryser y Buchanan, 2013) como en el entorno de
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produccién de alimentos en general (Meloni, 2015) y especificamente en diversas
superficies, equipos y utillaje en areas de posprocesamiento de los jamones curados
deshuesados, como loncheadoras, equipos de deshuesado, méaquinas de envasado a vacio,
etc. (Aliay col., 2020). Por otro lado, la similitud del valor D de L. innocua con el de la cepa
S4-2, como se ha descrito anteriormente, nos permitid utilizarla en experimentos posteriores,
evitando asi el riesgo que conlleva trabajar con la cepa patégena y facilitando el manejo en

el laboratorio.

Los valores D obtenidos en estos experimentos se encuentran en el intervalo descrito por
varios autores para Listeria spp. en diferentes productos céarnicos cocidos, como salchichas
tipo Frankfurt, mortadela (Foong y col., 2004; Sommers y col., 2003), rollos de pechuga de
pavo (Zhuy col., 2009) y jamon cocido (Cabeza y col., 2007), entre otros y en embutidos

crudos curados, como salchichon y chorizo (Cabeza y col., 2009).

Para calcular la dosis de irradiacion que hay que aplicar para conseguir el criterio de
rendimiento establecido en el apartado anterior (2,39 reducciones decimales), consideramos
el caso mas desfavorable, es decir, el valor D mas elevado (0,55 kGy). Mediante un sencillo
calculo, se estima que la dosis requerida para alcanzar el FSO de ausencia en 25 gramos es
de 1,32 kGy.

Este valor coincide con los obtenidos por numerosos autores (Cabeza y col., 2007, 20009,
2010; Hoz y col., 2008; Medina y col., 2009; Song y col., 2009; Garcia-Méarquez y col.,
2012ab; Velasco y col., 2015) quienes concluyeron que dosis de entre 1 y 2,5 kGy
prolongaba la vida atil y garantizaba la seguridad microbiol6gica respecto a L.
monocytogenes de diversos productos carnicos, pescados ahumados como el salmon

ahumado y el atin e incluso queso.

Ademas, la dosis calculada en este trabajo (1,32 kGy) es inferior a la recomendada para
carne de aves (2,5-7 kGy) (Patterson, 1989; Wood y Bruhn, 2000), carne roja (4,5 kGy)
(Wood y Bruhn, 2000), productos carnicos congelados de pato (3-7 kGy) (An 'y col., 2017)
y mortadela (3 kGy) (Sommers y col., 2003). La diferencia se debe, probablemente, a que la

mayor aw de estos productos favorece el crecimiento de Listeria durante su vida dtil.

4.2.2.- Efecto del tratamiento con electrones acelerados en la calidad sensorial de

lonchas de jamon curado

Con el fin de conocer el efecto del tratamiento de lonchas de jamén curado con diferentes

dosis irradiacion (0, 1, 2 y 3 kGy) en los atributos sensoriales del producto, se realizd una
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prueba de ordenacion (véase apartado 3.2.9.1 de Material y Metodos) a diferentes tiempos

durante el almacenamiento en refrigeracion (1, 15 y 30 dias).

Los resultados obtenidos indicaron que no hay diferencias significativas (p > 0,01) en
ninguna de las propiedades evaluadas (apariencia, olor, sabor y aceptabilidad general) entre
las muestras no tratadas y las tratadas con 1 y 2 kGy durante todo el periodo de
almacenamiento. Sin embargo, inmediatamente después del tratamiento (dia 0), se
detectaron diferencias significativas (p < 0,01) en el olor, sabor y aceptabilidad general entre
las muestras control (0 kGy) y las tratadas con 3 kGy. Asimismo, se encontraron diferencias
entre las tratadas con 1 kGy y con 3 kGy en la aceptabilidad general. En el anlisis realizado
a los 15 dias de almacenamiento a 4°C, los jueces unicamente encontraron diferencias en el
olor en las muestras tratadas con 3 kGy con respecto a las muestras control y las tratadas con
1 kGy, aunque dichas diferencias desaparecieron después de 30 dias de almacenamiento
(Tabla 10).

Tabla 10. Propiedades sensoriales de las lonchas de jamén curado irradiadas y no irradiadas
que mostraron diferencias significativas (p < 0,01) en la prueba de ordenacion después del
tratamiento (dia 0) y a diferentes dias (15 y 30 dias) de almacenamiento a 4°C.

Dosis (kGy) 0 1 2 3
0 AGo, Oo,15, So
1 AGo, O1s
2
3

AG: Aceptabilidad general; O: Olor; S: Sabor

Diferentes autores han descrito que la irradiacion puede alterar las propiedades
sensoriales de los alimentos y afectar significativamente a la aceptacion del producto por
parte de los consumidores (Stefanova y col., 2010; Kim y col., 2012; Feliciano, 2018; Ahn
y col., 2018; Ravindran y Jaiswal, 2019). Este hecho se debe, posiblemente, a que por efecto
de la irradiacién se forman radicales libres que interaccionan con algunos componentes de
los alimentos. Por ejemplo, la textura y viscosidad de algunos vegetales se deterioran a causa
de la accion de los radicales libres sobre algunos polisacaridos como celulosa, almidon y
pectina. Asimismo, el olor, sabor y aroma de muchos productos tambiéen se alteran debido
al efecto de estos radicales libres sobre los lipidos y los aminoacidos libres, en especial los
que contienen azufre, generando compuestos volatiles responsables del deterioro. Estos
radicales también pueden tener un impacto negativo en el color, relacionado directamente
con la dosis utilizada (Miller, 2005; Fan, 2013; Prakash, 2020).
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La disminucién de la calidad sensorial ha sido observada también en algunos estudios
realizados en productos carnicos (Fernanes y col., 2018; Kong y col., 2017; Jo y col., 2018;
Arshad y col., 2020), en los que la aplicacion de una dosis de 3 kGy afecta de forma negativa
a las caracteristicas organolépticas del producto. En nuestro caso, con dosis de hasta 2 kGy,
no se produjeron cambios significativos, por lo que se perfila como la dosis mas adecuada

para el tratamiento desde el punto de vista sensorial.

Nuestros resultados coinciden con lo descrito por otros autores, quienes no encontraron
cambios significativos en la calidad sensorial tras aplicar tratamientos con dosis de hasta 2
kGy de electrones acelerados en productos carnicos convencionales como el jamon cocido
(Benedito y col., 2011; Cabeza y col., 2007, 2010) e incluso en productos carnicos
funcionales (Selgas y col., 2009; Galan y col., 2010, 2011; Gamez y col., 2011). Asimismo,
Cércel y col. (2015) describieron que la aplicacion a hamburguesas y filetes de pechuga de
pollo de un tratamiento de irradiacion con dosis de 2,04 y 1,11 kGy, respectivamente, son
suficientes para obtener productos microbiolégicamente seguros manteniendo sus

propiedades sensoriales.

4.2.3.- Estudio de la capacidad de penetracion de los electrones acelerados en el jamén

curado deshuesado

Para este estudio se emplearon jamones deshuesados de tamario y peso similar. A partir
de ellos se cortaron y extrajeron bloques de jamén de acuerdo a la metodologia descrita en
el apartado 3.2.5 de Material y Métodos. Estos bloques se cortaron perpendicularmente en
tres partes y se colocaron dos dosimetros en cada superficie de corte y en las superficies
superior e inferior de cada bloque y se colocaron en el sitio que originalmente ocupaban en
cada jamon. Los jamones asi reconstruidos se trataron con dosis de 2, 4 y 6 kGy de forma
unilateral. Se sacaron de nuevo los bloques y se retir6 uno de los dos dosimetros de cada
superficie, se reconstruyeron de nuevo, se voltearon y se aplicé el mismo tratamiento por el
lado opuesto (tratamiento bilateral). Finalmente, se procedié a la lectura de las dosis

absorbidas en ambos tratamientos.

Con las lecturas obtenidas, se establecid una relacién entre la distancia de cada dosimetro
a la superficie del bloque y la dosis que habia absorbido en cada uno de los dos tratamientos
(Figura 16).

En todos los bloques se observé que la dosis absorbida en la superficie del producto (0
cm) era el 100% de la dosis aplicada. Sin embargo, a 2 cm de la superficie la dosis absorbida
era superior a la aplicada, del orden del 120%, aproximadamente. Este hecho puede
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explicarse por el fendbmeno de la retrodispersion o Efecto Compton descrito por diversos
autores (Venugopal y col., 1999; IAEA, 2002; Tahergorabi y col., 2012, 2014). Cuando los
electrones acelerados impactan en un atomo, provocan la expulsién de otros electrones
denominados secundarios, que proceden de las capas mas externas del atomo, que quedan
libres a raiz de este impacto. Estos electrones secundarios son absorbidos mas eficientemente
que los primarios debido a su menor energia, y el resultado es un aumento de dosis absorbida
a este nivel, causando la excitacion y posterior ionizacion de los componentes de los
alimentos. Jaczynski y Park (2003) y Kim y col. (2006ab, 2007, 2008 y 2010) también
observaron el efecto Compton tras la irradiacion de matrices alimentarias tan diversas como

surimi, canales de pollo, melones o brocolis.
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Figura 16. Porcentaje de dosis absorbidas a diferentes profundidades de bloques de jamén
curado deshuesado cuando se aplicaron tratamientos unilaterales con electrones acelerados
a diferentes dosis: 2 kGy (0), 4 kGy (0) y 6 kGy (e).

Sin embargo, a partir de los 2 cm de profundidad, la dosis absorbida disminuy6 de forma
importante; asi, a los 4 cm, se absorbi6 aproximadamente el 50% de la dosis aplicada, y ya
en torno a los 5 cm las dosis absorbidas fueron insignificantes. Este comportamiento fue el
mismo independientemente de la dosis aplicada y se ajusta al reportado previamente por
IAEA (2002, 2015). En los informes técnicos sobre dosimetria en la irradiacion de alimentos
de dicho Organismo, se ha descrito que, tras la aplicacion de un tratamiento unilateral con
electrones acelerados a un recipiente con agua como material de referencia, en la superficie
de este material la dosis absorbida es el 100% de la dosis aplicada y a una profundidad de

2,8 cm es del 130%. Sin embargo, la dosis absorbida empieza a decrecer a partir de este
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punto, siendo del 100% a los 4 cm y deja de absorberse a una profundidad aproximada de
6,5 cm. Las diferencias encontradas entre lo descrito para agua y nuestros resultados en el
jamon respecto a la dosis maxima absorbida a una determinada profundidad, se deberian
probablemente a la diferencia en la densidad de la matriz. Segun Satin (2002), el nivel de
penetracion de los electrones acelerados en los alimentos puede alcanzar hasta 8 cm y varia

dependiendo de la densidad de los alimentos, como se discutira mas adelante.

De acuerdo con estos resultados, si se tiene en cuenta que un jamén curado podria tener
un grosor superior a 10 cm, se puede establecer que con la aplicacién de un tratamiento

unilateral, incluso de 6 kGy, es imposible conseguir el FSO para Listeria monocytogenes.

En la Figura 17 se muestra la dosis que se absorbe a distintas profundidades de los bloques
de jamon curado deshuesado mediante la aplicacion de un tratamiento bilateral con
diferentes dosis (2, 4 y 6 kGy).
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Figura 17. Dosis absorbidas a diferentes profundidades de los bloques de jamén curado
deshuesado cuando se aplicaron tratamientos bilaterales con electrones acelerados a
diferentes dosis: 2 kGy (0), 4 kGy (0) y 6 kGy (e)

En principio, se observo el comportamiento antes descrito, es decir al menos el 100% de
la dosis aplicada se absorbia en ambas superficies y aumentaba hasta aproximadamente el
120% en los primeros 2 cm. Sin embargo, en este caso y pasado este punto de los 2 cm, la
dosis absorbida se mantenia en torno a este porcentaje, independientemente de la

profundidad o la dosis aplicada. Por lo tanto, las dosis alcanzadas en el centro del producto
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serian ligeramente superiores a la dosis aplicada, y las dosis absorbidas en cada punto
corresponderian a la suma de las dosis residuales procedentes de las aplicadas en ambas
superficies. Este hecho ha sido descrito en el informe de la IAEA (2002) antes mencionado.
En este estudio, se observd que en el centro del recipiente, las dosis absorbidas tras este
tratamiento bilateral guardaban relacion inversa con la altura del producto. Asi, por ejemplo,

a9y 9,5cm, se determinaron dosis de 130% y 100%, respectivamente.

Otros autores también observaron este solapamiento de dosis residuales en otros
productos irradiados. Asi, Jaczynski y Park (2003) trataron surimi con electrones acelerados
para el control de Staphylococcus aureus y determinaron penetraciones de 3,3 y 8,2 cm
cuando el tratamiento se aplicd unilateral y bilateralmente, respectivamente. Estos autores
Ilegaron a la conclusién de que, para lograr la higienizacion del surimi, era necesario un
tratamiento bilateral. Asimismo, Kim y col. (2007) describieron que la irradiacion de un
producto heterogéneo como una canal de pollo, requiere un tratamiento bilateral para
optimizar la distribucion de la dosis de los electrones acelerados.

En consecuencia, con un tratamiento bilateral de tan solo 2 kGy, la parte mas interna
recibira al menos la dosis necesaria (1,32 kGy) para alcanzar el FSO con respecto a L.

monocytogenes en jamones curados deshuesados.

La variabilidad observada de las dosis absorbidas (Figura 17) también podria estar
relacionada con la heterogeneidad de la matriz de este producto, concretamente la densidad
y el espesor. El jamén curado esta constituido principalmente por una parte magra, pero
también tiene una capa mas 0 menos gruesa de grasa subcutanea que siempre esta presente
en un lado del jamén curado, aungue en algunas razas esta grasa se infiltra en la parte magra.
La capa grasa es menos densa que la parte magra por lo que el tratamiento penetraria de
forma diferente en ambas estructuras. Por consiguiente, la penetracion, la absorcion y, por
tanto, la eficacia de los electrones acelerados pueden variar cuando el tratamiento se aplica
a una sola de las dos superficies (magro o grasa), lo que también justifica la necesidad de un
tratamiento bilateral. El efecto de ambos factores, espesor y composicion del producto, sobre

la dosis absorbida se discutira detalladamente en los apartados 4.2.5y 4.3.

