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Introduccion

I.1.- COMPUESTOS NITROGENADOS FUNCIONALES O
BIOACTIVOS

Las proteinas son el principal componente estructural y funcional de las células
y tienen numerosas e importantes funciones dentro del organismo que van desde su
papel catalitico (enzimas) hasta su funcion en la motilidad corporal (actina, miosina),
pasando por su papel mecanico (elastina, coladgeno), de transporte y almacén
(hemoglobina, mioglobina, citocromos), proteccion (anticuerpos), reguladora
(hormonas), etc. (Gil, 2005).

Desde el punto de vista nutricional la proteina es un macronutriente presente en
los alimentos. La importancia de la proteina presente en la dieta se debe a su capacidad
de aportar aminoécidos para atender al mantenimiento de la proteina corporal y al
incremento de esta durante el crecimiento. La calidad nutricional de una proteina (o una
fuente proteica) se define como la capacidad de esa fuente proteica para cubrir los
requerimientos de nitrégeno y aminoacidos de un determinado individuo. Existen
numerosos factores que afectan a la calidad proteica. Factores intrinsecos como la
propia fuente proteica, el tipo de procesado al que ha sido sometida, la forma de
almacenamiento y la presencia de factores antinutricionales que forman parte del
alimento que la contiene como inhibidores de la tripsina, taninos, filatos y
glucosinolatos (Gilani y col., 2005; Meade y col., 2005). Y factores extrinsecos que
hacen referencia al procesado de alimentos ya que estos tratamientos afectan a la
funcionalidad de la proteina modificando su estado fisico, hidrolizandola en pequefios

péptidos o modificando los aminoacidos que la componen.

Ademas de su valor nutricional por ser fuente de aminoacidos, las proteinas y
péptidos pueden ejercer efectos bioldgicos especificos y en este caso se denominan
proteina funcionales y péptidos bioactivos (Rutherfurd-Markwick y Moughan, 2005;
Korhonen y Pihlanto, 2003). Estos péptidos funcionales o bioactivos se definen como
secuencias de amino&cidos inactivos en el interior de la proteina precursora, que ejercen
determinadas actividades bioldgicas tras su liberacion mediante hidrdlisis quimica o
enzimatica (Meisel, 1998). Generalmente, son péptidos de pequefio tamafio, de 2 a 20

aminoacidos, cuya bioactividad intrinseca permanece latente hasta que son liberadas de
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Introduccion

las proteinas intactas. La mayoria de los péptidos bioactivos son generados
espontaneamente durante la digestion gastrointestinal in vivo a partir de las proteinas
que los contienen. Aungue también pueden ser liberados durante el procesado industrial
de los alimentos (Shahidi y Zhong, 2008; Pihlanto-Leppald, 2000). En los ultimos afios,
debido a la gran relevancia que estos péptidos han obtenido en el mercado, se han
desarrollado técnicas para la obtencion de nuevos compuestos nitrogenados bioactivos a
partir de proteinas alimentarias mediante hidrolisis in vitro empleando enzimas
digestivas, predominantemente pepsina, tripsina y quimiotripsina (Wijesekara y col.,
2011; Contreras y col., 2009); utilizando microorganismos proteoliticos (Papadimitriou
y col., 2007); o a través de la accion de enzimas proteoliticas de origen vegetal o
microbiano (Meisel, 2004).

En la actualidad, las proteinas alimentarias se investigan no solo desde el punto
de vista nutricional o funcional, sino como materia prima para la obtencion de
compuestos nitrogenados con el fin de mejorar una funcion biologica o de tratar de
prevenir o reducir el riesgo de enfermedad (Korhonen, 2002), ya que toda fuente de
proteinas alimentarias es susceptible de aportar compuestos funcionales. De esta
manera, proteinas de distinta procedencia (animal y vegetal) han sido utilizadas para el
aislamiento de compuestos nitrogenados a partir de hidrolizados enzimaticos (Dziuba y
col., 2005; Korhonen y Pihlanto, 2003; Pihlanto y Korhonen, 2003), siendo interesante
destacar que dependiendo de la fuente proteica, del tipo de enzima usado y de las
condiciones de procesado, la actividad biologica de los compuestos obtenidos es distinta
(Wang y Gonzalez, 2005). Mullally y col., (1997b) han descrito como determinante en
la formacién de compuestos bioactivos, la especificidad de las enzimas en mayor

medida que el grado de hidrdlisis.

Asi pues, las caracteristicas nutricionales de una proteina determinada no se
limitarian solo al aporte de nitrdgeno y energia que representan, asi como a los
contenidos de aminoacidos esenciales, sino también habria que considerar la actividad
de los compuestos nitrogenados bioactivos que pueden ser liberados de estas proteinas
durante la elaboracion o procesado del alimento, o la digestion gastrointestinal,

ejerciendo diversas funciones metabdlicas beneficiosas para el organismo.
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Introduccion

La literatura cientifica evidencia que los compuestos bioactivos pueden ejercer
su accion tanto a nivel local (tracto gastrointestinal) como sistémico, principalmente los
sistemas cardiovascular, digestivo, inmunoldgico y nervioso (Rutherfurd-Markwick y
Moughan, 2005; Meisel, 2004; Vermeirssen y col., 2004; Korhonen y Pihlanto, 2003;
FitzGerald y Meisel, 2000; Teschemacher y col., 1997), ya que pueden atravesar el
epitelio intestinal y llegar a tejidos periféricos a traves de la circulacion sanguinea
(Vermeirssen y col., 2004; Teschemacher y col., 1997). Asi, varios péptidos y proteinas
han sido propuestos para el tratamiento de enfermedades dentales, de la malabsorcion
de minerales, de la diarrea, de la hipertension, de la trombosis, o de inmunodeficiencias
(Rutherfurd-Markwick y Moughan, 2005; Meisel, 2004; Vermeirssen y col., 2004;
Korhonen y Pihlanto, 2003; Teschemacher y col., 1997).

Algunos de los efectos beneficiosos de estos compuestos se resumen en la Tabla
I.1.

Tabla I.1. Compuestos bioactivos y sus efectos saludables (Vioque y Millan, 2005)

o Regulan el transito intestinal
Opioides _ L y
Mejoran la digestion y la absorcién
Inmunomoduladores Estimulan la respuesta inmune

Quelantes de metales Mejoran la absorcion de minerales y metales

Antitrombdticos Reducen los riesgos de padecer trombos
Antihipertensores Reducen el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares
Antioxidantes Previenen enfermedades degenerativas y envejeciemiento
Antimicrobianos Reducen el riesgo de infecciones

Hipocolesterolémicos Reducen el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares

Antiproliferativa Reducen el crecimiento de células cancerigenas

Los compuestos bioactivos han sido encontrados principalmente en las proteinas
de la leche y en derivados de esta como el queso o el yogurt, asi como en la
ovoalbimina de huevo (Korhonen y Pihlanto, 2003) y la soja, siendo estas tres las
fuentes de proteinas funcionales y péptidos bioactivos mas estudiadas hasta la fecha.

Pero también se ha observado su existencia en otras proteinas vegetales y animales.
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Entre las proteinas de origen vegetal de las que se han aislado compuestos nitrogenados
bioactivos encontramos las proteinas de trigo, de maiz, de arroz, de cebada y de girasol
(Wang y Gonzélez, 2005). En cuanto a las proteinas de origen animal, se han
identificado estos compuestos en la carne (Korhonen y Pihlanto, 2003), en el musculo
de pescado (sardina, atdn, bonito) (Yamamoto y col., 2003) y en la jalea real (Matsui y

col., 2002), entre otros.

1.1.1- PRODUCCION DE COMPUESTOS NITROGENADOS
BIOACTIVOS MEDIANTE HIDROLISIS POR ENZIMAS
DIGESTIVAS

La manera mas comun de producirse compuestos nitrogenados bioactivos es a
través de la hidrdlisis enzimatica de las moléculas de proteinas enteras. Para ello, se han
empleado las enzimas responsables de la digestion gastrointestinal, como la pepsina del
estbmago y la tripsina y quimotripsina pancredticas, simulando las condiciones

fisioldgicas del organismo en la liberacion de compuestos con actividad bioldgica.

La enzima gastrica pepsina, rompe los enlaces peptidicos X-Y, en los que X es
un aminoéacido hidrofébico (Phe o Leu) y ambos aminoacidos no pueden ser Val, Ala o
Gly. La mayoria de los estudios que se han realizado sobre la produccion de compuestos
nitrogenados bioactivos con enzimas digestivas se han llevado a cabo en proteinas
lacteas. Asi se observo que la B-lactoglobulina bovina contiene muchos enlaces
tedricamente susceptibles a la pepsina. Sin embargo, es resistente a la accién de dicha
enzima (Reddy y col., 1988) debido a la estructura compacta de la proteina que oculta
los aminoacidos hidrofobicos susceptibles a la hidrolisis (Papiz y col., 1986; Brownlow
y col., 1997). Por ello, se ha detectado mediante estudios in vivo la presencia de esta
proteina intacta en el estomago (Yvony col., 1984). Por el contrario, la a-lactoglobulina
es sensible a la accion de la pepsina (Schmidt y Van Marwijk, 1993) pero se requieren
tiempos superiores a las tres horas para que se produzca la liberacion de péptidos
inhibidores de la ECA (Pihlanto-Leppald, 2000). La pepsina también ha sido utilizada
para la obtencion de compuestos nitrogenados bioactivos en proteinas animales.

Nalinanon y col., (2011) hidrolizaron proteina del pescado dorada Threadfin
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(Nemipterus hexodon) con pepsina, obteniendo hidrolizados de proteinas con actividad

antioxidante.

La tripsina es una enzima pancredtica liberada al intestino donde hidroliza los
enlaces peptidicos en los cuales el grupo carbonilo es cedido por la Lys o la Arg
(Lehninger, 1991). Los péptidos inhibidores de la enzima conversora de la angiotensina-
| y los fosfopéptidos quelantes de calcio (CPPs), son los que se producen mas
comunmente por accion de la tripsina (FitzGerald y col., 2004; Meisel y FitzGerald,
2003; Vermeirssen y col., 2004; Yamamoto y col., 2003). Ademas, es la enzima mas
empleada para la hidrdlisis de las caseinas, encaminada a la formacion de péptidos
inhibidores de la ECA (Maruyama y col., 1985, 1987a y b). Las casoquininas engloban
un conjunto de péptidos liberados tras la accion de la tripsina sobre la asi-caseina y la -
caseina (Ariyoshi, 1993).

La quimotripsina es otra enzima pancreatica que, a nivel del intestino delgado,
hidroliza los enlaces peptidicos de las proteinas alimentarias en los que el grupo

carbonilo es aportado por un aminoacido aromatico.

La combinacion de las tres enzimas digestivas, pepsina, tripsina y quimotripsina
ha permitido la liberacion de péptidos de pequefio tamafio y con actividad inhibitoria de
la ECA (Pihlanto-Leppéld, 2000).

Otras enzimas digestivas y diferentes combinaciones de proteasas, incluyendo
pepsina, quimiotripsina, pancreatina, alcalasas y termolisina, asi como enzimas
bacterianas y fungicas, han sido también utilizadas para generar compuestos
nitrogenados bioactivos a partir de diversos tipos de proteinas (Kilara y Panyam, 2003;
Korhonen y Pihlanto, 2003). Actualmente, Ko y col. (2013) han descubierto dos nuevos
péptidos con potencial antioxidante a partir de preparados de musculo del pez platija
(Paralichthys olivaceus) hidrolizados con proteasas digestivas como pepsina, tripsina,

quimiotripsina y papaina, entre otras.
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1.1.2.- PRODUCCION MEDIANTE LA ACCION DE ENZIMAS
PROTEOLITICAS DERIVADAS DE MICROORGANISMOS

Las enzimas microbianas han sido incorporadas de manera satisfactoria en la
obtencion de compuestos nitrogenados bioactivos. Asi, el empleo de las enzimas
procedentes de bacterias lacticas, como Lactobacillus helveticus, ha permitido la
obtencion de péptidos inhibidores de la ACE derivados de las caseinas. Yamamoto y
col. (1994) relataron que caseinas hidrolizadas con proteinasas asociadas a las
membranas celulares de Lb. helveticus CP790 mostraban actividad antihipertensiva en
ratas espontaneamente hipertensas (SHR). Maeno y col. (1996) hidrolizaron caseinas
utilizando la misma proteinasa e identificaron el péptido antihipertensivo Lys-Val-Leu-
Pro-Val-Pro-GlIn derivado de la B-caseina. En un estudio mas reciente, Mizuno y col.
(2004) midieron la actividad inhibidora de la ECA en hidrolizados de caseina tras el
tratamiento con nueve enzimas proteoliticas comerciales diferentes. Entre estas
enzimas, una proteasa aislada de Aspergillus oryzae mostré6 la mayor actividad
inhibidora de la ECA in vitro. El péptido de A. oryzae tuvo un efecto antihipertensor
dosis-dependiente en ratas espontaneamente hipertensas (SHR).

En el caso de las proteinas de suero, la hidrolisis se ha llevado a cabo con
enzimas microbianas de distinto origen, fundamentalmente la proteinasa K y la
termolisina. Los hidrolizados obtenidos tras la accién de estas enzimas sobre
concentrados de proteinas de suero presentan porcentajes de inhibicion de la ACE

superiores al 95% (Saito y col., 1997).

La proteinasa K, procedente del Tritirachium album, rompe los enlaces XY, en
los que Y es un amino&cido aromatico o hidrofébico. Hidroliza rapidamente la a-La y la
B-Lg (Schmidt y Poll, 1991). Abubakar y col., (1998) han aislado, a partir del
hidrolizado de un suero de queseria con proteinasa K el péptido IPA, correspondiente al
fragmento f(78-80) de la B-Lg, que presentd un valor de ICso de 141 uM.

La termolisina, que procede de la bacteria Bacillus thermoproteolyticus, rompe
los enlaces X-Y, en los que X es Leu, Phe, lle, Val, Met o0 Ala e Y no debe ser Pro.
Hidroliza lentamente las dos proteinas de suero mayoritarias. Sin embargo, se ha
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descrito la liberacion de péptidos de pequefio tamafio en los primeros veinte minutos de

incubacion de estas seroproteinas con dicha enzima (Schmidt y Poll., 1991).

La tabla 1.2 muestra una lista de estudios experimentales en la liberacion de

compuestos nitrogenados bioactivos sobre la fermentacion de la leche usando enzimas

diferentes microorganismos vivos proteoliticos y enzimas proteoliticas derivadas de

tales microorganismos.

Tabla 1.2. Ejemplos de péptidos bioactivos liberados de proteinas de la leche por la accidn hidrolitica de

microorganismos y enzimas bacterianas (Korhonen y Pihlanto, 2006).

Lactobacillus helveticus,

Saccharomyces cerevisiae

Enzimas de Lactobacillus

GG con pepsinay tripsina

Proteinasa de Lb. helveticus
CP90
Lb. helveticus CPN4
Lb. delbrueckii subsp.
Bulgaricus SS1 -
Lactococcus lactis subsp.
Cremoris FT4
Lb. delbrueckii subsp.
Bulgaricus IFO13953

Lb. rhamnosus + digestion

con pepsin y Corolasa PP

Lb. delbrueckii subsp.
bulgaricus
Streptococcus thermophilus
+ Lc. lactis subsp. Lactis

biovar. diacetylactis

Extracto libre de células de
Lb. helveticus ICM 1004

B-CN, k-CN

B-CN, 0-CN

B-CN

Proteinas del suero

B-CN, k-CN

k-CN

B-CN

B-CN

B-CN

Hidrolizado de leche

desnatada

Val-Pro-Pro, lle-Pro-Pro

Tyr-Pro-Phe-Pro, Ala-Val-
Pro-Tyr-Pro-GlIn-Arg, Thr-
Thr-Met-Pro-Leu-Trp
Lys-Val-leu-Pro-val-Pro-
(Glu)

Tyr-Pro

Varias secuencias

Ala-Arg-His-Pro-His-Pro-
His-Leu-Ser-Phe-Met
Asp-Lys-lle-His-Pro-Phe,
Tyr-GIn-Glu-Pro-Val-Leu,
Val-Lys-Glu-Ala-Met-Ala-
Pro-Lys
Ser-Lys-Val-Tyr-Pro-Phe-
Pro-Gly-Pro-lle

Ser-Lys-Val-Tyr-Pro

Val-Pro-Pro, lle-Pro-Pro

Inhibidores ECA
Antihipertensores
Opioides,
Inhibidores ECA
Inmunomoduladores

Inhibidores ECA

Inhibidores ECA

Inhibidores ECA

Antioxidante

Inhibidores ECA

Antioxidante
Inhibidores ECA

Inhibidores ECA

Inhibidores ECA

! Abreviaturas: CN = caseina; ACE = Enzima conversora de la angiotensina |

Numerosos cultivos

iniciadores utilizados

Nakamura y col. (1995a)
Nakamura y col. (1995b)

Rokka y col. (1997)

Maeno y col. (1996)

Yamamoto y col. (1999)

Gobetti y col. (2000)

Kudoh y col. (2001)

Hernandez-Ledesma y col.
(2004)

Ashar y Chand (2004)

Ashar y Chand (2004)

Pan y col (2004)

industrialmente son altamente

proteoliticos. Los compuestos nitrogenados bioactivos pueden, de este modo, ser
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generados por las bacterias usadas en la fabricacion y fermentacion de los alimentos. El
sistema proteolitico de las bacterias &cido lacticas (BAL), por ejemplo Lactococcus
lactis, Lactobacillus helveticus y Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus, esta bien
caracterizado. Este sistema consiste en una proteinasa de membrana y en un nimero de
peptidasas intracelulares distintas, incluyendo endopeptidasas, aminopeptidasas,
tripeptidasas y dipeptidasas (Christensen y col., 1999). El hecho de que la actividad de
estas peptidasas se vea afectada por las condiciones de crecimiento hace posible
manipular la formacién de péptidos hasta una extension conocida (Williams y col.,
2002).

Numerosos articulos y capitulos de libros han revisado la liberacion de péptidos
antihipertensores e inhibidores de la ECA, inmunomoduladores, antioxidantes y
antimicrobianos a partir de las proteinas de la leche a través de la proteolisis microbiana
(Gobetti y col., 2002; Gobetti y col., 2004; Korhonen y Pihlanto-Lepald, 2001, 2004;
Matar y col., 2003).

Lactobacillus helveticus es ampliamente usado como cultivo iniciador lacteo en
la fabricacion tradicional de productos lacteos. Los péptidos inhibidores de la ECA
mejor conocidos derivados de proteinas lacteas, Val-Pro-Pro (VPP) y lle-Pro-Pro (IPP),
han sido identificados en leche fermentada con cepas de Lb.helveticus (Nakamura y
col., 1995a; Sipola y col., 2002). Pihlanto-Leppald y col., (1998) estudiaron la
formacion potencial de péptidos inhibidores de la ECA en suero de leche y caseinas
durante la fermentacion del queso con varios cultivos iniciadores utilizados en la
fabricacion del yogurt, leche coagulada y leche cortada. No se observo actividad
inhibidora de la ECA en estos hidrolizados. Tras la digestion de esas muestras con
pepsina y tripsina se produjo la liberacion de varios péptidos altamente inhibidores de la
ECA. Gobetti y col., (2000) demostraron la formacion de péptidos inhibidores de la
ECA con dos cepas de queseria, Lb. delbrueckii ssp. bulgaricus y Lc. lactis ssp.
cremoris, tras la fermentacion de leche con cada una de las cepas por separado durante
72 horas. Yamamoto y col. (1999) identificaron un dipéptidos inhibidor de la ECA
(Tyr-Pro) de un yogurt fermentado con la cepa de Lb. helveticus CPN4. Esta secuencia
de péptido estd presente en gran fraccion de las caseinas, y se encontré que su

concentracion aumentaba durante la fermentacion. Mas recientemente, Ashar y Chand
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(2004) identificaron un péptido inhibidor de la ECA de leche fermentada con Lb.
delbrueckii ssp. bulgaricus. El péptido mostraba la secuencia Ser-Lys-Val-Tyr-Pro-Phe-
Pro-Gly-Pro-lle de la B-caseina. En combinacion con Streptococcus thermophilus y Lc.
lactis subsp. lactis biovar. diacetylactis, se obtuvo una estructura peptidica con la
secuencia Ser-Lys-Val-Tyr-Pro. Ambos péptidos eran estables a la digestion por
enzimas, a los pH acidos y alcalinos, asi como al almacenamiento a 5°C y 10°C durante
4 dias.

Matar y col. (2001) alimentaron con leche fermentada con una cepa de Lb.
helveticus a ratones durante 3 dias y detectaron un aumento significativo de las células
secretoras de IGA en la mucosa intestinal, comparados con ratones controles
alimentados con una leche similar incubada con una variedad no proteolitica de la
misma cepa. El efecto inmunomodulador de la leche fermentada fue atribuido a los
péptidos liberados de la fraccion de las caseinas. Estos resultados sugieren que las BAL
pueden modular las propiedades inmunoldgicas de las proteinas de la leche antes o
después de la ingestion oral del producto. Dicha modulacion puede ser beneficiosa, por
ejemplo, en la bajada de las reacciones de hipersensibilidad a la ingesta de proteinas en

pacientes con alergias a las proteinas de los alimentos.

1.1.3.- ACTIVIDADES BIOLOGICAS DE LOS COMPUESTOS
NITROGENADOS

Durante ésta ultima década, ha crecido mucho el interés cientifico y comercial
en la identificacion de secuencias de péptidos derivadas de los alimentos (Korhonen,
2009; Pritchard y col., 2010). Entre los péptidos bioactivos méas estudiados se
encuentran: peptidos inhibidores de la enzima conversora de la angiotensina (IECA),
péptidos opiaceos, péptidos antimicrobianos, peéptidos antioxidantes, peptidos
inmunomoduladores, y péptidos anticoagulantes (FitzGerald y col., 2004; Gomez-Ruiz
y col., 2002, 2004; Lignitto y col., 2010; Lépez-Expdsito y col., 2008; Lopez-Fandifio y
col., 2006; Pihlanto-Lepala, 2006; Yamamoto y col., 2003). Ademas, en los altimos
afios se han descrito péptidos bioactivos con actividad anticancerigena (Hsu y col.,

2011; Picot y col., 2006) e hipocolesterolémica (Zhong y col., 2007a, b).
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1.1.3.1.- Actividad Antihipertensora

La hipertension es la principal causa de enfermedad en los paises
industrializados. El 35% de la mortalidad en estos paises se debe a esta enfermedad o a
alguna de sus complicaciones renales, cardiacas o cerebrales. Debido a esto, se ha
producido un creciente interés en los péptidos antihipertensivos y en su capacidad
bajando la presion de la sangre ya que se ha demostrado que estos péptidos son muy

efectivos en la prevision y tratamiento de la hipertension.