4.2.4.- Evaluacion del efecto listericida del tratamiento con electrones acelerados en

jamones curados deshuesados

Con el objetivo de confirmar que un tratamiento bilateral con 2 kGy es suficiente para
ocasionar las 2,39 reducciones decimales necesarias para conseguir el FSO en jamones
curados deshuesados, se realizo0 un ensayo in situ. Para ello, se tomaron jamones
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deshuesados, se abrieron longitudinalmente por la mitad y se simulé una contaminacion con
Listeria en varios puntos de la zona que albergaba el hueso, depositando lonchas
contaminadas con Listeria innocua sobre estos puntos, de acuerdo con la metodologia
descrita en apartado 3.2.6 de Material y Métodos. Posteriormente, los jamones se trataron de

forma bilateral con electrones acelerados a dosis de 2 kGy.

Para determinar el nimero de reducciones decimales de L. innocua logradas después de
aplicar este tratamiento, se hizo un recuento de los supervivientes de cada una de las lonchas
contaminadas. En el 75% de las lonchas, las reducciones decimales oscilaron entre 2,39 y
3,9, en el 16,7% se alcanzaron entre 4 y 6 reducciones decimales y en el 8,3% restante, las
reducciones fueron superiores a 6. A su vez, las lecturas dosimétricas en esta zona revelaron
que la dosis absorbida era desde 1,47 kGy en la parte méas gruesa y hasta 3 kGy en la mas
fina, es decir, todos los puntos recibieron méas de los 1,32 kGy necesarios para alcanzar el
FSO. Por lo tanto, se puede establecer que la variabilidad en estas reducciones decimales
estaba relacionada con el espesor que tenia el jamén en el punto donde se colocaron las
lonchas contaminadas. De hecho, los espesores oscilaban entre 4 (en las zonas mas cercanas
al codillo) y 10,8 cm (en la zona de la maza). Asi, las partes menos gruesas del jamén se

correspondieron con mayores dosis absorbidas y, por tanto, mayores reducciones decimales.

4.2.5.- El espesor del jamon curado deshuesado como factor limitante del tratamiento

con electrones acelerados

A raiz de la variabilidad observada en los resultados anteriores, se consideré necesario
determinar de una forma mas precisa la influencia del grosor (tamafio) del jamon curado
deshuesado en la penetracion de los electrones acelerados y poder asi optimizar el
tratamiento propuesto.

Para realizar este experimento, se hicieron dos lotes de 4 jamones deshuesados: uno de
ellos con jamones cuyo espesor era < 7 cm (Grupo A) y otro con jamones Cuyo espesor era
> 7 cm (Grupo B). Se contaminaros con L. innocua de forma similar al experimento anterior,
pero en dos puntos denominados X (proximo a la zona que albergaba el hueso extraido) e Y
(proximo a la punta del jamén). En cada uno de estos se dispusieron superpuestas dos
muestras contaminadas (véase apartado 3.2.7 de Material y Métodos). Basandonos en los
resultados del apartado anterior, en el que se observaron las mayores las reducciones
decimales de la carga de listerias en las partes con menor grosor del producto y considerando,
ademas, el solapamiento de las dosis residuales que se produce cuando se aplica un

tratamiento bilateral, se aplicé un tratamiento bilateral con 1 kGy (la mitad de la dosis
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establecida previamente) a los jamones del Grupo A, manteniendo la propuesta de 2 kGy

para los del Grupo B.

La Tabla 11 muestra los espesores de cada uno de los jamones curados deshuesados del
Grupo A, asi como las reducciones decimales de L. innocua en las diferentes muestras
después de un tratamiento bilateral con 1 kGy. En este grupo, el espesor de los jamones en
la zona en la que se colocaron las muestras contaminadas fue muy similar: 6,1-6,7 cm; el
grosor de las partes P1 oscil6 entre 2,8 y 3,4 cm y el de las partes P2, entre 3y 3,5 cm. De
forma general, se obtuvo una relacion inversa entre el grosor de las partes P1 o P2 y las
reducciones decimales de Listeria, de tal manera que cuanto menor era el espesor, mayor

fue la reduccion decimal. Asi, la disminucién de Listeria oscilé entre 2,7 y 4,2 log UFC.

Tabla 11. Reducciones de Listeria innocua (Log UFC) después de un tratamiento bilateral
con electrones acelerados (1 kGy) de cuatro jamones del Grupo A (<7 cm).

) Espesor (cm) Reducciones
Jamon Muestra
Total P1 P2 (Log UFC)
3,3 X1 3,9
6,7
. 3,4 X2 31
3,4 Y1 2,9
6,4
3,0 Y2 4,2
3,0 X1 4,1
6,5
) 3,5 X2 3,1
3,3 Y1 2,7
6,4
3,1 Y2 3,2
3,2 X1 2,7
6,6
5 3,4 X2 3.1
3,3 Y1 2,9
6,4
3.1 Y2 3,2
3,0 X1 3,7
6,1
A 3.1 X2 3,2
2,8 Y1l 3,9
6,2
3,3 Y2 2,7

P1: Parte superior del jamén curado. P2: Parte inferior del jamén curado.
X1 e Y1: Muestras contaminadas en P1. X2y Y2: Muestras contaminadas en P2

En la Tabla 12 se muestran las reducciones decimales ocasionadas en el numero de
microorganismos en los jamones del Grupo B mediante la aplicacion de un tratamiento
bilateral con 2 kGy. En este grupo, el espesor de los jamones en las areas en las que se

colocaron las muestras oscil6 entre 7,8 y 9,7 cm. Al igual que en el Grupo A, se observé una
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relacién inversa entre el grosor de las partes P1 y P2 del jamon y la disminucion del namero
de células de Listeria. En este grupo, ademas, las reducciones oscilaron entre 2,6 y 5,0 log
UFC.

Tabla 12. Reducciones de Listeria innocua (Log UFC) después de un tratamiento bilateral
con electrones acelerados (2 kGy) de cuatro jamones del Grupo B (> 7 cm).

, Espesor (cm) Reducciones
M
N o P2 uestra(Log UFC)
52 X1 2,9
1 7 4,5 X2 2,9
9.4 53 Y1 2,8
’ 41 Y2 3,1
4,3 X1 3,7
5 .9 3,6 X2 5,0
66 4.4 Y1 2,9
' 4,2 Y2 3,4
3,6 X1 5,0
3 84 4.8 X2 3,3
8.2 3,8 Y1 4,0
’ 4,4 Y2 3,1
3,9 X1 3,5
. 78 3.9 X2 36
9.9 5,0 Y1 2,6
’ 4,2 Y2 3,1

P1: Parte superior del jamén curado. P2: Parte inferior del jamén curado.
X1 e Y1: Muestras contaminadas en P1. X2 y Y2: Muestras contaminadas en P2

Estos resultados indican que, en ambos grupos, se consiguieron reducciones de Listeria
superiores a 2,39 Log que es la reduccion decimal minima necesaria para lograr el FSO
respecto a L. monocytogenes, como se ha indicado previamente. Es importante tener en
cuenta que para facilitar el desarrollo de este tipo de experimentos se emplearon unas
concentraciones elevadas de microorganismos, del orden de 107 células; si ademas se
considera una contaminacién, en el peor de los casos, de 10 células de listerias por gramo de
producto (véase apartado 4.1), el tratamiento bilateral con 1 kGy en los jamones curados
deshuesados con espesor < 7 cm es suficiente para higienizar este producto, mientras que en

jamones de mayor tamafio (espesor > 7 cm) es necesario aplicar una dosis de 2 kGy.

Respecto a la dosis absorbida, los dosimetros proximos a las muestras contaminadas
registraron valores de entre 2 y 3 kGy, es decir, dosis superiores a las aplicadas en ambos

grupos. El éxito del tratamiento en ambos casos guarda relacion con la superposicién de las
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dosis residuales tras un tratamiento bilateral tal y como se ha explicado anteriormente. Sin
embargo, el efecto fue mas evidente en el Grupo A (<7 cm). En los jamones de este grupo,
las reducciones méximas conseguidas de 4,2 log se correspondieron con una dosis absorbida
superior al doble de la aplicada (230% aproximadamente). Esto resulta coherente pues
cuanto menor sea el grosor del producto tratado, mayor sera la dosis acumulada en el centro.
De forma similar, la IAEA (2002) describe que cuando un recipiente con agua de 6 cm es
irradiado bilateralmente, se pueden observar en el centro del recipiente, dosis absorbidas de

mas del doble (250%) de la dosis aplicada, a una profundidad de 3 cm.

Ademas, es poco probable que los tratamientos aplicados en este trabajo puedan producir
algun cambio en las propiedades sensoriales ya que las dosis absorbidas no superaron en
ningun caso los 3 kGy. Como ya se ha descrito en esta memoria, con esta dosis si que se
pueden ver afectadas las propiedades sensoriales del jamoén curado, pero es importante
recordar que estos cambios desaparecen durante el almacenamiento. Sin embargo, el efecto
del tratamiento sobre las propiedades sensoriales de un producto entero se discutira de forma

mas detallada en el apartado 4.4.

Otro aspecto a considerar en este estudio es que, para minimizar el efecto de la
composicion del jamon en la inactivacion bacteriana y en la penetracion de los electrones
acelerados, se utilizaron jamones curados estandarizados, procedentes de animales de la
misma raza, que recibieron el mismo procesamiento y que, ademas, fueron clasificados en
dos grupos en funcion de su tamafio. En cualquier caso, no se puede descartar que esa
pequefia influencia probablemente explicase las ligeras diferencias encontradas en la

reduccion de Listeria entre los jamones cuyas partes P1 o P2 tenian espesores similares.

4.3.- Modelizacién de la penetracion de los electrones acelerados para la optimizacion

del tratamiento higienizante de los jamones curados deshuesados

Como se ha indicado previamente, las caracteristicas particulares de cada alimento en
cuanto a su composicién y dimensiones son determinantes en la capacidad de penetracion
de los electrones acelerados. En el apartado anterior se ha discutido el efecto del tamafio
(grosor) del jamoén curado deshuesado y a continuacion se va a estudiar la influencia de la

heterogeneidad de su matriz, especificamente del espesor de la capa de grasa subcutanea.

Segun la IAEA (2015, 2002), la efectividad de un tratamiento de irradiacion puede

evaluarse mediante el denominado “mapeo de dosis”, el cual permite determinar el
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comportamiento de los electrones mientras atraviesa el producto, es decir, la distribucién de
la dosis en el interior. Para ello, se distribuyen los dosimetros en el interior y superficie de
un producto vy, tras la aplicacion del tratamiento de irradiacion bajo condiciones conocidas,
se retiran los dosimetros y se procede a su lectura. Este mapeo se hace con las dosis
absorbidas en cada punto y puede acompafarse de modelos matematicos que hacen mas
robusto el célculo de la dosis absorbida a una profundidad determinada del producto (Kim y
col., 2006ab, 2007, 2008, 2010). Estos modelos ayudan a reducir el nimero de mediciones
durante un mapeo de dosis e incluso la cantidad misma de los mapeos realizados (Craven y
col., 2018).

4.3.1.- Evaluacion del efecto de la composicion de la matriz del jamon curado en la

penetracion de los electrones acelerados

Para evaluar el efecto de la composicidn del jamon curado en la penetracion de electrones
acelerados, se obtuvieron por separado lonchas de tocino y lonchas de la parte magra del
jamon, todas del mismo tamafio y espesor, las cuales se superpusieron unas sobre otras
formando bloques de 12 lonchas. Un tipo de bloques estuvo conformado por lonchas solo de
tocino y otro tipo de blogue por lonchas solo de la parte magra (véase apartado 3.2.8.1 de
Material y Métodos). Se intercalaron dosimetros entre cada dos lonchas y los blogques se
irradiaron unilateralmente con dosis de 2 kGy para determinar la distribucién de la dosis en

el interior.

En las Figuras 18 y 19 se muestra el mapeo de las dosis absorbidas en diferentes puntos
de cada uno de los dos tipos de bloques después de un tratamiento unilateral con 2 kGy. Se
pudo observar cdmo los electrones acelerados penetran de forma muy diferente en ambas

matrices.
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Figura 18. Curva de distribucion de la dosis en relaciéon a la profundidad de un bloque
conformado por lonchas de tocino tras un tratamiento unilateral con electrones acelerados a
dosis de 2 kGy.

rmax: profundidad a la que se registra la dosis maxima (3,4 cm)

ropt: profundidad a la que se registra la dosis igual a la dosis aplicada (4,6 cm)

rso. profundidad a la que se registra la mitad de la dosis méxima (5,2 cm)

ras: profundidad a la que se registra la tercera parte de la dosis maxima (5,5 cm)

En las muestras conformadas solo por tocino (Figura 18), se observé que la dosis maxima
(rmax) absorbida fue de aproximadamente 2,7 kGy a 3,4 cm medidos desde la superficie del
producto. La profundidad a la que la dosis es igual a la dosis aplicada o de entrada (ropt), €S
decir 2 kGy, fue a los aproximadamente 4,6 cm, la profundidad a la que la dosis fue igual a
la mitad de la dosis méaxima (rso), aproximadamente 1,35 kGy (2,7 kGy/2), fue a los 5,2 cm
y la profundidad a la que la dosis fue de a un tercio de la dosis méxima (rss), es decir 0,9
kGy (2,7 kGy/3), fue a los 5,5 cm. A los 6 cm de profundidad la dosis absorbida fue

imperceptible.