La hipertension arterial es un proceso multifactorial, por lo que los péptidos con
actividad antihipertensiva pueden actuar de formas muy diversas, siendo la principal la
inhibicion de la enzima conversora de la angiotensina (ECA), la cual juega un
importante papel en la regulacion de la presion sanguinea y en la homeostasis de los
electrolitos. La ECA es una dipeptidil carboxipepetidasa no especifica que convierte el
decapéptido angiotensina | en el octapéptido angiotensina 11, el cual es un compuesto de
elevada potencia vasoconstrictora. Su accion provoca la contraccion rapida de las
arteriolas y, por tanto, el incremento de la presion arterial, ya que estimula la secrecién
de aldosterona por las glandulas suprarrenales, hormona que induce la excrecion de
potasio y la retencion de sodio y agua y provoca el incremento del volumen
extracelular, y la neutralizacion de la produccién de renina. La renina libera el
decapéptido angiotensina | del sistema renina-angiotensina. Este sistema es, quizas, el
méas importante de los diferentes mecanismos vasoconstrictores y vasodilatadores
implicados en la regulacion de la presion sanguinea (Ondetti y Cushman, 1982) (Figura
1.1.).
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Angiotensindgeno

Renina
Bradiquina
Angiotensina I
ECA
Angiotensina II Fragmentos
inactivos
Aldosterona Vasoconstriccion

Aumento T.A.

Figura I.1. Sistema renina-angiotensina-bradiquina

Por otro lado, la ECA también degrada al péptido bradiquinina que es un potente

vasodilatador, lo cual conduce a un incremento de la presion arterial.

Los inhibidores de la ECA pueden disminuir la actividad de la ECA e
indirectamente reducir los niveles de angiotensina Il, ejerciendo de esta manera un
efecto vasodilatador en los vasos sanguineos. Estudios clinicos han revelado que los
inhibidores de la ECA reducen significativamente la mortalidad de pacientes con infarto
de miocardio o insuficiencia cardiaca (Daemon y col., 1991; Geisterfer y col., 1988).

Se han buscado inhibidores competitivos exdgenos de esta enzima a partir de
distintas fuentes que engloban tanto al reino vegetal como al reino animal (pescado,
maiz, gelatina, veneno de serpiente, vino, etc.). Dependiendo del tipo de inhibidor, se
puede producir inhibicion competitiva 0 no competitiva (Hernandez-Ledesma y col.,
2005). Los inhibidores competitivos compiten con el sustrato por el centro activo de la
enzima. En este caso, el aumento en la concentracién del sustrato da lugar a una
disminucion de la capacidad del inhibidor para competir con éste. Por otra parte, los

inhibidores no competitivos se unen a la enzima en una zona diferente al centro activo,
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deformandolo, de manera que impide el enlace con el sustrato, siendo este tipo de

inhibicidn independiente de la concentracion de sustrato.

Compuestos nitrogenados con actividad inhibidora de la ECA han sido
identificados de un gran rango de proteinas de alimentos diferentes fuentes vegetales y

animales.

Dentro del reino animal, las proteinas mas estudiadas como fuente de péptidos
inhibidores de la ECA son las proteinas lacteas, principalmente caseinas, tanto bovinas
(Maruyama y Suzuki, 1982; Maruyama y col., 1987a) como humanas (Kohmura y col.,
1989). Maruyama y Suzuki (1982) fueron los primeros en aislar un péptido inhibidor de
la ECA a partir de un hidrolizado de caseina. Posteriormente, otros péptidos inhibidores
de la ECA se han aislado de diferentes productos lacteos, sobre todo de productos
lacteos fermentados. Yamamoto y col. (1994) han demostrado que las leches
fermentadas con L. helveticus son las que mas actividad inhibitoria de la ECA
presentan, debido a la alta actividad proteolitica extracelular de esta cepa. Otros
péptidos con actividades inhibidoras se han identificado en leches fermentadas por
Lactobacillus delbrueckii sp. bulgaricus o Lactobacillus lactis sp. cremoris (Gobetti y
col, 2000) y en el kéfir, una leche fermentada preparada a partir de un caldo de cultivo
que incluye bacterias acidolacticas, una cepa de Saccharomyces kefir y algunas especies
bacterias acéticas (Kuwabara y col., 1995). Actualmente, Li y col., (2015) han
identificado nuevos péptidos con efecto inhibidor de la ECA a partir de leche

fermentada con la levadura Kluyveromyces marxianus.

Se ha encontrado que péptidos derivados de la B-caseina, la segunda proteina
mas abundante de la leche, tiene actividad inhibidora de la ECA (Abubakar y col., 1998;
Gobetti y col., 2002; Maeno y col., 1996). Los tripéptidos lle-Pro-Pro y Val-Pro-Pro,
conjuntamente denominados lactotripéptidos, son efectivos inhibidores de la ECA que
redujeron la presion arterial en ratas espontaneamente hipertensas (SHR) (Nakamura y
col., 1995b). Otros tripeptidos y algunos péptidos de secuencias mas largas, incluidos
Tyr-GIn-Glu-Pro, Val-Pro-Lys-Val-Lys, Pro-Leu-Pro-Leu-Leu, His-Leu-Pro-Leu-Pro, y
Tyr-GIn-Glu-Pro-Val-Leu-Gly-Pro obtenidos de la B-caseina, Arg-Pro-Lys y Arg-Pro-

Lys-His-Pro-lle-Lys-His de la ag-caseina, asi como Pro-Pro-Glu-lle-Asp de la «-

28



Introduccion

caseina han sido citados por mostrar actividad inhibidora de la ECA (Hernandez-
Ledesmay col., 2007a; Mao y col., 2007; Silva y col., 2006).

Péptidos inhibidores de la ECA se han encontrado también en proteinas del
suero, en particular de la B-lactoglobulina y la a-lactoalbimina, demostrando una gran
potencial de inhibicion de la ECA (Chatterton y col., 2006; Hernandez-Ledesma y col.,
2007b).

Los estudios llevados a cabo en quesos han demostrado una fuerte actividad
inhibitoria de la ECA observada después de un proceso de digestion proteésica (Saito y
col., 2000). La protedlisis que tiene lugar durante la maduracion de los quesos podria
aumentar la tasa de actividad inhibitoria de la ECA a un cierto nivel, mas alla del cual
esta actividad inhibitoria disminuye (Smacchi y Gobeti, 2000) debido a que los péptidos
bioactivos se transforman en moléculas inactivas y aminoacidos (Ryhanen y col., 2001).
El momento 6ptimo de maduracion para la produccion de peptidos bioactivos es distinto
para cada tipo de queso. Como ejemplo, podriamos hablar de 8 meses para un queso
tipo manchego (FitzGerald y col., 2004). De este modo, se han identificado distinto
péptidos inhibidores de la ECA en distintos tipos de queso (Ong y Shah, 2008; Ong y
col., 2008) y en hidrolizados de los mismos (Corréa y col., 2014).

Péptidos con actividad inhibidora de la ECA también han sido aislados de otros
productos lacteos como el yogurt (Donkor y col., 2007; Papaimitriou y col., 2007).

Ademas de las proteinas de la leche, otras fuentes de péptidos antihipertensivos
han sido estudiadas. Dentro del reino animal, la actividad inhibitoria de la ECA se ha
determinado en las proteinas del huevo, principalmente la ovoalbimina (Miguel y
Aleixandre, 2006; Quiros y col., 2007), aunque también la ovotransferrina (Majumder y
col., 2015); proteinas de la carne (Arihara, 2006), hemoglobina bovina (Qi y col., 2007),
gelatina bovina (Kim y col., 2001a) y jamén curado (Escudero y col., 2012a, b, 2013b);
y musculo de sardina (Matsufuji y col., 1994), de bonito (Fujita y col., 1995), de atln
(Astawan y col., 1995) o de sepia (Balti y col., 2015).
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También se han encontrado péptidos inhibidores de la ECA en muchas fuentes
vegetales, como la semilla de soja (Chen y col., 2003, 2004; Korhonen y Pihlanto,
2003), proteinas de trigo sarracero (Ma y col., 2006), sésamo (Nakano y col., 2006),
brécoli (Bachiega y col., 2016; Lee y col., 2006), huesos de ciruela (Gonzalez-Garcia y
col., 2015), proteinas de arroz transgenico (Yang y col., 2006), garbanzo (Yustm y col.,

2003), e incluso algas marinas (Suetsuna y Chen, 2001).

Aunque se originen de diferentes fuentes, estos péptidos inhibidores de la ECA
parecen tener en comun una propiedad estructural, la presencia de residuos aminoacidos
hidrofobicos (arométicos o con el extremo de la cadena ramificado) como los tres
aminoéacidos del extremo carboxilo terminal. Muchos de los compuestos nitrogenados
inhibidores de la ECA documentados son normalmente péptidos cortos con un residuo
de prolina en el extremo carboxilo terminal. Ademas se sabe que la prolina es resistente
a la degradacion por las enzimas digestivas y puede pasar desde el intestino hasta la
circulacién sanguinea (Yamamoto y col., 2003). La ECA parece preferir los enlaces de
los sustratos o los inhibidores competitivos que contienen aminoacidos hidrofébicos en
el tripéptido carboxiloterminal (Vermeirssen y col., 2004). Sin embargo, la lisina o
arginina en el extremo carboxilo con carga positiva también parece contribuir a la
actividad inhibidora de los péptidos, lo cual sugiere una posible interaccion entre el
inhibidor y el sitio de enlace aniénico de la ECA.

El potencial efecto hipotensivo de los péptidos inhibidores de la ECA depende
de su capacidad para alcanzar intactos los 6rganos donde van a realizar su funcion.
Como ya se ha comentado, son muchos los estudios realizados en los que se evalla la
actividad IECA de estos péptidos, pero es dificil establecer una relacion directa entre la
capacidad de inhibir la ECA in vitro y la actividad antihipertensiva in vivo. El estudio
de la biodisponibilidad de los péptidos bioactivos es fundamental a la hora de disefiar
alimentos funcionales con propiedades fisioldgicas (Shimizu, 2004). Se sabe que
dipéptidos y tripéptidos pueden transportarse a través de la mucosa intestinal, aunque
también hay evidencias de que péptidos de mayor tamafio pueden absorberse en el
intestino delgado (Chabance y col., 1998). Se ha demostrado, por tanto, que algunos
péptidos con actividad IECA vy antihipertensiva son capaces de absorberse en el tracto

gastrointestinal acumulandose en diversos drganos, por lo que podrian ejercer su
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mecanismo de accion sistémicamente (Matsui y col., 2002). Sin embargo, se postula
que determinados peptidos antihipertensivos podrian no absorberse en el tracto
intestinal, ejerciendo una funcién directa en el lumen intestinal, o bien podrian ejercer
su funcién mediante la interaccion con receptores que se encuentran en la pared del
intestino. Una vez absorbidos, el elevado nimero de peptidasas que se encuentran en la
sangre hace que el tiempo durante el que ciertos péptidos permanecen estables en el
plasma sea muy corto. Sin embargo, existen algunas evidencias de que péptidos con
actividad IECA pueden absorberse en el tracto digestivo y ser transportados por el
torrente circulatorio sin ser hidrolizados por las proteasas sanguineas (Vermeirssen y
col., 2004).

Otra de las enzimas involucradas en la regulacion de la presion arterial es la
enzima convertidora de endotelina (ECE). Esta enzima cataliza la formacion de
endotelina-1 a partir de su precursor (Ynagisawa y col., 1988). La endotelina-1 es un
potente vasoconstrictor, lo que favorece el incremento de la presion arterial; por lo
tanto, la inhibicion de la ECE produce un efecto antihipertensivo. Se han descrito
péptidos inhibidores de esta enzima a partir de un hidrolizado digestivo del bonito
(Okitsu y col., 1995), y méas actualmente Fernandez-Musoles y col. (2010, 2013) han
identificado péptidos derivados de la lactoferricina B y de hidrolizados de lactoferrina
con dicha actividad.

Algunos autores han encontrado que, en productos fermentados, péptidos con
actividad inhibitoria de la ECA podrian, también, presentar actividad antioxidante,
sugiriendo la presencia de actividad multifuncional en estos compuestos (Bachiega y
col., 2016; Gonzalez-Garcia y col., 2015; Mirzaeis y col., 2015; Silva y col., 2006).

1.1.3.2.- Actividad Antioxidante

Los radicales libres (compuestos oxidantes) son moléculas que estan en continua
formacion en las células pudiendo generar dafios en proteinas, lipidos o ADN, y que son
neutralizados de manera natural por las defensas antioxidantes del organismo. Sin
embargo, existen factores que producen un desequilibrio en el nimero de radicales

libres, y un exceso de éstos puede dar lugar a un envejecimiento celular o al desarrollo
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de enfermedades (Bray, 2000). Ademas, en los alimentos, el dafio oxidativo también
tiene una gran importancia pudiendo afectar a su calidad nutricional y funcional. Los
compuestos antioxidantes pueden limitar este dafio oxidativo, tanto en alimentos
(usandolos como antioxidantes naturales), como proteger frente a la oxidacion a las
células del organismo cuando sean ingeridos en la dieta. Estos compuestos actdan
impidiendo que otras moléculas se unan al oxigeno, al reaccionar-interactuar mas rapido
con los radicales libres que con el resto de las moléculas presentes en un determinado
microambiente de membrana plasmaética, citosol, nudcleo o liquido extracelular
(Venéreo, 2002).

Las proteinas digeridas tienen varias actividades antioxidantes dependiendo de la
estructura del péptido, su tamafio y su secuencia de aminoacidos, lo cual viene
determinado por la fuente de proteina y las condiciones del proceso de hidrolisis
involucrado. Los péptidos de soja, por ejemplo, obtenidos por la accion de diferentes
enzimas, como pepsina, papaina, quimotripsina, alcalasa, entre otras, dan lugar a
diferentes grados de hidrolisis, que van desde el 1,7 al 20,6% con una actividad
antioxidante que va desde el 28 al 65% medida como la inhibicién contra la formacién
de sustancias reactivas al acido tiobarbiturico (TBARS) (Pefia-Ramos y Xiong, 2002).
Chen y col. (1995) identificaron 6 peptidos antioxidantes de la digestion proteolitica de
proteinas de la semilla de soja, y encontraron que los péptidos estaban compuestos por
6-15 residuos de aminodcidos, con aminoacidos hidrofobicos, valina o leucina, en la
posicion amino terminal y prolina, histidina o tirosina dentro de la secuencia. En cuanto
a la comparacién de la capacidad antioxidante de 28 péptidos pequefios procedentes de
hidrolizados de proteinas de soja, estructuralmente relacionados con la secuencia Leu-
Leu-Pro-His-His, se encontrd que el tripéptido Pro-His-His era el centro activo
responsable de la actividad antioxidante (Chen y col., 1996). Posteriormente, se creyd
que los péptidos que contienen histidina pueden actuar como secuestradores del radical
hidroxilo, contribuyendo a la actividad antioxidante del hidrolizado proteico (Chen y
col., 1996).

Proteinas de muchas fuentes naturales y subproductos industriales han sido
investigados en la produccion de hidrolizados de proteinas con potencial antioxidante

(Tabla 3).
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Tabla 1.3. Péptidos bioactivos derivados de alimentos y sus actividades antioxidantes (Shahidi y Zhong,

2008)

Péptidos de soja

Hidrolizado de proteinas de
suero de leche

Péptidos derivados de la -
lactoglobulina

Hidrolizados de caseinas
Caseinofosfopéptidos

Hidrolizado de proteinas de

yema de huevo
Hidrolizados de colageno de piel
de cerdo
Hidrolizado de proteinas de
capelan
Hidrolizado de proteinas de foca

Hidrolizado de proteinas de colza

Inhibicion de sustancias reactivas al &cido
tiobarbitdrico (TBARS)
Inhibicion de la oxidacion de liposomas

Actividad atrapadora de radicales

Actividad atrapadora de radicales

Inhibicion contra la oxidacion de lipidos en
emulsiones de aceite en agua
Actividad atrapadora de radicales
Actividad atrapadora de radicales
Inhibicion de la oxidacion de liposomas
Actividad atrapadora de radicales
Inhibicion de TBARS

Actividad atrapadora de radicales

Inhibicién de la oxidacion de caroteno-linoleato
Efectos sinérgicos con BHA, BHT y TBHQ
Inhibicién de la oxidacion de caroteno- linoleato

Actividad atrapadora de radicales

Pefia-Ramos y Xiong, (2002)

Cheison y col., (2007)

Hernandez-Ledesma y col.,
(2007a)

Elias y col., (2006)

Suetsuna y col., (2000)
Kimy col., (2007)
Kansci y col., (2004)

Sakanaka y Tachibana, (2006)

Liy col., (2007)

Amarowicz y Shahidi, (1997)
Amarowicz y col., (1999)
Shahidi y Amarowicz, (1996)
Cumby y col., (2008)

Los hidrolizados de las proteinas del suero de leche han recibido mucha atencion

por su captacion de radicales y sus actividades de inhibicion en la oxidacion de lipidos
(Pefia-Ramos y Xiong, 2001, 2003). Hernandez-Ledesma y col., (2007b) evaluaron la
actividad captadora de radicales de varios péptidos derivados de la B-lactoglobulina y
sugirieron que la presencia y la posicion de aminoacidos triptéfano, tirosina y metionina
en los péptidos era la responsable de su actividad antioxidante. Sus resultados respaldan
la hipdtesis de que los enlaces peptidicos o la conformacion estructural de los péptidos
mejora la capacidad donante de los residuos de aminodcidos, realzando su actividad

antioxidante.

Tambien se deduce de las proteinas de la leche, que los hidrolizados de caseina
producidos con pepsina y pancreatina muestran dos secuencias de péptidos con
actividad antioxidante, His-Leu-Pro-Leu-Pro y Trp-Ser-Val-Pro-GIn-Pro-Lys, siendo

estas identifacadas como responsables de dicha actividad (Hernandez-Ledesma y col.,
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2007a). Otro péptido, Tyr-Phe-Tyr-Pro-Glu-Leu, derivado de la digestion de la caseina
con actividad captadora de radicales fue identificado por Suetsuna y col. (2000) y su
actividad antioxidante fue atribuida a la secuencia Glu-Leu. También se ha descrito que
los caseinofosfopéptidos tienen actividad capturando radicales (Kim y col., 2007) y un
efecto inhibitorio contra la oxidacion de los liposomas (Kansci y col., 2004). Otro
estudio sobre hidrolizados de proteinas de suero de leche reveld una relacion entre las
propiedades antioxidantes de los péptidos del suero y la presencia de aminoacidos
aromaticos o de iminoacidos (Pefia-Ramos y col., 2004).

Hidrolizados preparados por hidrolisis enzimatica de proteina de yema de huevo
mostraron actividades captadoras de radicales superoxido, hidroxilo y DPPH
(Tanzadehpanha y col., 2012; You y Wu, 2011), e inhibieron la formacion de TBARS
en alimentos como carne picada y homogeneizado de atin (Sakanaka y Tachibana,
2006).

Subproductos de la produccion de carne también proporcionan una fuente de
péptidos antioxidantes. Los hidrolizados de colageno de piel de cerdo por una mezcla de
proteasas mostraron una sustancial actividad capturadora del radical DPPH (Li y col.,
2007). Estudios mas actuales han identificado péptidos antioxidantes a partir de
productos carnicos curados como el jamén (Escudero y col., 2013b) y productos

carnicos fermentados como chorizo (Broncano y col., 2012; Petrén y col., 2013).

Ademéas de todos estos estudios, las especies animales acuaticas y los
subproductos de la industria acuicola son probablemente las mas investigadas como
fuente importante de péptidos antioxidantes. Amarowicz y Shahidi (1997) separaron 4
fracciones de péptidos de hidrolizados proteicos de capelan (Mallotus villosus) con una
fraccion que tenia una notable capacidad antioxidante, otras 2 con eficacia antioxidante
débil, y la cuarta con efecto pro-oxidante. También se han encontrado efectos sinérgicos
con BHA, BHT, ascorbato de sodio, y a-tocoferol de hidrolizados de proteinas de
sardinas in vitro e in vivo (Matsumoto y col., 2004; Hatate y col., 1990). Li y col. (2006)
demostraron la actividad de hidrolizados de musculo de carpa y sus condiciones
optimas de hidrdlisis para la produccion de peptidos con fuerte actividad antioxidante.

En hidrolizados de proteinas de mejillones, Wang y col., (2013) identificaron el péptido
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Tyr-Pro-Pro-Ala-Lys con potente actividad captadora de radicales DPPH, hidroxilo y
superdxido. Hidrolizados de proteinas de salsa fermentada de mejillones también han
mostrado actividad antioxidante (Rajapakse y col., 2005). Una variedad de restos de
pescado procesados han sido recientemente considerados como una fuente potencial de
péptidos con potencial antioxidante. Estos incluyen hidrolizados de proteinas como
espinas dorsales de atun (Je y col., 2007), piel y armazon de abadejo de Alaska (Je y
col., 2005; Kim vy col., 2001b), armaz6n de merluza azul (Kim y col., 2007) y otros
desperdicios marinos (Guerard y col., 2005).

En adicion a las proteinas animales, proteinas de fuentes vegetales son también
de gran interés por producir potenciales péptidos antioxidantes. Gluten de trigo y
hidrolizados de proteinas de germen han mostrado buenas actividades antioxidantes
comparables con la del a-tocoferol (Wang y col., 2007; Zhu y col., 2006). Otros
hidrolizados de proteinas derivadas de las plantas conocidos con propiedades
antioxidantes incluyen la colza (Cumby y col., 2008), maiz (Kong y Xiong, 2006) patata
(Wang y Xiong, 2005), patata dulce (Zhang y col., 2014), cacahuete (Chen y col.,
2007a), girasol (Megias y col., 2007) y B. carinata (Pedroche y col., 2007).

1.1.3.3.- Actividad Antiproliferativa o anticancerigena

Numerosos compuestos nitrogenados de diferentes tamafios y fuentes de
procedencia han sido descritos por tener un efecto anticancerigeno en estudios tanto in

vitro como in vivo (Tabla 1.4).
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Tabla 1.4. Péptidos con actividades anticancerigenas (Shahidi y Zhong, 2008)

De Lumen, (2008)

) ) ) Inhibicidn de carcindgenos en células de Galvez y col., (2001)
Lunasina de semilla de soja )
mamiferos Jeong y col., (2002))
Lamy col., (2003)
Hidrolizados de proteinas de Supresion de la tumorigénesis en higado Azuma y col., (2000)
soja y colon Kanamoto y col., (2001)
Glicoproteina de soja Citotoxicidad en células de linfoma Kimy col., (2000)
Antiproliferacion de hepatomas, Leung y col., (2007)

Proteinas de trigo sarraceno . ] ]
leucemia, y células de cancer de pecho

o ) Actividad antitumoral en células de Kimy col., (2003)
Péptidos de ginseng .
linfoma
Hidrolizados de proteinas de o N ] ] Yiy col., (2003)
Antiproliferacion de células de linfoma
huevo
Hidrolizados de proteinas de o Picot y col., (2006)
Inhibicidn de células de cancer de mama
pescado

Se ha demostrado en modelos animales in vitro que el conjunto de las proteinas
del suero lacteo posee actividad anticancerigena. EI mecanismo de accion parece estar
relacionado con el incremento en la sintesis de glutation, con la consiguiente
estimulacion de la inmunidad y la actividad antioxidante (Marshal, 2004; Xiao y col.,
2005). Ademas, el glutation es sustrato de dos clases de enzimas: la glutation peroxidasa
dependiente de selenio y la familia de las glutation transferasas. Ambas favorecen la
eliminacion de compuestos, incluidos mutagenos y carcindgenos (Marshal, 2004).
También se ha especulado con que sea la capacidad del suero lacteo de unirse al hierro,
la responsable de su potencial anticancerigeno, al menos en parte, ya que el hierro puede
actuar como agente mutagénico causando dafio oxidativo en los tejidos. La induccion de
la produccion de somatostatina, un conocido agente antiproliferativo en cancer de colon,
se ha relacionado también con la actividad anticancerosa de las proteinas del lactosuero
(Kennedy y col., 1995).