En la parte magra (Figura 19) la dosis maxima absorbida fue de 2,8 kGy y se alcanz6 a
aproximadamente 3 cm de profundidad (rmax). El ropt fue de 3,8 cm, mientras que rso (1,4
kGy) y ra3 (aproximadamente 0,9 kGy) fueron de aproximadamente 4,3 y 4,5 cm de
profundidad, respectivamente. En este caso, la dosis absorbida fue imperceptible a partir de

5 cm aproximadamente.
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Figura 19. Curva de distribucién de la dosis en relacion a la profundidad de un bloque
conformado por lonchas de la parte magra del jamoén tras un tratamiento unilateral con
electrones acelerados a dosis de 2 kGy.

rmax: profundidad a la que se registra la dosis maxima (3 cm)

ropt: profundidad a la que se registra la dosis igual a la dosis aplicada (3,8 cm)

rso profundidad a la que se registra la mitad de la dosis méxima (4,3 cm)

ras: profundidad a la que se registra la tercera parte de la dosis maxima (4,5 cm)

Por una parte, la dosis maxima absorbida fue muy similar en ambos tipos de producto,
2,7y 2,8 kGy para el tocino y la parte magra del jamdn, respectivamente. Sin embargo, la
profundidad que alcanza la dosis méxima (rmax) varia segun el tipo de producto, 3,4 cm vs 3

cm, en tocino y magro, respectivamente.

Se ha descrito que la dosis absorbida aumenta bajo la superficie y luego disminuye
gradualmente y se explica por el fendbmeno de retrodispersion o efecto Compton, discutido
anteriormente. Este patrén de distribucion se observo tanto en los bloques de tocino como

en los de magro.

Quizas lo més relevante es que la profundidad a la que penetran los electrones acelerados
difiere en 1 cm de una matriz a otra (6 vs 5 cm en tocino y magro, respectivamente). Estos
datos estan de acuerdo con lo descrito por Kimy col., (2008, 2010) en relacién con el efecto
de la matriz de un alimento. Por ejemplo, el aire que puede estar presente en algunos
alimentos, como la cdmara de aire de los huevos, tiene una densidad tan insignificante (1,2
kg/m®) que los electrones acelerados lo atraviesan con mucha facilidad y en el trayecto la

perdida de energia es despreciable (dosis absorbida=0) (Kim y col., 2006ab, 2011). En el
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extremo opuesto, estructuras como huesos o la cascara de huevo, que presentan una densidad
mucho mayor (de hasta 1500 kg/m?®), reducen el poder de penetracion de los electrones
acelerados, quedando en el interior y alrededor de estas estructuras, por lo que
consecuentemente la dosis absorbida en ellas es méas alta que en otros componentes del

mismo alimento (Kimy col., 2007, 2011).

Esto explicaria las diferencias detectadas en la penetracion de electrones en las partes
grasa 'y magra del jamon. Por lo tanto, se podria concluir que la penetracion de los electrones
acelerados y la deposicién de energia o dosis absorbida en un jamén curado deshuesado
serian, en gran medida, dependiente de su densidad y mayor en aquellos jamones que

presentan una capa de grasa subcutanea mas gruesa.

4.3.2.- Modelo matematico de la penetracion de los electrones acelerados en el jamén

curado deshuesado

Para simular diferentes espesores de capa de grasa subcutanea y acercarnos mas a la
realidad de un jamon, se llevo a cabo un experimento con un tercer tipo de bloques, formado
por 12 lonchas superpuestas en diferente proporcion de tocino/magro (3/9, 2/10, 1/11) entre
las que se intercalaron los dosimetros. Estos blogues fueron irradiados bilateralmente a dosis
de 2 kGy. Con los registros obtenidos de la lectura de los dosimetros, se modelizo la
distribucion de las dosis absorbidas a lo largo de los bloques (véase apartado 3.2.8.2 de
Material y Métodos).

Dicha modelizacién tenia el objetivo de predecir cual seria la dosis absorbida a una
determinada profundidad desde la superficie del jamén irradiado en funcion de su
composicion (relacion entre parte grasa y magra del jamén). Este trabajo se ha realizado en
colaboracion con el Prof. José Javier Benedito Fort y el Prof. Juan A. Céarcel del Grupo de
Anadlisis y Simulacion de Procesos Agroalimentarios del Departamento de Tecnologia de
Alimentos de la Escuela Técnica Superior de Ingenieria Agronémica y del Medio Natural
de la Universidad Politécnica de Valencia.

El modelo matematico que mejor representa esta relacion consta de dos sumandos, uno

de ellos es una funcion de Gompertz y el otro es una funcién lineal de dos fases.
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El modelo cuenta con 4 parametros con un significado fisico muy claro:
Dosis=T+C*EXP(-EXP(B'*(distancia)))

Donde:

T = lat, si 0 < distancia < lat

T = dec*(distancia-lat), si la distancia > lat

lat: valor de distancia hasta donde crece la dosis = 1,875*(cm de tocino) + 28,056

dec: pendiente de la parte lineal de decrecimiento de la dosis = -0,187

B’: Relacionado con la tasa de crecimiento de la dosis = 0,0026*(cm de tocino) — 0,0149
C’: Relacionado con el umbral de partida de la dosis = 6,0059

Distancia: Distancia de cada punto desde la superficie del jamén en cm

EXP: Base del logaritmo natural e elevado a una potencia especifica

Los valores de los parametros lat, dec, B’ y C’ fueron determinados tras el ajuste del
modelo a los valores experimentales, es decir, las dosis absorbidas a una distancia
determinada y recogidas por los dosimetros. Este ajuste resultd en una relacion de estos
pardmetros con el grosor del tocino, representado en la Figura 20, en la que se observan los
valores obtenidos de lat y B’ para 4 niveles distintos de espesor de tocino (sin tocino y con
1, 2 0 3 lonchas de tocino de aproximadamente 0,8 cm cada una). Para determinar los valores
de los parametros en jamones que no tienen tocino en la capa externa, Unicamente se

utilizaron las dosis absorbidas resultantes tras el tratamiento por el lado sin tocino.

40 . Tocino (cm)
s 0 1 2 3
30 '/'/"/' 0 +——t+—r— |
& 20 y = 1.8747x + 28.056 -0.005
R? = 0.4969
10 +
o -0.01 °
0 - . - . . .
0 1 2 3 -0.015 y = 0.0026x - 0.0149
R? = 0.6167
Tocino (cm) -0.02

Figura 20. Relacion entre los parametros del modelo matematico lat y B’ y el espesor de
tocino de las muestras constituidas por cuatro niveles distintos de tocino y parte magra del
jamon.
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Los parametros lat y B’ mostraron una relacion lineal con el espesor de tocino de las
muestras (Figura 20). En el caso de los parametros dec y C’ no se identificd una relacion
significativa con el espesor de tocino, por lo que se optd por utilizar un valor promedio a
modo de constante para ambos. Asi, con este modelo se confirma la importancia que supone
la composicion de la matriz, en términos de parte grasa y magra del jamén, en la penetracion

del tratamiento y, por ende, en la distribucion de las dosis absorbidas.

Posteriormente, ya usando los valores determinados para los parametros lat, dec, B’y C’,
se calcularon con el modelo las dosis que se absorberian a diferentes profundidades de los
blogues conformados por diferentes proporciones de tocino y magro de jamoén y se
compararon con los datos experimentales (dosis absorbidas por los dosimetros) obtenidos a

esas mismas profundidades. Los resultados se muestran en la Figura 21.

1A 1B 1C
4 4 4
— — ;
@ 3 @ 3 @ 3
4 o 3 5
= 2 w2 w 2
K] ) b K]
2 1 ° 8 1 : g1
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e 0 + T T T T 0 + T T T T 0 + T T T T
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Distancia (mm) Distancia (mm) Distancia (mm)
2A 2B 2C
4 4 4
3 3 . 3 3 @ 3 .
3 < =
o 2 o 2 o 2
3 1 8 1 8 1
a a o
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3B 3A 3C
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0 . . . . 0+ . . . . Q o . . . .
0 20 40 60 80 0 20 40 60 80 0 20 40 60 80
Distancia (mm) Distancia (mm) Distancia (mm)

Figura 21. Dosis absorbidas por muestras conformadas por lonchas de tocino y magro del
jamon a distintas profundidades después de un tratamiento bilateral con 2 kGy. Las muestras
estaban conformadas por 1 (1A, 1By 1C), 2 (2A, 2By 2C) y 3 (3A, 3B y 3C) lonchas de
tocino completando hasta doce con lonchas de magro. Los puntos (e) representan los datos
experimentales y las lineas (—) representan datos calculados por el modelo.
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El modelo fue capaz de explicar aproximadamente el 90% de la variabilidad de la
distribucion de las dosis (R? > 0,8). Se demostré que la tendencia de las dosis experimentales
y las calculadas por el modelo es muy similar, incluso en la muestra 3C, que fue la que peor
se ajustd al modelo. Por tanto, se podria concluir que, dentro de los limites de la capa de
grasa establecidos en este experimento y que intentan representar el espesor de la capa grasa
subcutanea del jamon curado, la mayor capacidad de penetracion de los electrones
acelerados en la parte grasa que en la magra del jamén, no es determinante para su
higienizacion ya que con un tratamiento bilateral con 2 kGy se absorbe, por lo menos, la
dosis minima de 1,32 kGy a traves de la matriz de todos los productos irradiados, dosis

necesaria para alcanzar el FSO respecto a L. monocytogenes.

El andlisis en conjunto de estos experimentos realizados hasta el momento indica que el
grosor del jamén curado deshuesado es el factor determinante para su higienizacion con

electrones acelerados.

4.4.- Efecto del tratamiento sobre las propiedades sensoriales de jamén curado
deshuesado

Tras conocer que cuando el tratamiento se aplicada a piezas enteras, sin lonchear, de
jamén curado deshuesado, las dosis absorbidas diferian mucho de uno a otro nivel de
profundidad, surgi6 la necesidad de realizar un analisis sensorial para investigar la posible
influencia en la percepcion sensorial por parte de los consumidores. Para ello, piezas de
jamones curados deshuesados se irradiaron con una dosis de 2 kGy de forma bilateral vy,
posteriormente, se envasaron a vacio y se almacenaron en refrigeracion durante 30 dias. Las
piezas se lonchearon para su evaluacion sensorial mediante una prueba hedénica de nivel de
agrado (véase apartado 3.2.9.2 de Material y Métodos). Las muestras se sometieron a
evaluacion después del tratamiento y a diferentes tiempos durante el almacenamiento en
refrigeracion (4°C). Los consumidores debian indicar su valoracion rayando una linea
vertical sobre una escala no estructurada de 10 cm, teniendo como referencia los extremos
(muy desagradable — muy agradable) y una raya en el centro (5 cm) que indicaba el limite
de aceptabilidad. Los atributos evaluados fueron los siguientes: color, textura, olor, sabor y

aceptabilidad general.
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Tabla 13. Puntuaciones obtenidas mediante una prueba de nivel de agrado para cada una de
las propiedades sensoriales evaluadas de jamon curado deshuesado no irradiado e irradiado
(2 kGy) después del tratamiento (dia 0) y a diferentes tiempos (7, 15 y 30 dias) durante el
almacenamiento a 4°C.

Tiempo (Dias) 0 7 15 30
Dosis OkGy 2kGy OkGy 2kGy OkGy 2kGy O0kGy 2kGy
Aspecto Visual 68°+13 68 +13 70°+1561°+20 68 +17 67°+16 73 +13 76°+14
Color 700+1268°+13 68 +1456°+2366°+1763+19 70°+14 75°+16
Olor 69°+14 59°+1166°+13 55" +16 64°+16 53°+1467°+13 73°+14
Sabor 65°+1559°+1561°+18 59°+19 59*°+14 54°+19 68 +18 68°+20
Textura 68°+16 66°+19 60°+18 58 +21 64°+15 62°+17 69*°+19 71°+19

Aceptabilidad general 6,8°+17 65°+13 66"+ 14 61°+15 62°+12 56°+13 69°+13 7,2°+17

ab | etras diferentes en la misma fila y para el mismo tiempo de almacenamiento indican diferencias
significativas (p < 0,05).

Puede observarse en la Tabla 13 que todas las propiedades de las muestras irradiadas
obtuvieron puntuaciones inferiores a las de las muestras no irradiadas durante los primeros
15 dias de almacenamiento, aungue no se observaron diferencias significativas (p > 0,05),
excepto en el olor. En relacién al olor, se detectaron diferencias significativas (p < 0,05)
inmediatamente después del tratamiento (dia 0) respecto a los dias 7 y 15; sin embargo,
dichas diferencias no se apreciaron en el andlisis del dia 30. Estos resultados son similares
a los obtenidos por otros autores (Ahn'y Lee, 2006; Brewer, 2009; Cabeza y col., 2009), que
han descrito olores desagradables, como "a irradiaciéon”, "metalico”, "pluma escaldada™ y

"medio de cultivo", en muestras irradiadas.

Observaciones similares también han sido descritas por otros autores, quienes han
indicado que los compuestos volatiles responsables de los malos olores en diferentes
productos irradiados: carne fresca (Ahn y col., 2000), lonchas de jamon cocido (Cabeza y
col., 2007), salmon ahumado en frio (Medina y col., 2009), productos carnicos funcionales
(Galan y col., 2010; Galéan y col., 2013) y ensalada de patatas con mayonesa (Cambero y

col., 2011), entre otros, desaparecen durante el almacenamiento.

Sin embargo, no se conoce con exactitud la causa por la que con el tiempo desaparecen
estos olores “a irradiacion”. Es posible que los radicales, altamente reactivos, generados por
efecto del tratamiento, interaccionen entre si 0 con otros componentes de los alimentos,
formando compuestos mas estables. Probablemente, ademas, este fendmeno se hace mas
evidente en almacenamientos prolongados debido a que dichas interacciones suceden de
forma lenta (Ahny col., 2000; Cabeza y col., 2007; Cabeza y col., 2009).
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Zanardi y col. (2009) observaron una relacion directa entre el grado de oxidacion de las
grasas y la dosis de irradiacion. Estos autores sugirieron, basandose en el mecanismo de
oxidacion lipidica inducida por radicales libres, que cabria esperar que los productos
resultantes de dicha oxidacion evolucionaran con el tiempo a otras moléculas. Sin embargo,
describieron que el contenido de algunos compuestos de la oxidacion lipidica como el
malondialdehido y los 6xidos de colesterol aumentaban en funcién de la dosis de irradiacion
y el tiempo de almacenamiento (60 dias).