La actividad anticancerosa de la lactoferrina humana ha sido ampliamente
estudiada. En modelos animales in vitro se ha comprobado que la lactoferrina bovina
posee actividad anticancerosa, inhibiendo tanto el crecimiento de tumores como la

formacion de metastasis. Asi, se ha demostrado que inhibe la carcinogénesis en colon,
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esofago, pulmon y vejiga cuando se administra a ratas por via oral en el estado post-
inicial (ligo y col., 2004; Ward y col., 2005). Se ha descrito que la lactoferrina puede
inducir la apoptosis selectiva de las células cancerosas mediante su union a estos

receptores especificos.

La lactoferricina, al igual que la lactoferrina, posee actividad antitumoral, siendo
capaz de inhibir la formacion de metastasis y de inducir la apoptosis selectiva de células
cancerosas (Gifford y col., 2005). Asi, la lactoferricina activa via mitocondrial de
apoptosis mediante mecanismos relacionados al menos en parte con la generacion de

especies reactivas del oxigeno (Mader y col., 2005; Yoo y col., 1997).

Los productos lacteos y los péptidos derivados de estos también juegan un papel
importante en la prevencion del cancer (Chatterton y col., 2006; Parodi, 1998). Kim y
col. (1995) han estudiado la anticarcinogénesis de fracciones de péptidos hidrofobicos
aislados de suspensiones de queso y encontraron que dichas fracciones de péptidos
mostraban una gran actividad citotdxica contra las lineas celulares tumorales SNU-C2A,
SNU-1, y P388D1.

La lisozima, presente tanto en la leche como en el huevo, ha sido ampliamente
estudiada como agente anticancerigeno y se ha demostrado que inhibe la formacion y el
crecimiento de tumores tanto in vitro como in vivo cuando se administra por via oral
(Kovacs-Nolan y col., 2005). Ademas, se ha descrito que potencia la eficacia de
tratamientos de quimioterapia y que posee un efecto preventivo cuando se administra a

ratones (Kovacs-Nolan y col., 2005).

Tambien se ha encontrado que otros hidrolizados proteicos de huevo ejercen

efectos antiproliferativos en células de linfoma de ratén (Yi y col., 2003).

Ademas de los encontrados en la leche y el huevo, otros compuestos bioactivos
derivados de plantas han sido estudiados. El inhibidor de proteasas de Bowman-Brik es
una proteina soluble que se ha aislado de legumbres, principalmente de la soja. Se ha
demostrado que el inhibidor de Bowman-Brik es un potente anticancerigeno y como

consecuencia, ya se han llevado a cabo varios estudios con el inhibidor purificado y con
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concentrados (Armstrong y col., 2000, 2003; Friedman y Brandon, 2001; Kennedy,
1998; Malkowicz y col., 2001). Ademas de sus efectos anticancerigenos, el inhibidor de
Bowman-Brik ha demostrado ser util en la prevencion de ciertos tipos de canceres y en
la proteccion frente a radiaciones durante la radioterapia utilizada en el tratamiento del

cancer (Dittmann y col., 2003; Friedman y Brandon, 2001).

Otros péptidos bioactivos extraidos de la soja con efectos preventivos contra el
cancer han sido investigados. Azuma y col. (2000) y Kamamoto y col. (2001)
encontraron una fraccion de alto peso molecular de proteinas de soja tratadas con
proteasas que suprimian la carcinogénesis de tumores de higado y colon en animales
experimentales. Estos autores sugirieron que esta fraccion proteica inhibia la
reabsorcion intestinal de los acidos biliares a través de enlaces hidrofdbicos, y por tanto
disminuian la actividad promotora del tumor que tienen los acidos biliares sobre el

higado y el colon.

Un glicopéptido aislado de hidrolizados de soja que contiene mayoritariamente
aspartato, glutamato, prolina, glicina y leucina, han mostrado presentar citotoxicidad
contra las células P388D1 de linfoma de raton (Kim y col., 1999). Kim y col. (2000)
purificaron un péptido anticancerigeno de la fraccion de péptidos hidrofébica de un
hidrolizado de soja tratada con termoasa. El péptido fue identificado como un
nanopéptido con un peso molecular de 1157 Da y la secuencia X-Met-Leu-Pro-Ser-Tyr-

Ser-Pro-Tyr.

Ademas de la soja, los péptidos bioactivos con actividad anticancerigena han
sido encontrados en otras plantas leguminosas como en garbanzos (Xue y col., 2015),

granos de café (Wong y Ng, 2003) y alubias pintas (Ye y Ng, 2001).

Otras fuentes vegetales de péptidos anticancerigenos incluyen el trigo sarraceno
y el ginseng. Un péptido aislado de las semillas del trigo sarraceno con un peso
molecular de 4 kDa mostré actividad antiproliferativa contra el hepatoma, la leucemia, y

células de cancer de mama (Leung y Ng, 2007).
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Ademas, los peptidos anticancerigenos también estan presentes en animales
marinos y microorganimos. Los peptidos derivados del cartilago de tiburon mostraron
actividad antiangiogénica cuando fueron evaluados en sistemas in vitro e in vivo
(Bukowski, 2003). Picot y col. (2006) evaluaron la actividad antiproliferativa de 18
hidrolizados de proteinas de pescado in vitro e identificaron 3 hidrolizados de
bacaladilla, 3 de bacalao, 3 de platija y 1 de salmon con una gran actividad inhibidora
contra el crecimiento de dos lineas celulares de cancer de mama. Mas recientemente,
Alemén y col. (2011) evaluaron la actividad antiproliferativa frente a células MCF-7 de
hidrolizados de gelatina de calamar realizados con distintas proteasas, siendo los mas

activos los hidrolizados realizados con esperasa y alcalasa.

1.1.3.4.- Actividad Antimicrobiana

Compuestos nitrogenados con propiedades antimicrobianas han sido
identificados en una amplia variedad de fuentes naturales que van desde los propios

microorganismos hasta animales y plantas.

Estos compuestos antimicrobianos exhiben efectos inhibidores contra los
microorganismos que producen el deterioro de los alimentos y una amplia gama de
patogenos, incluyendo bacterias, mohos, virus e incluso parasitos eucariotas. Su forma
de accion y su efectividad varian dependiendo de sus caracteristicas estructurales, asi
como del tamafio del péptido, su composicion de aminoacidos, carga, hidrofobicidad y
estructura secundaria (Dathe y Wieprecht, 1999). Ademas, también muestran distinta

sensibilidad y selectividad.

En general, los compuestos antimicrobianos derivados de los animales muestran
actividad inhibitoria contra un espectro mucho mas amplio que los producidos por
bacterias (Rydlo y col., 2006), aunque estos ultimos muestran una eficiencia mas alta en

concentraciones muy bajas (Nagao y col., 2006).

Sin embargo, todos estos compuestos nitrogenados poseen ciertos rasgos
comunes. Muchos de ellos estan compuestos por, al menos, 50 aminoacidos siendo

aproximadamente el 50% de estos aminoacidos hidrofébicos y a menudo plegados en
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estructuras anfipaticas (Rydlo y col., 2006). Por tener un exceso de aminoacidos basicos
(lisina y arginina), los compuestos antimicrobianos normalmente poseen carga positiva.
El efecto antimicrobiano parece estar relacionado con esta carga neta positiva, de modo
que los amino&cidos se organizan estructuralmente formando un bucle en forma de a-
hélice en el extremo carboxilo terminal (Kang y col., 1996) que provoca la formacion de
canales iénicos en la membrana de los microorganismos (Agawa y col., 1991),
alterando su permeabilidad y provocando la muerte celular (Bellamy y col., 1992).
Ademés de producir alteraciones en las membranas bacterianas, la actividad
antimicrobiana puede tener lugar porque los compuestos nitrogenados antimicrobianos
secuestran el hierro impidiendo su utilizacién por las bacterias o mediante la
estimulacion de la fagocitosis por macrofagos y monocitos (Farnaud y Evans, 2003;
Kovacs-Nolan y col., 2005; Orsi, 2004).

Tambien ejercen un efecto inhibidor sobre los microorganismos de destino
mediante la interaccidn con los componentes intracelulares anionicos como el ADN vy el
ARN, lo que inhibe la sintesis de proteinas y la division celular de los microorganismos.
Por otra parte, algunos péptidos estan involucrados en la activacion autolitica en los

microorganismos diana (Cudic y Otvos, 2002).

Por su potencial aplicacién en la preservacion de alimentos y en tratamientos
terapéuticos para el cuidado de la salud, estos compuestos antimicrobianos son de gran

interés.

De este modo, los compuestos nitrogenados bioactivos con propiedades
antimicrobianas, tales como aquellos producidos por bacterias acido lacticas (BAL) en
alimentos fermentados y muchos componentes peptidicos de los alimentos, son buenos
candidatos a ser utilizados como aditivos. Las ventajas frente a los conservantes
quimicos incluyen menos efectos adversos, una menor intensidad en el tratamiento con
calor requerido y mantienen las propiedades organolépticas y nutricionales de los

alimentos (Galvez y col., 2007).

En aplicaciones terapéuticas, los compuestos antimicrobianos son mejores que

los antibidticos convencionales porque matan las bacterias mas rapido y no se ven
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afectados por los mecanismos de resistencia que afectan a los antibidticos (Rydlo y col.,
2006).

Un gran grupo de estos compuestos nitrogenados antimicrobianos pertenecen a
las bacteriocinas, que son péptidos producidos por diferentes grupos de bacterias contra
otras bacterias de la misma familia (Nes y col., 2007). Muchas de las bacteriocinas
producidas por las BAL, son activas inhibiendo el crecimiento de bacterias gram
positivo como Listeria monocytogenes, Bacillus cereus y Clostridium perfringens. Estos
péptidos son considerados de las bacteriocinas mas interesantes debido a su gran
numero, importante bioactividad, y aplicacion potencial en alimentos y en la industria
farmacéutica como antibioticos y agentes antivirales (Drider y col., 2006; Ennahar y
col., 1999).

De modo similar a las bacteriocinas, los compuestos derivados de organismos
eucariotas (hongos, animales y plantas) inhiben el crecimiento de microorganismos por
mecanismos no especificos que involucran la interaccion con la membrana y los
componentes intracelulares de los microorganismos diana, lo cual resulta en una
perturbacion de la membrana, translocacion del citoplasma e interaccion con los

elementos intracelulares (Rydlo y col., 2006).

Finalmente, los compuestos nitrogenados con actividad antimicrobiana de
fuentes alimentarias son de especial interés debido a la preferencia de los consumidores

por los componentes derivados de los alimentos sobre otros aditivos quimicos.

Entre ellos, los péptidos resultantes de la hidrdlisis de proteinas de la leche han
mostrado actividad antimicrobiana frente a bacterias gram-positivas, gram-negativas,

levaduras e incluso hongos.

Péptidos derivados de las caseinas de la leche muestran actividad antimicrobiana
in vitro frente a un amplio rango de microorganismos, entre los que se incluyen
Staphylococcus spp. y Streptococcus pyogenes. El fragmento f(1-23) de la as-CN o
isracidina, obtenido tras la hidrolisis por la quimosina, ejerce in vivo actividad

antimicrobiana frente a Staphylococcus aureus y Candida albicans, a concentraciones
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comparables con la de antibidticos conocidos en ratones (Lahov y Regelson, 1996) y
frente a mastitis en vacas y ovejas (Clare y Swaisgood, 2000; Marshal, 2004). Ademas,
se han descrito con actividad antimicrobiana distintos fragmentos derivados de la os-
CN, como la casocidina- o fragmento f(165-203), que inhibe el crecimiento de
Escherichia coli y Staphylococcus carnosus (Zucht y col., 1995). Las secuencias
peptidicas f(164-179) y f(183-207), aisladas a partir de un hidrolizado de la as;-CN con
pepsina, provocan efectos antibacterianos frente a Bacillus cereus y Escherichia coli
(Recio y Visser, 1999a). Los fragmentos derivados de la B-CN humana ejercen efectos

protectores frente a Klebsiella pneumoniae en raton (Migliore-Samour y col., 1989).

Entre los péptidos derivados de las proteinas del lactosuero cabria destacar el
caseinomacorpéptido o glicomacropeptido (GMP), un péptido muy glicosilado derivado
de la digestion de la k-caseina. Se ha demostrado que previene la adhesion de bacterias
a las células intestinales y que presenta actividad antiinflamatoria. En la actualidad el
GMP se aflade a pastas dentrificas junto a otros péptidos derivados de las caseinas,
denominados caseinfosfopeptidos (CPP), por su demostrada capacidad de inhibir el
crecimiento de bacterias cariogenicas. Ademas, el GMP y los CPP inhiben la
desmineralizacion y favorecen la remineralizaciéon del esmalte dental al formar en la
superficie del diente nanoagregados con fosfato calcico amorfo que constituyen un
reservorio util en el mantenimiento del estado de supersaturacion de iones del esmalte
dental. Ademas del caseinomacropéptido, la hidrolisis de suero de cabra por accién de
la alcalasa produce péptidos actividad antibacteriana frente a E. coli y Bacillus cereus,
entre otros (Osman y col., 2016).

La actividad antibacteriana de la lactoferrina bovina ha sido estudiada en varios
estudios realizados con individuos infectados por Helicobacter pylori. En general estos
estudios han demostrado que la administracion de antibioticos en conjuncién con
lactoferrina es mas efectiva que la administracion Gnicamente de antibidticos (Okuda y
col., 2005). El fragmento f(17-41) de la lactoferrina, aislado de un hidrolizado con
pepsina de la lactoferrina, presenta propiedades bacterianas in vitro frente a
microorganismos Gram positivos y Gram negativos, incluidos Bacillus, Escherichia,
Klebsiella, Listeria, Proteus, Pseudomonas, Salmonella, Streptococcus y levaduras

como Candida (Bellamy y col., 1992; Recio y Visser, 1999b). EI menor tamafio de este
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péptido con respecto al de la lactoferrina favorece el acceso a zonas de accion de la
superficie microbiana. En cuanto a su actividad antiviral, se ha descrito que la
lactoferrina es capaz de inhibir la replicacion de virus como el de la inmunodeficiencia
humana (VIH), el virus de la leucemia de células T tipo I, el citomegalovirus, el virus de
la hepatitis C o el herpes simplex tipo | (Martinez Augustin y Martinez de Victoria,
2006). De hecho, varios estudios clinicos en enfermos de hepatitis C han demostrado
que la administracion de lactoferrina disminuye el RNA sérico del virus y los niveles de
alanin-transaminasa (Ishii y col., 2003; Okada y col., 2002).

La lactoferricina (LFcina) es un péptido resultante de la digestion de la
lactoferrina y corresponde al extremo amino terminal de la lactoferrina, cuya actividad
bactericida es mas potente que la de la propia lactoferrina (Gifford y col., 2005; Orsi,
2004). Se ha demostrado que este péptido posee también actividad antiviral e
inmunomoduladora. Ademas, posee capacidad de unirse al ADN y puede entrar en la
célula, atravesar la membrana nuclear y actuar como un factor de transcripcion. Por
ultimo, la lactoferricina posee la capacidad de potenciar el efecto de antivirales y
antibacterianos (Gifford y col., 2005).

Ademas, la leche contiene inmunoglobulinas (IgG1, 1gG2, IgA e IgM) que
resisten a la digestion gastrica y ejercen un papel protector en el intestino (Diehl-Jone y
Askin, 2004). De hecho son capaces de prevenir la adherencia de bacterias patdgenas a
células epiteliales, de aglutinar bacterias, de neutralizar toxinas y de inactivar virus.
Entre estas inmunoglobulinas la IgA, presente en la leche y el calostro, es especialmente
importante en neonatos, ya que proporciona una inmunidad pasiva hasta que su barrera
intestinal llega a ser funcionalmente madura. Por otra parte, se ha demostrado que la
IgM es maés eficiente que otras inmunoglobulinas en la neutralizacion de virus o la
aglutinacion de bacterias, y que defiende frente a patdgenos Gram-negativos como
Escherichia coli y Salmonella.

Tambien péptidos de proteinas hidrolizadas de huevo han mostrado actividad
antibactericida. La ovotransferrina, al igual que la lactoferrina, es una proteina de la
familia de las transferrinas que se encuentran presentes en el huevo. Este tipo de

proteinas se encuentra en varios fluidos biolégicos y posee la capacidad de unirse a
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hierro de forma reversible. La ovotransferrina también posee actividad antiviral que ha

sido demostrada frente al virus de la enfermedad de Marek (Giansanti y col., 2002)

Tanto el huevo como la leche contienen lisozima aunque la fuente principal de la
lisozima comercial es el huevo (Kovacs-Nolan y col., 2005). La lisozima (N-
acetilmuramida glucanohidrolasa) es una proteina que inactiva gran cantidad de
microorganismos al unirse a la pared bacteriana y romper el enlace B-1,4 entre el 4cido
N-acetilmurdmico y la N-acetilglucosamina. Estudios recientes han demostrado que la
lisozima posee actividad antibacteriana independiente de sus funciones cataliticas y que
puede estimular la funcion fagocitica de los macréfagos (Kovacs-Nolan y col., 2005).
Se ha demostrado que la administracion de EDTA-tris-lisozima es efectiva en el
tratamiento de infecciones de vejiga en humanos producidas por coliformes. Ademas,
por sus propiedades antibacterianas la lisozima se ha utilizado en la elaboracion de
pastas de dientes, chicles y colutorios destinados a prevenir la periodontitis y las

infecciones de la mucosa bucal.

La hidrolisis enzimatica de la lisozima de huevo incrementa su actividad
antibacteriana. Los péptidos responsables de este incremento han sido aislados y
corresponden a los fragmentos que comprenden los aminoacidos 98 a 108 y 15 a 21
(Kovacs-Nolan y col., 2005).

Ademas de la leche y el huevo, hidrolizados de proteinas de otros alimentos han
sido investigados por su actividad antimicrobiana, incluyendo hirolizados de musculo
de pescado (Sila y col., 2014), proteinas de crustaceos marinos (Liu y col., 2008;
Mercado y col., 2005), semillas de trigo sarraceno (Leung y Ng, 2007) y semillas de
chile (Diz y col., 2006).

1.1.3.5.- Actividad Opiacea

El aislamiento por primera vez, en 1975, de péptidos opioides enddgenos
denominados encefalinas, condujo a la deteccion en 1979 de la actividad opioacea de
péptidos derivados de hidrolizados proteicos de las proteinas de la leche.

Posteriormente, el estudio de la actividad opidcea en un hidrolizado de proteinas lacteas
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dio lugar al nacimiento del concepto de “exorfina”, o péptido opioide de origen

dietético, en contraposicion al de “endorfina” o péptido endogeno (Fazel, 1998).

Los péptidos con actividad opiacea se definen como compuestos que presentan
afinidad por receptores opiaceos lo que los relaciona con un gran namero de funciones
fisioldgicas y fisiopatologicas, incluyendo funciones inmunologicas, control de las
funciones gastrointestinales, control de los mecanismos reproductivos, y regulacién de
muchas funciones del sistema nervioso central como tratamiento del stress, depresion y

otros comportamientos emocionales (Guesdon y col., 2006).

Los péptidos opioides enddgenos tienen como caracteristica estructural la
presencia de un residuo de Tyr en el extremo amino terminal (excepto los derivados de
la a-caseina). La carga negativa localizada en el grupo fendlico de la Tyr se ha descrito
como esencial para la actividad opiacea, y la eliminacion de este aminoacido da lugar a
una ausencia total de bioactividad (Chang y col.,, 1981). La presencia de otro
aminoacido aromatico, Phe o Tyr, en la tercera o cuarta posicion, favorece la fijacion
del péptido al receptor opiaceo (Meisel, 1998). Ademas, una Pro en la segunda posicién
es crucial para la actividad bioldgica ya que mantiene la orientacion de las cadenas de

los aminoéacidos Tyr y Phe (Mierke y col., 1990).

Los péptidos opioides exdgenos se diferencian en péptidos opioides tipicos, que
tiene la misma secuencia en el extremo amino terminal, Tyr-Gly-Gly-Phe, y opioides
atipicos, que sélo tienen como una Tyr en el extremo amino terminal y varios

aminoacidos de la secuencia de la proteina original (Teschemacher y col., 1997).

Estos péptidos han sido aislados de cereales, leches y tejidos animales
(Rutherfurd-Markwick y Moughan, 2005). Aunque los péptidos opioides mas
estudiados son los derivados de proteinas lacteas, en concreto de las caseinas (Martinez
Augustin y Martinez de Victoria, 2006; Rutherfurd-Markwick y Moughan, 2005).

Se ha observado que las casomorfinas afectan la funcidn gastrointestinal
inhibiendo la tasa de vaciado gastrico y la motilidad intestinal y por lo tanto

relentizando el paso del alimento a través del tracto intestinal. Otras funciones
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propuestas para estos peptidos es la de ejercer una accion antidiarreica o0 modular el
transporte intestinal de aminodcidos y estimulando la secrecion de insulina y
somastostatina produciendo analgésia y modulando el comportamiento social (Meisel,
1998).

Estos son péptidos pequefios, de entre 5 y 10 aminoacidos de longitud. Los mas
abundantes son las B-casomorfinas denominadas asi por derivar de la hidrdlisis de la -
caseina y por su parecido efecto fisiologico al de la morfina. Otros péptidos aislados,
aunque con menor actividad opioide, son las a- y B- lactorfinas derivadas de la a-
lactoalbumina y la B-lactoglobulina (Chiba y col., 1986), exorfinas generadas de la
hidrolisis de la as-caseina (Loukas y col., 1983), y serorfinas obtenidas a partir de las
proteinas del suero (Tani y col., 1994). Tras ser ingeridos en el alimento o tras liberarse
durante la digestion gastrointestinal, las B-casomorfinas pueden ejercer los efectos a
nivel local, que s6lo se han descrito en animales adultos. Asi, se ha estudiado el efecto
antisecretorio en el ileon del conejo (Tomé y col., 1987) y la reduccién del grado de
vaciamiento gastrico y de la motilidad intestinal en ratas (Daniel y col., 1993). Ademas,
esta reduccion de la motilidad intestinal permitiria la maxima producciéon de otros
péptidos bioactivos (Schanbacher y col., 1998). Los péptidos lacteos pueden participar
en la regulacion del apetito, modificando la actividad endocrina del pancreas para
aumentar la produccion de insulina (Kitts y col., 1992). Estudios en ratas indican que las
-casomorfinas pueden modular la ingesta, estimulando la ingesta de grasa y reduciendo
la ingesta de dietas ricas en hidratos de carbono (Lin y col., 1998), ademas de regular el
transporte intestinal de aminodcidos (Brandsch y col., 1994). En humanos adultos se
han detectado fragmentos opiaceos en el contenido intestinal tras la ingestion de leche
de vaca (Svedberg y col., 1985), no detectandose en el suero sanguineo. Por ello, los
efectos de estos péptidos suelen limitarse al tracto gastrointestinal de los seres humanos
adultos, ya que, 0 bien no son absorbidos, o escapan a la degradacion enzimatica en la
pared intestinal (Teschemacher y col., 1997). Sin embargo, existen estudios que
sugieren que algunos de ellos (B-casomorfinas) pueden ser transportados de la sangre al

tronco cerebral (Pasi y col., 1993).