A pesar de que las muestras irradiadas recibieron puntuaciones inferiores a las no
irradiadas, fueron siempre superiores al limite de aceptabilidad (5 puntos) para las diferentes
propiedades sensoriales evaluadas, es decir, todas las muestras fueron valoradas como
"aceptables" o “agradables”. Los resultados fueron muy diferentes a los obtenidos en el
andlisis sensorial de las lonchas de jamén (véase apartado 4.2.2). Sin embargo, el tratamiento
no produjo cambios de relevancia en la aceptacion general del producto, por lo que los
resultados fueron satisfactorios a pesar de que en aquellas zonas en las que el espesor del
jamon es inferior se absorbe una dosis superior a 2 kGy debido a la acumulacion de dosis

residuales descrito anteriormente.

Por tanto, puede decirse que el tratamiento propuesto, ademas de eficaz en la consecucion
del objetivo de seguridad alimentaria, no produce cambios en la aceptabilidad general del

producto.

4.5.- Compuestos volatiles como posibles marcadores del tratamiento de irradiacion en

jamon curado

La mayoria de los cambios quimicos de la carne irradiada derivan de las interacciones de
los radicales libres generados por el tratamiento de irradiacion con numerosos componentes
organicos de los alimentos, como proteinas y lipidos, formando, entre otros, compuestos
volatiles responsables del olor caracteristico a irradiacion descrito anteriormente. De hecho,
se ha reportado que los productos carnicos irradiados presentan una mayor concentracion de
compuestos volatiles que la no irradiada. La formacion de estos compuestos depende en gran
medida de la dosis aplicada, por lo que su identificacion podria resultar Gtil para la deteccion

de alimentos irradiados (Bhattacharjee y col., 2003; Barreira y col., 2018; Prakash, 2020).

En este trabajo, por tanto, se han analizado los compuestos volatiles presentes en los
jamones curados deshuesados no tratados y tratados con electrones acelerados, con el

objetivo de identificar potenciales marcadores de este tratamiento.
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Para ello, se aplicaron diferentes dosis de irradiacion (1, 2 y 10 kGy) a lonchas de jamon
curado deshuesado envasadas a vacio. Posteriormente, a diferentes tiempos (dias 1, 15y 30)
durante su almacenamiento en refrigeracion (4°C), se procedio a la determinacion de los
compuestos volatiles presentes mediante microextraccion en fase sélida y cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas, bajo las condiciones y pardmetros que se recogen
en el apartado 3.2.10 de Material y Métodos.

Los resultados obtenidos permitieron identificar un total de 87 compuestos volatiles
diferentes, que se agruparon en base a su grupo funcional, siendo los hidrocarburos (alcanos
y alquenos) el grupo predominante (38%), sobre todo en los jamones irradiados, en una
concentracion relacionada directamente con la dosis. Asi, la proporcion de hidrocarburos en
los jamones sin irradiar estuvo en el rango de 27-34% y en los irradiados con 1, 2 y 10 kGy,
en los rangos de 30-33%, 32-36% Yy 41-42%, respectivamente (Figura 22). En proporcion
algo inferior se identificaron alcoholes (16%), cetonas (14%), aldehidos (12%) y &cidos
(8%). Ademas, otros grupos menos abundantes como éteres, ésteres y compuestos clorados,

nitrogenados, sulfdricos y bencenos, también estaban presentes.

Dial Dia 15 Dia 30
100 -

80 A
60 -

40

Porcentaje (%)

20 A

0kGy 1kGy 2kGy 10kGy 0kGy 1kGy 2kGy 10kGy 0kGy 1kGy 2kGy 10kGy

Figura 22. Compuestos volatiles presentes en jamon curado control (0 kGy) e irradiado con
diferentes dosis (1, 2 y 10 kGy). Alcanos (blanco), alquenos (negro), alcoholes (rojo),
aldehidos (gris), cetonas (azul) y acidos (verde).

En la Tabla 14 se muestran los 87 compuestos volatiles identificados en este trabajo tanto
en jamones no irradiados (0 kGy) como irradiados a diferentes dosis (1, 2 0 10 kGy) en los

diferentes dias de analisis (1, 15 0 30 dias) durante el almacenamiento a 4°C.
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Tabla 14. Compuestos volatiles identificados en jamones no irradiados (0 kGy) e irradiados
a diferentes dosis (1, 2 y 10 kGy) y almacenados a 4°C durante 1, 15 y 30 dias.

Grupo Quimico Numero CAS Dosis (kGy) Dia
Alcano

2,4-dimetil-heptano 2213-23-2 0 1,15,30
2,2-dimetil-hexano 590-73-8 0 30
2,3,3-trimetil-pentano 560-21-4 0 1
2,3,4-trimetil-pentano 565-75-3 0 1,1530
2,2,4,4-tetrametiloctano 62183-79-3 0,1,2,10 1,15,30
2,2,4,6,6-pentametil-heptano 13475-82-6 1,2,10 1,15,30
2,2 5-trimetil-hexano 3522-94-9 0 1
2-metil-pentano 107-83-5 0 1
3-metil-pentano 96-14-0 1,210 30
4-metil-heptano 589-53-7 0 1,15
Pentano 109-66-0 0,1,2,10 11,1530
Hexano 110-54-3 2 1
Heptano 142-82-5 0,1,2,10 1,15,30
Octano 111-65-9 0,1,2,10 11,1530
Nonano 111-84-2 1,2,10 1,15,30
Decano 124-18-5 0,1,2,10 11,1530
Dodecano 112-40-3 0,1,2,10 11,1530
Tridecano 629-50-5 10 1,15,30
Undecano 1120-21-4 10 1,15,30
Pentadecano 629-62-9 10 1,15,30
Alqueno

1-penteno 109-67-1 1,2,10 30
1-hexeno 592-41-6 10 1,15
1-hepteno 592-76-7 10 1,15,30
1-octeno 111-66-0 0,1,2,10 11,1530
1-noneno 124-11-8 10 1
1-deceno 872-05-9 10 1,15,30
2-metil-1-penteno 763-29-1 0,1,210 30
2,4-dimetil-1-hepteno 19549-87-2 0,1,210 30
2-metil-1-buteno 563-46-2 10 1
3-metil-3-hepteno 7300-03-0 2 15
3-metil-3-hexeno 3404-65-7 2 15
2-metil-2-buteno 513-35-9 10 1
(E)-2-octeno 13389-42-9 0,1,15,30 30
Acido

Acido 2-metilbutanoico 116-53-0 0,1 1
Acido 4-methilpentanoico 646-07-1 10 30
Acido acético 64-19-7 0,1,2,10 1,15,30
Acido butanoico 107-92-6 0,1,2,10 1,15,30
Acido hexanoico 142-62-1 0,1,2,10 1,15,30
Acido octanoico 124-07-2 0,1,2,10 1,15,30
Acido nonanoico 112-05-0 1,2,10 30
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Ester

Hexanoato de etilo
Decanoato de etilo
Hexanoato de vinil
Alcohol

2-metil-2-propanol
2-metil-2-butanol
2-metil-1-butanol
2-metil-1-propanol
3-metil-1-butanol

1-metoxi-2-propanol

1-octen-3-ol
1-pentanol
1-heptanol
1-hexanol
2-pentanol
2-hexanol
2-heptanol

Alcohol bencilico
Aldehido

2-metil-butanal
2-metil-propanal
3-metil-butanal
Pentanal
Heptanal
Hexanal

Octanal

Nonanal
Dodecanal

Fenilacetaldehido
Eter

2-etoxi-2-metil-propano
2-metoxi-2-metil-propano

Cetona
2-butanona
2-pentanona

2-hexanona
2-heptanona
2-octanona
2-nonanona
2-undecanona
3-octanona
Acetoina
Hidroxiacetona
Isobutilmetilcetona

2(3H)-5-ethildihidrofuranona

123-66-0
110-38-3
3050-69-9

75-65-0
75-85-4
137-32-6
78-83-1
123-51-3
107-98-2
3391-86-4
71-41-0
111-70-6
111-27-3
31087-44-2
626-93-7
543-49-7
100-51-6

96-17-3
78-84-2
590-86-3
110-62-3
111-71-7
66-25-1
124-13-0
124-19-6
112-54-9
122-78-1

637-92-3
1634-04-4

78-93-3
107-87-9
591-78-6
110-43-0
111-13-7
821-55-6
112-12-9
106-68-3
513-86-0
116-09-6
108-10-1
695-06-7

0,12

0,1,2,10
10
0,1,2,10
0,1,2,10
0,1,2,10
0,12

0,1

0,1,210
0,1,210
0,1,2,10
0,1,2,10
0,1,2,10
0,1,2,10
0,1,2,10
0,1,2,10

0,1,2,10

30
15

1,15, 30
1,15
15, 30
30
1,15, 30
1

1,15, 30
1,15, 30
30

15, 30
1,15, 30
30

30

30

1,15, 30
1,15, 30
1,15, 30
1,15, 30
1,15, 30
1,15, 30
1,15, 30
1,15, 30

30
1,15, 30

1,15, 30
1

1,15, 30
1,15, 30
1,15, 30
15, 30
1,15, 30
30

30

30
1,15, 30
15

1,30
1,15, 30
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Compuestos Bencenos

1,3-dimetilbenzeno 108-38-3 0 30
1,3-bis(1,1-dimetiletil)-benceno 1014-60-4 0,1,2,10 1,15,30
Compuestos Sulfiricos

Disulfuro de carbono 75-15-0 0,1,2,10 1,15,30
Disulfuro de dimetilo 624-92-0 0,1,2,10 30
Otros compuestos

Hexanonitrilo 628-73-9 10 1
Triclorometano 67-66-3 2 15

*NUmero CAS: Indica el nimero de identificacion del compuesto quimico que ha sido
asignado por la “Chemical Abstracts Service (CAS)” de la Sociedad Americana de Quimica.
*Dia: Dias de almacenamiento a los que se identifica cada compuesto

En estudios previos realizados sobre compuestos volatiles en jamén curado, se han
obtenido resultados muy dispares. En este sentido, y acorde con nuestros resultados, Pérez-
Santaescolastica y col. (2018) observaron que los hidrocarburos eran los principales
compuestos volatiles en el jamon curado espafiol. Por el contrario, en otros trabajos, los
aldehidos constituyen el grupo mayoritario en los jamones Serrano, Ibérico, Toscano, de
Istria y de Jinhua (Ruiz y col., 2001; Gianelli y col., 2002; Pugliese y col., 2010; Marusi¢ y
col., 2014; Petricevi¢ y col., 2018; Dominguez y col., 2019; Sirtori y col., 2020). Pérez-Juan
y col. (2006) describieron que los compuestos volatiles mas abundantes del jamén curado

eran los alcoholes, seguido de las cetonas y aldehidos.

Los compuestos volatiles estan presentes en todos los productos carnicos y resultan de
numerosas y complejas reacciones. La mayoria de esas reacciones tienen lugar durante la
fase de maduracion y derivan principalmente de los procesos lipoliticos y proteoliticos
(Leroy y col., 2013; Montanari y col., 2018); los acidos grasos libres, aminoécidos libres y
péptidos liberados constituyen sustratos para las reacciones de oxidacion, Strecker y
Maillard, produciéndose una gran variedad de compuestos volatiles con distintos matices

aromaticos y/o de olor (Lorenzo y Carballo 2015; Petri¢evi¢ y col., 2018).

Especificamente, la abundancia relativa de los grupos de compuestos volatiles,
principalmente de los acidos, alcoholes, aldehidos, cetonas, compuestos de benceno y
compuestos de azufre, refleja la composicion quimica del jamoén curado evaluado y esta, a
su vez, estaria determinada por una serie de factores relacionados con las particularidades
de la materia prima y la tecnologia aplicada (Gilles, 2009; Toldra, 2012; Martinez-Onandi y
col., 2016).
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Tabla 15. Compuestos volatiles propuestos como posibles marcadores de irradiacion
presentes en las muestras control (blanco) o en las muestras tratadas (gris).

I Dia 1 Dia 15 Dia 30
0kGy | 1key | 2kay [10kay | 0kGy | 1kGy [ 2kGy [10kGy | okay | 1kay | 2kGy |10kay
ALCANOS
2,3,4-trimetil-pentano X X X
4-metil-heptano X X
2,4-dimetil-heptano X X X
Undecano X X X
Tridecano X X X
Pentadecano X X X
3-metil-pentano X X X X X X X X X
2,2,4,6,6-pentametil-heptano X X X X X X X X X
Nonano X X X X X X X X X
ALQUENOS
2-metil-1-penteno X X X
2,4-dimetil-1-hepteno X X X
1-Hexeno X X
1-Hepteno X X X
1-Noneno X
1-Deceno X X X
ALCOHOLES
2-metil-2-propanol X X X
2-pentanol X X X
2-metil-2-butanol X X
CETONAS
Metil isobutil cetona X X X
2-hexanona X X X X X X X X X
5-etildihidro-2(3H)-furanona X X X X X X X X X
ETER
|2-etoxi-2-meti|-propano | X | | | | X | | | | X | l | |

En la tabla 15 se muestran los compuestos volatiles propuestos como posibles marcadores
de irradiacion. Del total de compuestos volatiles determinados, se seleccionaron 18, aquellos
que podrian ser considerados indicadores de la irradiacion, en funcion de su comportamiento
con la dosis aplicada y su evolucién a lo largo del almacenamiento en refrigeracion. Ademas,
también se incluyen otros cuatro compuestos que desaparecen durante el almacenamiento

posterior a la aplicacion de electrones acelerados.

Del conjunto de volatiles seleccionados, 5 estuvieron presentes en todas las muestras
irradiadas: 3 alcanos (nonano, 2,2,4,6,6-pentametil heptano y 3-metil pentano) y 2 cetonas
(2-hexanona y 5-etilhidro-2(3H)-furanona), mientras que 7 se encontraron Unicamente en las
muestras irradiadas con 10 kGy: 3 alcanos (pentadecano, tridecano y undecano) y 4 alquenos
(1-hexeno, 1-hepteno, 1-noneno, 1-deceno). Diez de los compuestos volatiles se detectaron
solo en las muestras sin irradiar: 3 alcanos (2,4-dimetil heptano, 4-metil heptano y 2,3,4-
trimetil pentano), 2 alquenos (2-metil-1-penteno y 2,4-dimetil-1-hepteno), 3 alcoholes (2-
metil-2-propanol, 2-metil-2-butanol y 2-pentanol), 1 cetona (metil isobutil cetona) y 1 éter
(2-etoxi-2-metil-propano), por lo que también podrian ser considerados como potenciales

marcadores radioliticos.
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En general, estos compuestos estuvieron presentes durante todo el periodo de
almacenamiento, excepto el 1-noneno, que no se detectd a los 15 dias, y el 1-hexeno, 4-
metil-heptano y el 2-metil-2-butanol, que no se encontraron a los 30 dias.

Es un hecho conocido que la irradiacion modifica el perfil de estos compuestos volatiles,
ya sea por la generacién de nuevos compuestos inducidos por el tratamiento o por la
transformacion de los compuestos volatiles ya existentes. Por ejemplo, entre los aminoacidos
libres, los alifaticos y los que contienen azufre son altamente susceptibles de un ataque
radiolitico, pudiendo generar compuestos volatiles con impacto negativo en el aroma (Ahn
y col., 2016 ab). Sin embargo, estos aminoacidos resultan mucho menos sensibles cuando
forman parte de una proteina (Miller, 2005; Fan, 2013; Prakash, 2020). En cambio, los
lipidos son las macromoléculas més sensibles a la irradiacion debido al efecto, tanto directo
como indirecto, de este tratamiento, en especial los &cidos grasos libres poliinsaturados.
Ademas, la oxidacién de los lipidos acarrea la formacion de distintos compuestos volatiles,
incluyendo hidrocarburos, alcoholes, cetonas y aldehidos (Fan, 2013; Ahn y col., 2017;
Sirtori y col., 2020).

Diferentes autores han descrito que los hidrocarburos son los mayores componentes
formados a partir de los &cidos grasos como consecuencia del efecto de los radicales libres
derivados de la irradiacién (Miyahara y col., 2002; Ahny col., 2017). Esto concuerda con
los resultados obtenidos en nuestro trabajo, ya que también se ha observado que la mayoria
de compuestos volatiles identificados en jamones irradiados pertenecian a este grupo.

Algunos de los compuestos identificados en este trabajo como potenciales marcadores de
irradiacion, también han sido reconocidos como tales en una gran variedad de alimentos:
pentadecano, en jamén cocido (Barba y col., 2012); 1-hexeno, 1-hepteno y 1-noneno, en la

carne (Ahny col., 2017) y undecano, en jamon curado (Kong y col., 2017), entre otros.

Sin embargo, la mayoria de estos compuestos también han sido identificados en jamones
curados no irradiados. Asi, se ha detectado nonano en jamon Serrano (Gianelli y col., 2002),
2,2,4,6,6-pentametil heptano en Prosciutto crudo (Kong y col., 2017), 3-metil pentano en
jamones Serranos (Armenteros y col., 2012b), 2-hexanona en jamon curado espafiol (Ruiz y
col., 2001; Gianelli y col., 2002; Pérez-Juan y col., 2006; Armenteros y col., 2012b), 5-
etilhidro-2(3H)-furanona en jamon Serrano (Gianelli y col., 2002; Pérez-Juan y col., 2006;
Martinez-Onandi y col., 2016) y de Toscano (Sirtori y col., 2020), pentadecano y tridecano
en jamon de Istra (Marusic y col., 2014), en jamén curado espafiol (Ruiz y col., 2001;

Gianelli y col., 2002; Dominguez y col., 2019), en Prosciutto crudo (Kong y col., 2017) y
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jamon de Toscano (Sirtori y col., 2020), y undecano en jamén curado espafiol (Gianelli y
col., 2002; Martinez-Onandi y col., 2016; Dominguez y col., 2019).

Existen muchos factores que influyen en el perfil de compuestos volatiles de un producto.
En general, los distintos tipos de jamones poseen un perfil especifico de estos compuestos.
Incluso dentro de un mismo tipo de jamon pueden encontrarse diferencias dependiendo del
contenido de sal (Marusic y col., 2011, 2014, Tian y col., 2020), el tipo de sal (Armenteros
y col., 2012b) o el tiempo de maduracion (Pérez-Juan y col., 2006; Sirtori y col., 2020). Es
mas, un mismo jamon puede presentar diferencias en el perfil de los compuestos volatiles
dependiendo de la técnica de extraccion empleada (Ruiz y col., 2001) y de la parte del jamoén
(codillo, centro o cadera) (Pérez-Juan y col., 2006) o de la loncha (parte grasa o magra)
(Narvéez-Rivasy col., 2010) analizada. Incluso si a una misma porcion del jamoén se le aplica
un tratamiento con electrones acelerados o rayos gama, producira un perfil de compuestos

volatiles diferentes (Kong y col., 2017).

El perfil de los compuestos volatiles identificados en un alimento irradiado también se
modifica a lo largo del almacenamiento tras el tratamiento, ya que algunos compuestos seran
resultado inmediato de la accion de los radicales libres sobre sus componentes mientras que
otros tendran origen en reacciones quimicas que pueden transcurrir de forma lenta y requerir
mas tiempo para hacer posible su deteccion, e incluso hay compuestos que desaparecen con

el tiempo (véase apartado 4.4), lo que concuerda con nuestros resultados.

Por tanto, si bien los compuestos volatiles identificados como posibles marcadores del
tratamiento con electrones acelerados en este trabajo son buenos candidatos para este fin e
incluso algunos de ellos han sido identificados como tales previamente en otros productos

carnicos, es importante realizar trabajos adicionales para encontrar marcadores mas precisos.

4.6.- Efecto del tratamiento con electrones acelerados en la fuerza de pegado del plasma

en polvo utilizado para elaborar jamones curados reestructurados

Como ya se comento en la Introduccion, el plasma en polvo (PP) es el agente ligante en
frio que ha mostrado los mejores resultados en la elaboracion de jamones curados
reestructurados, ya que aplicado directamente en el pernil de cerdo deshuesado en fresco,
proporciona interacciones proteicas de mayor intensidad que otros ligantes, y en nimero
suficiente para conformar la pieza y recuperar su forma original (Romero de Avila y col.,

2013, 2014b). El plasma en polvo debe sus propiedades aglutinantes al fibrindgeno ya que,
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al entrar en contacto con la trombina, enzima disponible en cantidades suficientes en la carne

fresca, produce aglutinacion y la formacién de fibrina (EFSA, 2015).

Sin embargo, desde el punto de vista tecnoldgico, la preparacion de jamones
reestructurados también implica una manipulacion adicional que conlleva un riesgo de
contaminacion con microorganismos patdgenos, entre los que se encuentra Listeria. Si para
la higienizacion de estos jamones reestructurados se utilizasen electrones acelerados, la
cuestion a resolver seria si el tratamiento afecta a las proteinas del agente ligante

comprometiendo su capacidad de pegado.

Este estudio se llevd a cabo en un modelo desarrollado a pequefia escala, de
aproximadamente 1 kg de peso, de jamén curado reestructurado (MJR), usando PP como
agente de ligazén en frio. Para su procesado, se adaptaron las condiciones (tiempo,
temperatura, humedad) de un proceso de elaboracién convencional de jamoén curado al
tamafo del modelo desarrollado. De esta forma, se optimizaron las condiciones de cada etapa

del procesado.

Una vez establecidas las condiciones més adecuadas, se estudid la evolucion de la fuerza
del pegado del plasma en polvo en modelos irradiados con 2 kGy en relacién a los no
irradiados y a lo largo de todo el procesado, asi como los posibles cambios en la
microestructura de la linea de pegado. Finalmente, se investigo la eficacia listericida del
tratamiento bilateral de 2 kGy en los modelos contaminados de forma intencionada. Toda la

metodologia se encuentra descrita en el apartado 3.2.11 de Material y Métodos.

4.6.1.- Evolucién de los parametros fisico-quimicos de los modelos de jamones

reestructurados durante su procesamiento

Para establecer las condiciones mas adecuadas para el procesamiento de los MJR, se
realiz6 un seguimiento de los cambios que se iban produciendo en los parametros fisico-
quimicos mas relevantes (aw, humedad, pH y contenido de sal) hasta comprobar que en los
MJR evolucionaban de forma similar a los jamones convencionales, usando como valores
de referencia del producto convencional los descritos por Asensio y Diaz (2001), Ventanas
y Cava (2001) y Bosse y col. (2018).

Los resultados finales obtenidos se recogen en la Figura 23 donde se muestra una
comparacion entre los valores de humedad y aw durante el procesamiento tanto de los MJR

como de los jamones curados convencionales.
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Figura 23. Evolucion de la humedad (gris) y de la actividad del agua (negro) durante la
elaboracion del modelo de jamon curado reestructurado (lineas continuas) y de jamén curado
convencional (lineas discontinuas).

En términos generales, con las condiciones finales establecidas, los parametros fisico-
quimicos de los MJR evolucionaron de manera similar que en un jamén curado
convencional. Asi, de acuerdo con los valores descritos por los autores antes mencionados,
la humedad en los jamones curados convencionales pasa de valores iniciales cercanos al
70% (correspondiente al pernil fresco) a un 65% en el periodo de post-salado y a un 55% al
final del periodo de secado/maduracion. En los MJR, los valores de humedad determinados
en estos periodos fueron muy similares: 75 + 0,9%, 67,4 + 2,4% y 58,2 + 1,8%,

respectivamente.

En ambos productos la aw presento valores de 0,990 en el pernil fresco y de 0,968 en el
post-salado. Sin embargo, al final del procesamiento estos valores disminuyeron hasta 0,894

y 0,880 en los MJR y en los jamones curados convencionales, respectivamente.

En lo que se refiere al pH, diferentes autores indican un posible aumento del pH hasta 6,5
al final del periodo de secado/maduracion en los productos convencionales como
consecuencia de la protedlisis que se produce en este periodo con la consiguiente formacion
de nitrogeno no proteico (Losantos y col., 2000; Sanchez-Molinero y Arnau, 2008; Mora y
col., 2009). En nuestros modelos, el valor del pH se mantuvo en torno a 6 durante todo el
proceso y no se observé ese aumento, probablemente debido a que, al ser piezas de menor
peso, el tiempo necesario para la maduracion fue mucho mas corto que en los jamones

curados convencionales y la protedlisis fue menor. No obstante, nuestros valores estan de
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acuerdo con los de otros autores que han descrito amplios intervalos de pH en el producto
final (de 5,1 a 6,4) para diferentes variedades de jamones curados (Toldra, 2012; Petrova y
col., 2015; Bosse y col., 2018).

Después de la fase de pegado, el contenido de sal fue de 1,31 + 0,79 g/100 g de materia
seca (MS) y después del periodo de secado/maduracion (final del procesamiento), fue de
5,71 + 0,51 g/100 g de MS. La determinacién de cenizas en los mismos periodos fue de 2,63
+ 0,79 y 7,01 + 0,51 ¢g/100 g de MS, respectivamente, incremento relacionado con la
migracion de sal a los musculos y la pérdida de agua. Estos resultados son similares a los
que han reportado anteriormente varios autores en los jamones curados convencionales
(Petrova y col., 2015; Bosse y col., 2018).

La similitud del comportamiento de los pardmetros fisico-quimicos en ambos productos
permite establecer que la adaptacion del proceso de fabricacion tradicional propuesta es
adecuada y que los MJR podrian considerarse como un modelo de jamon curado util para

las investigaciones realizadas en este trabajo.

En los MJR irradiados con dosis de 2 kGy, no se observaron cambios significativos en
ninguno de los parametros fisico-quimicos al compararlo con los MJR sin irradiar. Estos
resultados son coherentes con los mostrados por otros autores, quienes no observaron
diferencias significativos entre los parametros fisico-quimicos (pH, la aw, humedad, cenizas,
contenido de sal) de los productos no irradiados y los irradiados con dosis de hasta 3 kGy,
como atin y salmén ahumado (Medina y col., 2009; Cambero y col., 2012), queso (Velasco
y col., 2011, 2015), cecina y jamon Ibérico (Cambero et al 2012) y lomo de cerdo, tanto

fresco como marinado (Garcia-Marquez y col., 2012ab), entre otros.

En consecuencia, los modelos desarrollados se consideraron Utiles para el objetivo

propuesto en esta parte del trabajo.

4.6.2.- Efecto del tratamiento con electrones acelerados en la fuerza de pegado del

plasma en polvo (PP)

El primer paso fue determinar la fuerza de pegado del PP en los MJR sin irradiar a lo
lardo del procesado tomando muestras de diferentes modelos intentando que siempre
estuviese la linea de pegado en el centro. La fuerza de pegado se determind mediante un
ensayo de traccion uniaxial, tal y como se describe en el apartado 3.2.11.6 de Material y
Métodos. Los resultados se muestran en la Figura 24.
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Figura 24. Fuerza de pegado (N.cm?) de modelos de jamdn curado reestructurado sin
irradiar en diferentes momentos del proceso: FP (fase de pegado), S (salazon), PS (post-
salado), MFS (mitad de la fase de secado/maduracion, dia 19) y FFS (final de la fase de
secado/maduracion, dia 38).