Por el contrario y debido a la inmadurez y consecuente mayor permeabilidad de

la barrera intestinal de los neonatos a los péptidos y proteinas, los fragmentos opiaceos
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se absorben y alcanzan la circulacion sistémica, actuando sobre los receptores del
sistema nervioso central. De este modo, las f-casomorfinas pueden ser transportadas a
través de la mucosa intestinal de los neonatos y producen un efecto analgésico en el
sistema nervioso, lo cual resulta en tranquilidad y el suefio de los nifios (Teschemacher,
1997).

En contraste con las casomorfinas, algunos péptidos pueden actuar como
antagonistas de los opioides, es decir, que pueden inhibir el efecto de sustancias como la
morfina (Haque y Chand, 2006). Los péptidos antagonistas opiaceos suprimen la
actividad agonista de las encefalinas, produciendo el mismo efecto que la naloxona (Fiat
y col., 1993). Este grupo de péptidos incluye las casoxinas, procedentes de la k-CN y de
la as;-CN (Chiba y col., 1989; Yoshikawa y Chiba, 1990) y las lactoferrinas, derivadas
de la lactoferina (Yoshikawa y col.,, 1988). En general, los péptidos opioides
antagonistas tienen la estructura Xg-Aromatico-X,-Tyr-OCH3z. La naturaleza del

aminoacido X, puede determinar la especificidad por uno u otro receptor opioide.

1.1.3.6.- Actividad Antitrombdtica o Anticoagulante

La agregacion plaquetaria es un paso critico en la formacion de trombos y esta
mediada por el enlace del fibrindgeno y su receptor, la glucoproteina GPIlIb/Illa de la
membrana de las plaquetas, la cual involucra el reconocimiento de la secuencia Arg-
Gly-Asp del fibrindgeno. Es concebible, por lo tanto, que los compuestos nitrogenados
que contienen esta secuencia puedan ser capaces de antagonizar el acoplamiento del
fibrindgeno a la GPIIb/Illa, resultando en la inhibicion de la agregacion de plaquetas.
Por lo anterior, los compuestos que son antagonistas del fibrindgeno y se fijan a
GPlIb/111a son utiles en la prevencion de la trombosis y en los regimenes de tratamiento

post-angioplastia o post-tromboliticos (Mulero y col., 2011).

Los principales compuestos nitrogenados aislados con actividad antitrombética
se encuentran presentes en la leche. A nivel molecular, la coagulacién de la sangre y de
la leche muestra gran similitud. En la leche, el mecanismo de coagulacion es definido
por la interaccion de la k-caseina con quimosina, y el proceso de coagulacion de la

sangre es definico por la interaccién del fibrindgeno con la trombina.
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El efecto antitrombotico de péptidos procedentes, entre otras proteinas, de la k-
caseina y concretamente del caseinomacropéptido, parece venir dado por su similitud
estructural con la cadena vy del fibrindgeno, de forma que entran en competencia con los
receptores de los trombocitos, inhibiendo la agregacion plaquetaria (Rutherfurd-
Markwick y Moughan, 2005; Meisel, 1997, 2004).

Determinadas secuencias peptidicas de la k-CN, denominadas casoplatelinas,
son similares a la cadena y del fibrindgeno (Darragh, 2002). Se ha comprobado in vitro
que los péptidos derivados del extremo carboxilo terminal de la x-CN bovina son
inhibidores de la agregacion plaquetaria y de la union de la cadena y del fibrindgeno
humano al receptor especifico de la membrana de las plaquetas (Jollés y col., 1996).
Estos péptidos son capaces de fijarse sobre receptores especificos situados en la
superficie de las plaquetas, impidiendo asi la formacion del trombo. Los principales
péptidos antitrombéticos de la k-caseina son los correspondientes a la secuencia
aminoacidica Met-Ala-lle-Pro-Pro-Lys-Lys-Asn-Glu-Asp-Lys, correspondiente a los
aminoécidos 106 a 116. La caracteristica estructural similar entre la cadena vy del
fibrindgeno y las casoplatelinas, responsable de la competencia en el proceso de
agregacion de las plaquetas, es la homologia en la secuencia de los aminoéacidos lle, Lys

y Asp en las posiciones 108, 112 y 115, respectivamente (Fiat y col., 1989).

Péptidos derivados de la lactoferrina, concretamente la secuencia Lys-Arg-Asp-
Ser, presentan también actividad antitrombotica a través de otro mecanismo distinto al
de la caseina, inhibiendo, de manera dosis-dependiente, la agregacion plaquetaria
inducida por ADP, debido a la homologia con el fragmento F(572-575) de la cadena o
del fibrindgeno (Mazoyer y col., 1990). Se ha comprobado in vivo que este fragmento
inhibe la formacion de trombos en la arteria coronaria de perros (Shebuski y col., 1989)
y prolonga el tiempo de sangrado en la arteria mesentérica del hamster (Cook y col.,
1988). Ademas, se ha descrito el efecto antitrombotico de este péptido sobre la

trombosis inducida por laser en rata y cerdo (Drouet y col., 1990).

Se han encontrado secuencias peptidicas en el plasma de recién nacidos

alimentados con leche materna o con férmulas infantiles elaboradas con leche de vaca,
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en concentracion suficiente para ejercer el efecto antitrombdtico in vivo, lo que
demuestra su liberacion a partir de las proteinas lacteas durante el proceso de digestion
gastrointestinal (Chabance y col., 1995). Estudios mas recientes han demostrado la
presencia de péptidos antitrombéticos en el estbmago, duodeno y posteriormente en la
sangre de adultos que habian digerido leche o yogur (Chanbance y col., 1998), lo que
demuestra la capacidad de las bacterias lacticas en hidrolizar las proteinas lacteas y
formar péptdidos bioactivos durante el proceso de fermentacion, asi como la capacidad
del tracto gastrointestinal de absorber cadenas peptidicas.

En estudios méas recientes, se ha utilizado caseina bovina fermentada con
Lactobacillus casei Shirota para producir péptidos con propiedades antitrombéticas y
entre los compuestos producidos se identificd un péptido con una potente actividad
antitrombdtica que anteriormente habia sido descrito también como antihipertensor

(Rojas-Ronquillo y col., 2012).

Ademas de las proteinas lacteas, también se han utilizado proteinas vegetales

para obtener péptidos con actividad anticoagulante (Sabbione y col., 2015).

1.1.3.7.- Actividad Inmunomodulante

El mecanismo de accidén de estos compuestos nitrogenados no es conocido,
aunque la hipétesis méas aceptada describe la union a los receptores opiaceos situados en
la membrana de los linfocitos, lo que influye en su capacidad inmunoreactiva. Se ha
identificado el aminoacido Arg de los extremos amino o carboxilo terminal como la
zona reconocida por los receptores especificos de la membrana de los linfocitos y los

macrofagos (Pagelow y Werner, 1996).

Los efectos de estos compuestos se han comprobado tras la administracion
intravenosa de los mismos, pero no existen en la actualidad estudios concluyentes sobre

los efectos inmunomodulantes ejercidos tras su digestion.

Numerosos estudios han demostrado que la hidrolisis de proteinas de la leche

por enzimas digestivas 0 microbianas puede producir péptidos con actividad
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inmunomoduladora (Gill y col., 2000). Los péptidos responsables de esta actividad son
fragmentos derivados de la as;-caseina (Meisel y col., 1989), de la B-caseina (Parker y
col., 1984), de la k-caseina y de la a-lactoalbdmina (Kayser y Meisel, 1996).

Sitas y col. (1996) demostraron que la digestion de la fraccion de caseinas con
pepsinas y tripsinas producia péptidos que provocaban efectos inmunomoduladores in
vitro en linfocitos de sangre humana. Péptidos derivados del total de las caseinas y
principalmente de la as-caseina suprimen la proliferacion de linfocitos, mientras que
los derivados de la - y x-caseina estimulaban el indice de proliferacion. Ademas, se ha
observado que los péptidos derivados de la hidrolisis de la as;-caseina y de la B-caseina
son capaces de estimular la fagocitosis de eritrocitos por macrdéfagos del peritoneo asi
como ejercer un efecto protector frente a infecciones causadas por Klebsiella

pneumoniae.

Recientemente, también se ha descrito que la inmunoreactividad de linfocitos
humanos era estimulada por varios péptidos bioactivos de proteinas de la leche. Asi, los
péptidos Tyr-Gly y Tyr-Gly-Gly, correspondientes a fragmentos de la a-lactoalbumina
y la «-caseina de vaca, respectivamente, incrementaban significativamente la

proliferacion de linfocitos (Kayser y Meisel, 1996).

La isracidina, fragmento f(1-23) de la os-CN, permite el desarrollo de la
inmunidad a largo plazo frente a la reinfeccion por Staphylococcus aureus (Fazel,
1998). Ademas, las p-casomorfinas y las exorfinas pueden actuar como
inmunomodulantes debido a su afinidad por los receptores opidceos presentes en las

células T y en los leucocitos fagociticos humanos (Migliore-Samour y col., 1989).

Estudios en modelos animales y celulares sugieren que la lactoferrina también
posee actividad inmunomoduladora (Legrand y col., 2004). Estos estudios indican que
podria actuar mediante dos mecanismos de accion, el primero de los cuales implicaria la
inhibicién de la produccion de varias citoquinas como el TNF-a o la interleucina (IL)
1B. La existencia de receptores de lactoferrina en monocitos, linfocitos, macrofagos,
neutrofilos y células epiteliales sugiere que la lactoferrina podria tener un efecto directo
en la regulacion de la produccién de citoquinas mediante la regulacion de vias de

sefializacion mediadas por estos receptores. ElI segundo mecanismo de accion podria
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estar relacionado con la inhibicion de la estimulacién de la inmunidad mediante la unién
al lipido A del lipopolisacarido bacteriano. En concordancia con su actividad
inmunomoduladora, se ha descrito quela lactoferrina es capaz de inhibir las respuestas
inflamatorias locales en la inflamacidn cutanea en humanos (Griffiths y col., 2001), asi
como en modelos animales de inflamacion cutanea mediada por alérgenos y de

inflamacion intestinal.

La lisozima, presente en la leche y el huevo, posee actividad inmunoreguladora
pudiendo mejorar la sinusitis cronica y normalizar la respuesta humoral y celular en
pacientes con bronquitis crénica cuando se combina con inmunoterapia. Ademas,
mejora la respuesta inmune en pacientes cancerosos inmunodeprimidos. Se ha sugerido
qgue la inmunomodulacién producida por la lisozima puede ser resultado de la
estimulacion de la funcién fagocitica y de la hidrélisis de productos de peptidoglucano
que pueden actuar como adyuvantes o inmunomoduladores (Kovacs-Nolan y col., 2005;
Sava, 1996; Asakura y col., 1990; Li-Chan y nakai, 1989).