Como puede observarse, se produjo un aumento progresivo en la fuerza de pegado a lo
largo del tiempo de procesado, desde 0,78 + 0,15 N.cm después de la fase de pegado (FP)
a1,96 + 0,52 N.cm al final del periodo de secado-maduracion (FFS), pero sélo se observo
diferencia significativa (p < 0,05) entre la fuerza de pegado en las etapas iniciales (fase de
pegado y salazon) y al final del secado-maduracion. Estas diferencias podrian estar
relacionadas con los cambios en la estructura y en la solubilidad de tienen lugar en las
proteinas como resultado de la disminucion de la humedad y la aw y del aumento del
contenido de sal. Asi, se ha descrito que durante la salazon, el anién cloruro se une a los
grupos proteicos cargados positivamente e incrementa la fuerza ionica del medio lo que
reduce el espacio entre filamentos miofibrilares y, con ello, la retencion de agua en la masa
muscular (Toldra, 2012; Toldra y Barat, 2018). Como resultado global, se favorece la
reorganizacion molecular entre las proteinas. Kramery col., (2012) describieron que en estas
condiciones se favorece el aumento de los enlaces cruzados entre las proteinas en general y,
por consiguiente, las interacciones entre ellas; en nuestro caso, las interacciones se
establecerian entre las proteinas del PP y las proteinas de la carne. Ademas, estos autores
indicaron que la reduccién del contenido de agua promueve la disminucién de la solubilidad
de las proteinas. Todo ello justificaria el aumento de la fuerza de pegado obtenido en nuestras
muestras. Los resultados, ademas, coinciden con los obtenidos por Romero de Avila y col.

(2014b) en jamones curados enteros reestructurados también con PP,

Al comparar la fuerza de pegado entre las muestras irradiadas y las no irradiadas no se

observaron diferencias significativas (p > 0,05) (Figura 25), lo que parece indicar que este
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tratamiento no compromete la capacidad de ligazén del PP y, por tanto, la estabilidad y

consiguiente viabilidad de este tipo de productos.
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Figura 25. Fuerza de pegado (N.cm?) del plasma en polvo en modelos de jamon curado
reestructurado irradiado con 2 kGy (gris) y sin irradiar (blanco) a la mitad de la fase de
secado/maduracion (MFS) y al final de la fase de secado/maduracion (FFS).

Existia la posibilidad de que el tratamiento pudiera afectar la estructura y/o la funcion
aglutinante de las proteinas del PP, ya que la irradiacion puede producir cambios en estas
moléculas. En la revision de Lalande y col. (2019) se recogen los posibles efectos de la
irradiacion en la estructura de las proteinas a causa de las reacciones quimicas de los
radicales libres radioinducidos, como la formacion y/o ruptura de enlaces inter e
intramoleculares, que conduce a la polimerizacion o fragmentacion de la cadena
polipeptidica, la agregacion de los fragmentos formados o el entrecruzamiento entre las
proteinas. La irradiacion también puede producir un cambio conformacional de las
estructuras secundaria y terciaria, resultando en la agregacion, fragmentacion, plegamiento
y despliegue de las cadenas polipeptidicas que provoca un incremento de la funcién
bioldgica de la proteina (Baccaro et a., 2018; Li y col., 2018; Lalande y col., 2019). Todos
estos fendbmenos han hecho que, en la actualidad, la irradiacion no solo sea una alternativa
atractiva para la conservacion de alimentos sino también para la modificacion de las
proteinas, atribuyéndole efectos tanto de aumento como de disminucion de distintas
propiedades como viscosidad, solubilidad, emulsionante, espumante y resistencia a la

traccion (Kuan vy col., 2013).

Sin embargo, la aparicion de estos efectos depende de factores como la temperatura, el
pH, las caracteristicas de la matriz, la concentracion de proteinas o la dosis de radiacion
absorbida, entre otros (Baccaro et a., 2018). Asi, las condiciones particulares de nuestro
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experimento, principalmente la dosis aplicada y las caracteristicas fisico-quimicas de los
MJR, no parece que favorezcan la aparicion de cambios significativos en la fuerza de
pegado.

Estos resultados estan relacionados con lo observado macroscopicamente, ya que los MJR
mantuvieron su forma y firmeza después del tratamiento con electrones acelerados a dosis
de 2 kGy. La zona de pegado se aprecidé siempre como una linea estable y firme, casi
imperceptible, lo que confirio al MJR la apariencia de una sola pieza, tanto en las muestras

irradiadas como en las no irradiadas.
4.6.3.- Determinacién de la microestructura de la zona de pegado

Las Figuras 26 y 27 corresponden a imégenes de la zona de pegado obtenidas por
microscopia electronica de barrido con un aumento de x 5000, tanto en los MJR irradiados
como sin tratar (muestras control). La Figura 26 corresponde a una imagen de la
microestructura de esta zona en los MJR sin irradiar despues de la fase de post-salado. En
esta imagen se observa la zona de pegado como una red desorganizada de estructuras
fibrosas entrecruzadas que interaccionan con las superficies cérnicas. Esta organizacion,
ademas de revelar la apariencia de las interacciones propias del PP, puede corresponder a
enlaces que surgen entre las proteinas cuando, como se ha mencionado anteriormente,

pierden su estructura como consecuencia de la concentracion de sal.

Toum

Figura 26. Microestructura de la zona de pegado de una pieza carnica restructurada sin
irradiar (muestra control) después del periodo de post-salado obtenida mediante microscopia
electronica de barrido (x 5000). Las flechas sefialan algunas de las estructuras fibrosas
distribuidas en la zona de pegado.
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La Figura 27 corresponde a imagenes obtenidas de la zona de pegado al final del periodo
de secado-maduracion en muestras no tratadas (A) y tratadas (B). En la muestra no tratada,
(Figura 27A), al final del procesamiento esta estructura cambia y se observa mas organizada
y firme, y las estructuras fibrosas de la zona de pegado, que como hemos mencionado se
interconectan con la carne, aparecen como filamentos retraidos y, por tanto, mas gruesos.
Romero de Avila y col. (2014b) también describieron estos entrecruzamientos entre el
plasma en polvo y las proteinas carnicas durante el periodo de salazon e indicaron que fueron
estables y se transformaron en estructuras compactas durante la deshidratacion en etapas
posteriores. Estos autores relacionaron estos hallazgos con la retraccién que se produce
cuando las proteinas se deshidratan como consecuencia de la pérdida de agua durante el
periodo de secado/maduracién. Ademas, estos resultados concuerdan con el aumento de la

fuerza de union con el tiempo de procesamiento observado en el ensayo de traccion.
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Figura 27. Microestructura de la zona de pegado de una pieza carnica reestructurada al final
del periodo de secado/maduracion obtenida mediante microscopia electrénica de barrido (x
5000): (A) no tratada y (B) tratada. Las flechas sefialan las estructuras fibrosas (A) o
agregados proteicos (B) distribuidos en la zona de pegado.
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La imagen de la zona de pegado al final de procesamiento de los MJR irradiados (Figura
27B) cambia drasticamente, observandose la zona de pegado como una masa no
estructurada, mas compacta y densa y en la que casi no se identificaron estructuras fibrosas.
Esta imagen podria ser la representacion de los intensos cambios conformacionales que se
producen en las proteinas del plasma en polvo e incluso en las proteinas de la carne como

resultado del tratamiento de irradiacion.

En este sentido, Lee y col. (2003) y Chmielewski y col. (2005) describieron que la
irradiacion produce radicales libres en la matriz del alimento que promueven la formacion
de nuevos y numerosos enlaces cruzados entre las proteinas, lo que resulta en una intensa
modificacion de su estructura. Asimismo, Yoon (2003) observé cambios en la
microestructura de las proteinas carnicas (pechuga de pollo) irradiadas con rayos gamma
(2,9 kGy) e informo de una contraccion miofibrilar (disminucion de la anchura del sarcoma)
asociada a una textura significativamente més firme. Zhao y col. (2017) también detectaron
una estructura mas compacta en las proteinas de la harina de nuez cuando tras la aplicacion
de electrones acelerados a una dosis de 2,5 kGy. Ademas, otros autores observaron cambios
en una amplia variedad de proteinas de diferentes fuentes (suero de leche, soja, pescado,
gambas, gluten y colageno, entre otras) tras la aplicacion de dosis superiores a 10 kGy
(Lacroix y col., 2002; Quattara y col., 2002; Jo y col., 2005; Lee y col., 2005; Inamura et al,
2013; Sabato et al, 2007; Mahto y col., 2015; Benbettaieb y col., 2016).

Este efecto estd directamente relacionado con el contenido de agua del alimento.
Tahergorabi y col. (2014) describieron que en las matrices de alimentos con bajo contenido
de agua, las proteinas se ven minimamente afectadas por la radiacion debido a la escasa
produccion de radicales. Asimismo, Lee y col. (2003) estudiaron el efecto de la radiacion
gamma a dosis de entre 1y 10 kGy en las proteinas plasmaticas, observando dos tipos de
comportamiento. En el plasma en polvo, la irradiacién no influy6é en las propiedades
funcionales de las proteinas (solubilidad, viscosidad) y no hubo modificaciones
significativas en cuanto al perfil de peso molecular. Sin embargo, cuando estas proteinas se
encontraban en solucion (hidratadas), se detectaron cambios significativos, incluso a dosis
tan bajas como 1 kGy. A esta dosis, los radicales generados por la radiolisis del agua
ocasionaron la fragmentacion de las proteinas en las cadenas de polipéptidos de bajo peso
molecular. Sin embargo, al aumentar gradualmente la dosis de irradiacion (2-10 kGy), se
establecieron diversos tipos de interacciones entre las proteinas, dando lugar a agregados de

alto peso molecular.

156



Es posible que en la zona de pegado de los modelos irradiados se produzca este ultimo
comportamiento, es decir, puede ser que los electrones acelerados hayan favorecido la
formacion de numerosos agregados que se observan uniformemente distribuidos en la zona
de pegado, lo que explicaria en gran medida los cambios en la microestructura (Figura 27).
Sin embargo, estas modificaciones no fueron lo suficientemente severas como para
establecer diferencias significativas entre la fuerza de pegado del PP de los MJR irradiados
y los no irradiados.

4.6.4.- Efecto listericida del tratamiento con electrones acelerados en los modelos de

jamones curados reestructurados

Para confirmar que el efecto listericida del tratamiento con electrones acelerados era
efectivo también en los MJR, diferentes piezas carnicas fueron contaminadas con una
concentracion de aproximadamente 10° células de L. innocua durante su reestructurado (fase
de pegado) y se dividieron en dos grupos: a uno de ellos se aplicé el tratamiento de 2 kGy
bilateral, mientras que el otro grupo permanecié sin irradiar (control) (vease apartado
3.2.11.2 de Material y Métodos).

En los MJR control, los niveles de L. innocua disminuyeron en 0,5 unidades logaritmicas
durante los primeros 3 dias de procesamiento, coincidiendo con el periodo de salazén.
Posteriormente, aumentaron hasta alcanzar los niveles iniciales (10° UFC) al final de la fase
de post-salado, manteniéndose en estos valores hasta el final del procesamiento. Este
comportamiento parece estar relacionado con las condiciones fisico-quimicas de los MJR
durante las primeras etapas, principalmente con el aumento de la concentracion de sal.
Morales-Partera y col. (2017) describieron este mismo comportamiento en el lomo de cerdo
curado, donde la sal también ocasiona, en un principio, una ligera disminucion en la carga
de Listeria (0,8 log) hasta que se adaptan al nuevo entorno y se recuperan los niveles

iniciales, permaneciendo constante durante el resto del procesamiento.

Estad ampliamente demostrado que el bajo valor de aw (< 0,92) que tiene el jamdn curado
dificulta enormemente, por no decir imposibilita, el crecimiento de L. monocytogenes
(Comisidn Europea, 2007; ICMSF, 2002). Asimismo, se ha descrito la eficacia de una baja
aw en la disminucion de microorganismos patégenos, como L. monocytogenes, Salmonella
spp. y E. coli O157:H7, hasta niveles indetectables durante el procesamiento del jamon
curado (Reynolds y col., 2001; Montiel et al, 2020; Serra-Castell6 y col., 2020). Otros
factores, como el contenido de nitritos, mejoran la estabilidad de los productos al actuar de

forma sinérgica (Asensio y Diaz, 2001; Portocarrero y col., 2002; Stollewerk y col., 2014).
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Sadeghi-Mehr y col. (2016) informaron de que la combinacion de factores intrinsecos (pH
y aw) Yy extrinsecos (condiciones de fermentacién y secado) durante la elaboracion de
jamones curados reestructurados podria reducir la carga de L. monocytogenes y Salmonella

spp. hasta 1,25y 2,28 log UFC/g, respectivamente.

Sin embargo, de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo, de estar presente
Listeria en la zona de pegado de un jamoOn curado reestructurado, y aunque este
microorganismo no se multiplique debido a las condiciones imperantes, mantendria su carga
inicial, siendo necesario, por lo tanto, aplicar un tratamiento adicional de higienizacion. Esto
concuerda con los resultados obtenidos por otros autores en diferentes productos carnicos
curados. Prencipe y col. (2012) y Giovannini y col. (2007) reportaron que L. monocytogenes
no se elimina completamente durante la elaboracion del jamon de Parma y San Daniele
enteros deshuesado. Mena y col. (2004) y Gémez y col. (2015) obtuvieron los mismos
resultados en jamones curados loncheados portugueses y esparioles, respectivamente. Como
se ha mencionado antes, Morales-Partera y col. (2017) también observaron la resistencia de

este patdgeno a las condiciones del lomo de cerdo curado.

Cuando los MJR fueron tratados con electrones acelerados de forma bilateral con 2 kGy,
el nivel de Listeria disminuyd hasta niveles indetectables, en al menos 5 unidades
logaritmicas, lo que confirma la eficacia listericida del tratamiento en los jamones
reestructurados. Asimismo, queda demostrado que la zona de pegado no solo resiste el
tratamiento con electrones acelerados, sino que no supone ninguna barrera para su paso y,
por lo tanto, para la higienizacion del producto. La estabilidad de esta metodologia de
reestructuracion después de la radiacion hace posible su uso industrial/comercial, ya que
estos productos podrian manejarse facilmente durante las operaciones de reduccion de
tamafio, como el loncheado o la obtencion de bloques, sin temor a que pierdan su formay

firmeza.

4.7.- Efecto de los electrones acelerados sobre la expresion de los genes de virulencia
(plcA, hly e iap) y de respuesta al estrés (sigB) de Listeria monocytogenes en jamén

curado

Hasta ahora se ha demostrado la eficacia del tratamiento bilateral con electrones
acelerados a dosis de 2 kGy en jamon curado deshuesado tanto convencional como
reestructurado. Sin embargo, es necesario conocer el efecto de dicho tratamiento en los

microorganismos supervivientes. L. monocytogenes tolera una amplia variedad de
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condiciones estresantes, es lo que le brinda la versatilidad necesaria para poder desarrollarse
como un microorganismo saprofito del suelo, contaminante de los alimentos y patégeno del
hombre (Gandhi y Chikindas 2007; Schmid y col. 2009; Takahashi y col. 2011). Para poder
hacer frente a una serie de condicionantes tan diversos, L. monocytogenes posee una
compleja regulacion de la expresion de genes de virulencia y respuesta al estrés que le
confieren esta capacidad Unica de resistencia (Gandhi y Chikindas, 2007; Miner y col., 2007;
Bucur y col., 2018).

Esta respuesta genética le permite superar algunos tratamientos y condiciones adversas
(frio, acidez, concentracion de sal, etc.) que se pueden presentar en los alimentos, las duras
condiciones del tracto gastrointestinal y cada paso del sofisticado ciclo celular infeccioso el
cual se conoce con detalle merced a las investigaciones realizadas por numerosos autores
(Véazquez-Boland y col., 2001; Gandhi y Chikindas, 2007; de las Heras y col., 2011; Camejo
y col. 2011; Pizarro-Cerd4 y col., 2012; Rolhion y Cossart, 2017; Radoshevich y Cossart,
2018; Gaballay col., 2019).

Asimismo, se ha descrito que los mecanismos genéticos mediante los que Listeria logra
resistir este estrés subletal, los denominados genes de respuesta al estrés, pueden favorecer
también la expresion de genes de virulencia (Kazmierczak y col., 2003, 2006; Chaturongakul
y col., 2008, 2011; Ollinger y col., 2009; Liuy col., 2017). Esta misma respuesta podria ser
desencadenada en las células supervivientes a un tratamiento subletal con electrones
acelerados. De ser asi, la supervivencia de una Unica célula, que en principio seria
irrelevante, podria suponer un mayor riesgo sanitario de presentar una virulencia superior a

la de una célula que no ha sido sometida a estrés.

En un intento de conocer los posibles cambios en la expresion de los genes de respuesta
al estrés y de virulencia por efecto de la irradiacion, se desarrollaron experimentos con la
cepa mas radioresistente de este patdgeno (L. monocytogenes S4-2) de acuerdo a la
metodologia descrita en el apartado 3.2.12 de Material y Métodos. Para ello, se contaminaron
muestras de jamon con un numero elevado de listerias, del orden de 7,9 log UFC/g.
Posteriormente, las muestras se irradiaron con diferentes dosis (0, 1, 2 y 3 kGy) y se
almacenaron durante 30 dias a 7 y 15°C. Se utilizaron estas temperaturas por ser
consideradas como de abuso de temperatura durante el almacenamiento de alimentos a nivel
de operadores de empresas alimentarias, minoristas y consumidores (CRL/AFSSA, 2008).
A lo largo del almacenamiento se realizaron recuentos microbiol6gicos y se estudid la
expresion absoluta de los genes de respuesta al estrés y de virulencia sigB, plcA, iap e hly
en los microorganismos que sobrevivieron al tratamiento, evaluandose de esta forma el
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efecto del tiempo y la temperatura. Ademas, a partir de los datos se establecio una relacion
entre el numero de copias de genes obtenidos mediante expresion génica absoluta y el
namero de células de Listeria supervivientes (Log [copias del gen/(UFC/g)]).

Los recuentos microbioldgicos obtenidos se muestran en las Tablas 16 y 17. Como era de
esperar, tras el tratamiento con electrones acelerados (dia 0), el numero de L. monocytogenes
disminuyé significativamente conforme aumento la dosis aplicada, siguiendo una cinética
de primer orden que se ajusto a la ecuacion de una recta a partir de la cual se calcul6 un valor
D de 0,57 kGy (inverso de la pendiente). Este valor es muy similar al determinado
previamente en el apartado 4.2.1 de este capitulo (D = 0,55 kGy) y al descrito para el mismo
microorganismo en otros productos carnicos como pechuga de pavo, pastrami, mortadela,

jamon de cerdo y de pavo (Sommers y Mackay, 2013).

Tabla 16. Recuento de supervivientes de Listeria monocytogenes S4-2 (Log UFC/g + DE)
en lonchas de jamon curado no irradiadas (0 kGy) e irradiadas con diferentes dosis (1, 2y 3
kGy) inmediatamente después del tratamiento (dia 0) y a diferentes tiempos (dias 7, 15y 30)
durante el almacenamiento a 7°C.

Dosis Dia0 Dia7 Dia 15 Dia 30

0 kGy 7,91+0,06%% 7,76 £0,01A" 7,65+ 0,204P¢ 7,21 +0,10°¢
1 kGy 6,78+0,16%%  6,82+0,1282  6,17+0,218° 588 +0,198¢
2 kGy 5,33+0,08%%  4,91+0,12°°  4,72+0,38°° 4,30 + 0,02¢¢
3 kGy 3,30+0,06°2  2,79+0,02°° 250+0,09°¢ 1,86+ 0,11P¢

DE, desviacion estandar.
ABCD valores en la misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (p < 0,05).
abed \alores en la misma fila con diferentes letras son significativamente diferentes (p <0,05).

Tabla 17. Recuento de supervivientes de Listeria monocytogenes S4-2 (Log UFC/g + DE)
en lonchas de jamén curado no irradiadas (0 kGy) e irradiadas con diferentes dosis (1, 2y 3
kGy) inmediatamente después del tratamiento (dia 0) y a diferentes tiempos (dias 7, 15y 30)
durante el almacenamiento a 15°C.

Dosis Dia 0 Dia 7 Dia 15 Dia 30

0 kGy 7,91+0,06%2 7,76 0,032 7.64+0,03A¢ 7,29 + 0,037
1 kGy 6,78+0,165%2 6,08+ 0,308° 588+0,248° 6,02 +0,285P
2 kGy 5,33+0,08%2 4,75+0,08°Y  4,32+0,01°° 4,19 +0,39¢¢
3 kGy 3,30+0,06°2 2,41+0,16P°  228+0,02P¢ 1,64 +0,09°

DE, desviacion estandar.
ABCD valores en la misma columna con letras diferentes son significativamente diferentes (p < 0,05).
abcd valores en la misma fila con letras diferentes son significativamente diferentes (p < 0,05).
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Durante el almacenamiento a 7°C, los recuentos de L. monocytogenes disminuyeron
ligeramente con el tiempo de almacenamiento tanto en las muestras irradiadas como en las
control, aunque no hubo diferencias significativas (p > 0,05) atribuibles al tratamiento con
electrones acelerados. Es decir, aparentemente, la destruccion de los microorganismos se
debid a las condiciones fisico-quimicas del jamon (principalmente al contenido de sal y a la
baja aw) y no al dafio subletal ocasionado por la radiacion. Este mismo patrén fue observado
en las muestras almacenadas a 15°C. De forma similar, Montiel y col. (2020) describieron
que las condiciones adversas del jamon curado redujeron la carga de L. monocytogenes en
al menos 4,6 unidades logaritmicas en la superficie de este producto durante su

procesamiento.

En la Figura 28 se observan las curvas estandar determinadas para cada uno de los genes

estudiados. La Tabla 18 muestra los valores de la cuantificacion absoluta de la expresion

génica.
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Figure 28. Curvas estandar que muestran la correlacion entre el ciclo de cuantificacién y el
numero de copias de los genes de virulencia (pIcA, hly e iap) y de respuesta al estrés (sigB)
de Listeria monocytogenes.
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Tabla 18. Valores de la expresion génica absoluta (Log de copias de genes = DE) de los
genes de respuesta al estrés (sigB) y de virulencia (plcA, hly e iap) de Listeria
monocytogenes S4-2 en lonchas de jamén curado no irradiadas (0 kGy) e irradiadas con
diferentes dosis (1, 2 y 3 kGy) inmediatamente después del tratamiento (dia 0) y a diferentes
tiempos (dias 7, 15 y 30) durante el almacenamiento a 7 y 15°C.

sigB
7°C 15°C
Dia7 Dia 15 Dia 30 Dia7 Dia 15 Dia 30
0kGy  2.82+0.25° 2.72+0.15° 3.27+0.04° 3.49+0.56° 2.99+0.17*" 3.55+0.76* 2.28+0.17°
1kGy  3.18+0.19*° 2.58+0.19" 3.37+0.24% 2.80+0.49*" 2.98+0.12*" 3.09+0.28* 2.63+0.29*"
2kGy  3.19£0.12° 2.95+0.35" 3.87+0.59° 2.90+0.09" 2.97+0.06° 3.00£0.28" 2.04+0.19°
3kGy  2.9620.41° 2.88+0.19° 3.94+0.46° 3.00+0.17° 2.96+0.05° 3.09+0.19° 2.93+0.49"

Dosis Dia0

plcA
7°C 15°C
Dia7 Dia 15 Dia 30 Dia 7 Dia 15 Dia 30
0kGy  5.95+0.53* 551+0.14° 6.14+0.12° 6.44+0.45° 5.78+0.29° 6.10+0.95* 5.43+0.35%
1kGy  6.28+0.14° 5.62+0.14° 6.47+0.12° 5.62+0.48* 5.47+0.13° 5.98+0.21° 5.66+0.26°
2kGy  6.17+0.22° 5.85+0.34° 6.82+0.43% 5.63+0.49"° 5.34+0.21° 5.81+0.39"° 5.12+0.32°
3kGy  5.44+1.11° 572+0.19° 6.88+0.56° 5.41+0.02° 5.31+0.20° 6.05+0.19*" 5.89+0.48"

Dosis Dia0

hly
7°C 15°C
Dia7 Dia 15 Dia 30 Dia 7 Dia 15 Dia 30
0kGy  5.7520.29° 5.40+0.27° 5.56+0.18% 5.66+0.25° 5.26+0.29" 5.59+0.73% 5.17+0.38°
1kGy  5.76+0.15° 5.54+0.22% 557+0.11" 4.89+0.57° 5.16+0.22* 5.30+0.07° 5.21+0.19°
2kGy  5.67+0.04* 5.87+0.62° 5.85+0.34° 5.15+0.37% 5.18+0.20% 5.17+0.47° 4.95+0.38°
3kGy  4.75+0.95° 5.64+0.31*° 5.88+0.38° 4.92+0.06° 5.06+0.13" 5.25+0.22° 5.48+0.53*"

Dosis Dia0

iap
7°C 15°C
Dia7 Dia 15 Dia 30 Dia7 Dia 15 Dia 30
0kGy  4.92+0.21%° 4.3420.19° 551+0.15% 5.68+0.45% 4.94+0.29* 5.1620.93% 4.39+0.40°
1kGy  5.27+0.13° 4.42+0.29" 5.63+0.19* 4.85+0.58"" 4.77+0.19° 4.92+0.06" 4.66+0.35°
2kGy  5.23+0.07° 4.92+0.82"° 5.91+0.46° 4.88+0.45°° 4.71+0.10° 4.81+0.56"° 4.19+0.42°
3KGy  4.33:0.99° 4.57+0.31° 6.01+0.39° 4.82+0.08" 4.67+0.05° 4.96+0.23° 4.98+0.76"

DE, desviacidn estandar.
abcdy/alores en el misma fila con letras diferentes son significativamente diferentes (p < 0,05).

Dosis Dia0

En términos generales, la expresion absoluta de los genes estudiados no se vio afectada
por la dosis de irradiacion ni por las condiciones de almacenamiento (tiempo y temperatura).
Sin embargo, se observo que en las muestras irradiadas a las dosis més altas (2 y 3 kGy), la
expresion génica absoluta a 7°C aumento de forma significativa (p < 0.05) a los 15 dias de

almacenamiento, disminuyendo posteriormente, en el dia 30. Es posible que este
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comportamiento sea una respuesta adaptativa de L. monocytogenes a las condiciones
adversas de baja temperatura y al dafio subletal ocasionado por los electrones acelerados.
Asi, las células de Listeria que resistan estas dosis responderian durante los primeros 15 dias
aumentando la expresion de los genes evaluados y, posteriormente, cuando la bacteria se ha

adaptado a estas nuevas condiciones, la expresion génica disminuiria.

Sin embargo, cuando se analizan todos los datos en conjunto, se puede observar que
aunque la expresion génica absoluta es similar, el nimero de células que la produce es
marcadamente diferente, debido a la muerte celular ocasionada por la irradiacion. De hecho,
el numero de L. monocytogenes disminuye al aumentar la dosis aplicada y se observa una
diferencia de hasta 5 unidades logaritmicas entre los recuentos obtenidos a 0 y 3 kGy. En un
intento de incorporar este posible efecto a este estudio, se establecio la relacion entre el
namero de copias de los genes sigB, pIcA, hly e iap y el nimero de supervivientes de L.
monocytogenes (Log [copias del gen/(UFC/g)]), la cual se muestra en la Figura 29. Se
observa que dicha relacién aumenta significativamente (p < 0.05) con la disminucion del

namero de células.
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Figura 29. Relacion entre el nimero de copias de los genes sigB, pIcA, hly e iap y el nUmero
de supervivientes de L. monocytogenes (Log [copias del gen/(UFC/g)]) en lonchas de jamoén
curado no irradiadas (0 kGy) e irradiadas con diferentes dosis (1, 2 y 3 kGy) después del
tratamiento (dia 0: gris) y a diferentes tiempos (dias 7: rayado; 15: negro y 30: blanco)

durante el almacenamiento a 7 y 15°C.
ABCD valores de en la misma dosis con letras diferentes son significativamente diferentes (p < 0,05).
abedy/alores en el mismo dia con letras diferentes son significativamente diferentes (p < 0,05).

164



Esta ampliamente documentado que los electrones acelerados inhiben el crecimiento
microbiano mediante dos mecanismos que se producen de forma simultanea, ocasionando la
muerte celular cuando la magnitud del dafio supera su capacidad de reparacion (Huang y
col., 2019). El primer mecanismo es la interaccion directa de los electrones acelerados con
algunas macromoléculas vitales como el ADN y el ARN, y el segundo es la accién indirecta
de las especies reactivas de oxigeno generadas por la radiolisis del agua, que contribuye al
dafio oxidativo de los &cidos nucleicos, las proteinas y enzimas. De hecho, la supervivencia
a la radiacion de las bacterias esta determinada por el mecanismo de reparacion del ADN y
su capacidad de eliminacién de las especies reactivas de oxigeno (Slade y Radman, 2011).
Por lo tanto, las células de L. monocytogenes que sobreviven al tratamiento con electrones
acelerados han sido sometidas a un elevado estrées oxidativo.

La resistencia de este microorganismo al dafio oxidativo no es totalmente desconocida.
De hecho, se ha descrito que L. monocytogenes frecuentemente desarrolla mecanismos
moleculares para superar la exposicion a compuestos oxidantes en el interior de los

macrofagos (Imlay, 2002, Lungu y col., 2009).

Esta situacién, asi como la mayoria de situaciones altamente estresantes, desencadena el
mecanismo general de respuesta al estrés de L. monocytogenes controlado por el sigB, con
el cual se puede expresar un gran numero de genes de forma simultanea (Bucur y col., 2018;
Gaballa y col., 2019). En este trabajo también se ha observado una expresion del gen sigB
tanto mayor cuanto mayor fue la dosis aplicada. Este gen codifica el factor sigma alternativo
o®, que regula directamente la expresion de mas de 200 genes implicados en la respuesta a
condiciones ambientales adversas (Guariglia-Oropeza y col., 2018; Dorey y col., 2019).
Concretamente, se ha descrito que el factor o® esta implicado en la resistencia de L.
monocytogenes a las altas concentraciones de sal, al estres acido, al frio, a las altas presiones
hidrostéaticas, a antimicrobianos como la penicilina, amoxicilina y nisina, al arseniato, a la
bilis y a la oxidacion (O’Byrne y Karatzas, 2008; Raengpradub y col., 2008; Oliver y col.,
2010; Mujahid y col., 2013; NicAogain y O'Byrne, 2016; Guariglia-Oropeza y col., 2018;
Dorey y col., 2019).

En nuestro caso, la principal causa de una sobreexpresion de sigB seria el estrés oxidativo
causado por los electrones acelerados. De hecho, varios estudios han demostrado el papel
del factor ¢® en la resistencia a la oxidacion de L. monocytogenes, ya sea porque existen
genes dependientes de dicho factor implicados en la resistencia a este tipo de estrés (Hecker
y col.,, 2007; Kazmierczak y col., 2003; Raengpradub y col.,, 2008) o porque los

microorganismos modificados genéticamente para carecer del gen sigB muestran una
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supervivencia significativamente inferior (Ferreira y col., 2001; Oliver y col., 2010).
Ademas, o® también contribuye a la transcripcion del gen prfA, cuyo producto, la proteina
PrfA, regula positivamente los genes de virulencia como plcA y hly, cuyos productos son
vitales para el éxito de la invasion celular de L. monocytogenes al permitirle escapar del
fagosoma, interconectando asi la respuesta al estreés y la expresion de los genes de virulencia
(Chaturongakul y col., 2008; Kazmierczak y col., 2003, 2006; Ollinger y col., 2009).

Otra respuesta molecular de L. monocytogenes que proporciona adaptacion al estrés
oxidativo es la sintesis de proteinas de choque térmico (Csp) (Loepfe y col., 2010). L.
monocytogenes posee tres Csp (CspA, CspB y CspD, codificadas en los genes cspA cspB y
cspD, respectivamente) que son esenciales para la adaptacion a diversas condiciones de
estrés, expresandose, por ejemplo, en condiciones de baja temperatura y estrés osmotico
(Gandhi y Chikindas 2007; Schmid y col., 2009; Eshwar y col., 2017). Las Csp también
contribuyen a la regulacion de la expresion de los genes de virulencia, como los hly, plcB y
plcA, através del control del gen prfA, y los asociados con la agregacion celular, produccion
de flagelos y, por ende, motilidad, es decir actA y flaA (Eshwar y col., 2017). Por lo tanto,
la irradiacion podria desencadenar la expresion de los genes plcA 'y hly a través del aumento
de la expresion de sigB y, posiblemente, de la respuesta de las Csp. Estos mecanismos
podrian explicar el efecto de induccion dependiente de la dosis que los electrones acelerados

han mostrado en este estudio sobre la expresion de los genes plcA y hly.

Aunque nuestros resultados, en términos generales, indican que no hay una diferencia
significativa en la expresion absoluta de los genes sigB, plcA 'y hly debido al tratamiento con
electrones acelerados, cuando se relaciona con el nimero de microorganismos si se observa
una cierta influencia. En los casos de estrés producido por otros agentes, la expresion génica
muestra una mayor variabilidad. Alia y col. (2019) observaron que la presencia de NaCl en
los niveles habituales en jamoén curado y actividades de agua de entre 0,92 y 0,94,
disminuyeron la expresion de los genes de virulencia pIcA, hly e iap y, sin embargo,
potenciaron la expresion del sigB. Mataragas y col. (2015) realizaron un estudio con
salchichas fermentadas y describieron que la adaptacion al estrés acido y osmotico aumentd
la expresion del sigB, aunque no tuvo relacion con un aumento de la expresion del prfA. En
otras tecnologias no térmicas, como las altas presiones hidrostaticas, se ha descrito que el
estrés resultante provoca una fuerte supresion de genes como el sigB y el prfA (Bowman y
col., 2008).

El gen iap es el que codifica la proteina P60, una mureina hidrolasa responsable de la

remodelacion del peptidoglicano de la pared celular durante la divisién bacteriana. Es una
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proteina de superficie que, ademas, permite a Listeria adherirse a cualquier tipo de célula,
por lo que es esencial en su capacidad de invasion (Pucciarelli y col., 2007). La proteina P60
también participa en el movimiento intracelular de Listeria y en la propagacion de célula a
célula, ya que es necesaria para el ensamblaje de la actina (Pilgrim y col., 2003). La
regulacién del gen iap es independiente de la expresion del gen prfA (Véazquez-Boland y
col., 2001) y del gen sigB (Kim y col., 2005); el factor o contribuye a la capacidad de
invasion de L. monocytogenes principalmente mediante el control directo de la expresion de
los genes inlA e inlB, méas que mediante los efectos indirectos regulados por el PrfA (Kimy
col., 2005). Se ha informado de que la transcripcion del gen iap es inducida por la exposicion
de L. monocytogenes a situaciones de estrés acido y osmotico (Olesen y col., 2009). Los
resultados obtenidos en este trabajo no mostraron una influencia de los electrones acelerados
en la expresién del gen iap, aunque la relacion entre la expresion genética absoluta y el
numero de microorganismos (Figura 29) podria evidenciar algun efecto. Sin embargo, hasta
la fecha, no se han descrito mecanismos que expliquen la respuesta del gen iap frente al

estrés oxidativo.

El tiempo y la temperatura de almacenamiento no influyeron sobre la relacion entre la
expresion génica absoluta y el nmero de microorganismos (Figura 29), aunque se observo
un aumento significativo (p < 0.05) conforme transcurrian los dias de almacenamiento

cuando se aplico el tratamiento con electrones acelerados a dosis de 3 kGy.

Son pocos los estudios en los que se puede observar el efecto del tiempo de
almacenamiento sobre la expresion génica de L. monocytogenes. Por ejemplo, Makariti y
col. (2015) evaluaron la respuesta de L. monocytogenes a diferentes combinaciones de pH y
NaCl y notificaron un aumento de la regulacion de sigB y pfrA tras 6 dias de almacenamiento
a 7°C. Estos autores relacionaron las variaciones en la expresion génica con la habituacion
del patogeno a las condiciones de los experimentos. Montiel y col. (2019) reportaron una
tendencia a la disminucion en la expresion de algunos genes de virulencia de L.
monocytogenes (prfA, gbuB, Imo1421, Imo2434 y Imo0669) en presencia de enterocina y

Enterococcus faecalis en jamén curado almacenado durante 7 dias a 7°C.

Estudios realizados sobre el efecto de la temperatura de almacenamiento en la expresion
génica de L. monocytogenes, han mostrado resultados muy dispares, probablemente debido
a las particularidades de cada experimento, como la cepa utilizada, serotipo, genes
evaluados, tratamiento aplicado, matriz alimentaria, etc. Por ejemplo, Duodu y col. (2010)
describieron que la exposicion a condiciones de abuso de temperatura (20°C) podria influir

en el potencial de virulencia de las cepas de L. monocytogenes en el salmén. Rantsiou y col.
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(2012) observaron una variabilidad en la expresion de sigB, hly, iap y plIcA relacionada con
factores como el tipo cepa de L. monocytogenes, la matriz del alimento y la temperatura de
almacenamiento (4 y 12°C). Aliay col. (2019), utilizando sistemas modelo de jamon curado
contaminado con Listeria, informaron que los genes hly y iap estaban mas sobreexpresados

a 15°C que a 7°C, mientras que el gen plcA se comportaba de forma contraria.

Ademas, se ha descrito que las células de L. monocytogenes supervivientes a algan tipo
de estrés subletal generalmente muestran una tolerancia cruzada con otras condiciones
adversas como las consideradas cominmente como obstaculos en la industria alimentaria.
Asi, lvy y col. (2012) concluyeron que L. monocytogenes mejora su capacidad para superar
un medio acido como condicion adversa si previamente esta adaptada a temperaturas bajas.
De la misma manera, la adaptacion de Listeria al estrés 4cido u osmotico puede mejorar su
capacidad para tolerar el estrés térmico, osmotico y oxidativo (Bergholz y col., 2012; Phan-
Thanh y col., 2000). Incluso Zhang y col. (2011) describen cémo un corto tiempo (30 min)
de preexposicion a estrés alcalino (pH 9,0) y osmético (0,3 M NaCl) mejor6 la resistencia
de L. monocytogenes a concentraciones subletales de sales biliares. Las altas presiones
hidrostaticas también pueden inducir una resistencia cruzada al calor, al acido y al estrés
oxidativo (Karatzas y Bennik, 2002). Sin embargo, las células supervivientes a los electrones
acelerados parecen no haber adquirido una mayor proteccion contra las condiciones adversas
del jamon curado (baja aw y concentraciones de sal) ya que, como se ha descrito
anteriormente, su tasa de mortalidad durante el almacenamiento fue similar a la de los

microorganismos no irradiados.

Es la primera vez que se realiza un trabajo de esta naturaleza. Aunque el tratamiento
propuesto en este trabajo es lo suficientemente eficaz como para eliminar la posible carga
de L. monocytogenes presente en los alimentos hasta niveles seguros (< 4 UFC/100 g), los
resultados obtenidos enfatizan la necesidad de optimizar el tratamiento con electrones
acelerados y evitar la supervivencia de células que son potencialmente mas virulentas.
Ademas, desde un punto de vista practico, estos resultados pueden ser especialmente
interesantes, por ejemplo, cuando se pretenda reducir la dosis minima requerida de

irradiacion al disefiar una combinacion de estrategias para eliminar este patogeno.
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5. CONCLUSIONES
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1.- El criterio microbioldgico de "tolerancia cero™ para Listeria monocytogenes se logra
mediante un tratamiento con electrones acelerados a dosis de 2 kGy aplicado de forma
unilateral a las lonchas de jamdn curado y de forma bilateral, con volteo, al jamoén curado
deshuesado. Este tratamiento no produce cambios significativos (p > 0,05) en las
propiedades sensoriales y solo se observan diferencias en el olor que desaparecieron durante

el almacenamiento a 4°C.

2.- El espesor del jamdn curado deshuesado es un factor determinante para su higienizacion
con electrones acelerados. Un tratamiento bilateral con dosis de 1 kGy es suficiente para
eliminar Listeria en jamones de hasta 7 cm de grosor. Para tamafos superiores, es necesario

aplicar un tratamiento bilateral con dosis de 2 kGy.

3.- La capacidad de penetracion de los electrones acelerados es mayor en la parte grasa del
jamén que en la parte magra; sin embargo, si se aplica un tratamiento bilateral con 2 kGy,
esta diferencia no es determinante para la higienizacion del producto.

4.- Se proponen 18 compuestos volatiles como posibles marcadores radioliticos; 10 de ellos
se generan incluso a bajas dosis, manteniéndose durante el almacenamiento (nonano,
2,2,4,6,6-pentametil heptano, 3-metil pentano, 2-hexanona, 5-etilhidro-2(3H)-furanona,
pentadecano, tridecano, undecano, 1-hepteno, 1-deceno) y 8 se detectan Unicamente en los
jamones sin irradiar (2,4-dimetilheptano, 2,3,4-trimetilpentano, 2-metil-1-penteno, 2,4-
dimetil-1-hepteno, 2-metil-2-propanol, 2-pentanol, metil-isobutil-cetona y 2-etoxi-2-metil-

propano).

5.- La aplicacién de una dosis de 2 kGy, de forma bilateral, permite higienizar jamon curado
restructurado sin que se produzcan modificaciones significativas (p > 0,05) en la fuerza de
pegado del plasma en polvo utilizado como agente de ligazon en frio, a pesar de los cambios

microestructurales observados en la zona de pegado.

6.- La exposicion de L. monocytogenes a un tratamiento subletal con electrones acelerados
podria ocasionar la sobreexpresion de los genes de respuesta al estrés (sigB) y de virulencia
(pIcA, hly e iap) sin que se vea afectada por la temperatura y el tiempo de almacenamiento.
En consecuencia, las células de Listeria que sobrevivan a este tratamiento podrian presentar

una mayor virulencia constituyendo un riesgo para la salud publica.
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