Otros alimentos, aunque no tan estudiados como los lacteos, también contienen
péptidos con actividad inmunomodulante, como es el caso de la jalea real de la que se
han aislado péptidos que estimulan la proliferacién de monocitos humanos (Schmitzova
y col., 1998), péptidos de trigo sarraceno y pimiento (Leung y Ng, 2007; Diz y col.,
2006), y péptidos derivados de las proteinas de arroz y soja, que estimulan los sistemas
de inmunidad no especifica (Kitts y Weiler, 2003). Entre las proteinas de la soja se
encuentran inhibidores de proteasas, siendo el mas estudiado el inhibidor Bowman-Birk
que produce la regresion de la enfermedad en pacientes que padecen colitis ulcerosa
(Lichtenstein y col., 2002).

1.1.3.8.- Actividad Quelante de Metales

Los compuestos nitrogenados mas importantes que tienen actividad quelante de
metales son los caseinofosfopéptidos, que son fragmentos derivados de la hidrolisis de
la as;-caseina, la ag-caseina y la B-caseina. La mayoria de estos compuestos contienen
una secuencia con tres grupos de fosfoserina seguida de dos residuos de acido
glutdmico. Las cadenas laterales negativas, en particular las de los grupos fosfato, son
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las responsables de la union de los minerales, especialmente del calcio (Meisel, 1998).
De este modo, los caseinofosfopéptidos previenen la precipitacion del fosfato calcico en
la luz intestinal durante la digestion, compitiendo con el calcio por los iones fosfato
(Rutherfurd-Markwick y Moughan, 2005; Meisel, 2004; Lonnerdal, 2003), e
incrementando la biodisponibilidad de este. Esto conduce a una mejora en la absorcion
de calcio a través de los enterocitos del intestino (Rutherfurd-Markwick y Moughan,
2005). Ademas, las secuencias proximas a los grupos fosforilados determinan las
diferencias en la actividad quelante del calcio de los distintos caseinofosfopéptidos
(Schlimme y Meisel, 1995).

Aunque los caseinofosfopéptidos son mas conocidos por su capacidad de unir
Ca, también se ha observado que pueden acomplejarse con macroelementos como Mg o

Fe o oligoelementos como Zn, Ba, Cr, Ni, Co y Se, sin alterar su solubilidad.

Estos compuestos podrian emplearse como suplementos dietéticos vy
preparaciones farmacéuticas en el tratamiento de alteraciones dentales o para mejorar la
mala absorcion mineral (Brule y col.,, 1982). De hecho, el uso de los
caseinofosfopéptidos se ha propuesto en la prevencion de la caries dental debido a su

papel en la recalcificacion del esmalte dental (Reynolds, 1987).

Ademas, los compuestos nitrogenados bioactivos quelantes de metales son
capaces de quelar metales pro-oxidantes, como el hierro y el cobre, y por tanto, pueden
proteger de la oxidacion lipidica que produce el deterioro de los alimentos y el dafio
celular mediado por estrés oxidativo. Péptidos quelantes de cobre han sido purificados
de hidrolizados de proteinas de girasol, y su actividad quelante depende del contenido
de histidina y del tamafio del péptido (Megias y col., 2007). Esta propiedad fue atribuida
al anillo imidazol presente en la histidina, el cual esta directamente implicado en la

captura del cobre por parte del péptido.
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1.1.3.9.- Actividad Hipocolesterolémica

La hiperlipidemia, en especial la hipercolesterolemia, es uno de los factores de
riesgo mas importantes que contribuyen al desarrollo de enfermedades cardiovasculares.
En este sentido, aquellos mecanismos 0 substancias que reducen la incorporacion de
colesterol a la sangre son considerados beneficiosos para la salud. Se ha observado que
hidrolizados proteicos de soja reducen la absorcion de colesterol. Y se ha demostrado
que estos hidrolizados disminuyen los niveles de colesterol en sangre de personas
hipercolesterolémicas, y que decrecen la absorcién in vivo del colesterol en ratas e in
vitro en cultivos celulares. Esto es debido a que los compuestos bioactivos inhiben la
absorcion del colesterol, posiblemente debido a que disminuyen la solubilidad micelar
del mismo. Para su absorcién el colesterol es solubilizado en micelas y estos
compuestos hipocolesterolémicos compiten con el colesterol por dichas micelas
disminuyendo la solubilidad final de este y por tanto su absorcion por las células del

epitelio digestivo (Nagaoka y col., 2001).

Ademas, algunos compuestos pueden regular al alza los receptores LDL, que
estdn cronicamente suprimidos por la hipercolesterolemia o administracion del

colesterol de la dieta (Sirtori y col., 1995).

Las proteinas de origen vegetal muestran frecuentemente efectos
hipocolesterolemiantes en comparacion con las proteinas animales. La soja es una de las
fuentes proteicas vegetales con un efecto mas claro en este sentido. Es mas, su efecto se
produce sélo sobre el colesterol LDL y no sobre el HDL, por lo que se produce un
incremento relativo del colesterol HDL (“colesterol bueno”). Ademas, la soja disminuye
la oxidacion de las LDL, mejora la reactividad vascular y disminuye los niveles
triglicéridos (Costa y Summa, 2000). El consumo de 25 g/dia de proteina de soja como
parte de una dieta baja en grasas saturadas puede producir una disminucion de hasta un
8% del colesterol LDL en pacientes que tienen altos niveles de colesterol, mientras que
no tiene efectos adversos en personas con niveles normales de colesterol. Gran cantidad
de estudios demuestran que las isoflavonas presentes en los preparados de proteinas de

soja (genisteina, daizeina y gliciteina) son las principales responsables del efecto de los
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preparados de soja sobre el colesterol (Dewell y col., 2006). Ademas, Zhong y col,
(2007) identificaron el péptido Trp-Gly-Ala-Pro-Ser-Leu que producia una inhibicion
de la solubilidad micelar del colesterol del 94,3% a partir de hidrolizados de proteina de
soja con alcalasa.

Aparte de los péptidos derivados de la soja, otros compuestos bioactivos con
efecto hipocolesterolemico han sido obtenidos a partir de f-lactoglobulina, hidrolizados
de proteina de carne de cerdo (Morimatsu y Kimura, 1992; Morimatsu y col., 1996) y

proteinas vegetales (Brassica carinata) (Pedroche y col., 2007).

1.1.3.10.- Otras actividades biol6gicas

Steijns (1996) ha descrito la accién estabilizadora del sistema inmunitario y
moduladora del intercambio de proteinas y de glucdgeno ejercida por el aminoacido
GlIn, asi como las funciones inhibitoria de los depositos de grasa y alterante del
metabolismo ejercidas por el dipéptido Phe-Met.

La atriopeptina es un péptido presente de forma natural en la leche que actla
como un fuerte diurético, natriurético y vasorelajante, ademéas de jugar un papel

importante en la adaptacion del neonato a la vida extrauterina (Jezova y col., 1996).

Tambien se han identificado fragmentos tripticos de la B-caseina humana con

actividad estimulante de la sintesis del ADN (Azumay col., 1989).

La lactoferrina tiene efectos reguladores del crecimiento celular gracias a su
capacidad de union a gran variedad de células a través de su receptor especifico (Field,
2005; Lonnerdal, 2003). De hecho, se ha demostrado que puede estimular el
crecimiento celular en el intestino, ademas de mejorar la funcion digestiva e inducir el
crecimiento de la microbiota patdgena (Field, 2005; Lonnerdal, 2003). Por otra parte, se
ha observado que actua como factor de crecimiento esencial para lineas celulares de
linfocitos (Lonnerdal, 2003).
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Otras actividades bioldgicas de interés en la aplicacion dietética y farmacéutica
incluyen la inhibicion de la secrecidn acida de gastrina y de la motilidad gastrointestinal
(Fiat y col., 1993), asi como la induccién de la produccidn de colecistoquinina en ratas,
hormona reguladora de la secrecion pancreéatica y del vaciado gastrico, y relacionada

con la saciedad, ejercida por el caseinomacropeptido (Beucher y col., 1994).

1.2.- ALIMENTOS CON COMPUESTOS NITROGENADOS
BIOACTIVOS

En los ultimos afios el interés por el estudio y el desarrollo de alimentos
funcionales y nutracéuticos ha experimentado un gran incremento, tanto por su evidente
valor terapéutico como por su gran interés para la industria alimentaria, dada la gran
repercusion econdémica gque supone la comercializacion de este tipo de alimentos y de
los productos que los contengan (Bagchi, 2006; Burdock y col., 2006). Los alimentos
funcionales se definen como los alimentos y componentes alimentarios que, tomados
como parte de la dieta, proporcionan beneficios mas alld de sus valores nutricionales
tradicionales, bien sea mejorando una funcion del organismo o reduciendo el riesgo de
enfermedad, en tanto que los nutracedticos serian los componentes de los alimentos que
aportan un beneficio afiadido para la salud de caracter medico, incluyendo la prevencion

y el tratamiento de enfermedades.

Sin duda, el campo de los compuestos nitrogenados bioactivos es altamente
prometedor en el area de los alimentos funcionales ya que los consumidores ven la
posibilidad de mejorar la salud o prevenir enfermedades mediante una alimentacion mas

saludable.

1.2.1.- COMPUESTOS NITROGENADQOS DE ORIGEN ANIMAL

1.2.1.1.- Productos lacteos

La leche es una fuente particularmente rica en péptidos bioactivos. Estos

péptidos estan encriptados en las caseinas (os, B, k y y-caseina) y en las proteinas del
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suero (a-lactoalbumina, B-lactoglobulina, lactoferrina e inmunoglobulinas) (Belem y
col., 1999; Gobbetti y col., 2002).

El aislamiento y la caracterizacion de péptidos bioactivos se han realizado
fundamentalmente a partir de digeridos in vitro de proteinas lacteas (Brantl y col., 1979;
Fiat y Jolles, 1989; Loukas y col., 1983; Maruyama y col., 1985; Meisel y col., 1991).
La estructura abierta y flexible de las caseinas les hace muy susceptibles a la hidrolisis,
lo que permite la liberacion de un gran nimero y variedad de péptidos (Yamamoto y
Takano, 1999).

Estos peptidos pueden liberarse por hidrolisis enzimatica o microbiana. La
hidrdlisis enzimética, se ha llevado a cabo tanto utilizando una enzima sola como una
combinacion de proteinasas, como tripsina, alcalasa, quimiotripsina, carboxipeptidasa,
pancreatina, pepsina, y enzimas de origen bacteriano o fungico (como la proteinasa K
obtenida de Tritirachium album). La hidrdlisis microbiana ha permitido identificar
péptidos bioactivos a partir de leches fermentadas con bacterias acido lacticas como
Lactococcus lactis subsp. cremoris, Lactobacillus helveticus, la cepa Lactobacillus GG,
Lactobacillus delbruskii subsp. bulgaricus (Gobbetti y col., 2002; Korhonen y Pihlanto
2003; LeBlanc y col., 2002).

Las condiciones de procesado de la leche también afectan a la formacién de
compuestos nitrogenados bioactivos. En productos lacteos fermentados, las actividades
de los compuestos dependen del tipo de bacteria utilizado en el cultivo iniciador y del
grado de protedlisis. Una adecuada protedlisis puede facilitar la liberacion de péptidos
bioactivos, pero en un nivel excesivo puede hacer que disminuya la bioactividad. En
productos con un bajo grado de prote6lisis, como el yogurt y el queso fresco, la
actividad inhibidora de la ECA es baja, mientras que quesos con un largo tiempo de
maduracion presentaron mayor accion inhibidora de la ECA (Korhonen y Pihlanto
2003). Péptidos hipocolesterolémicos también han sido identificados; como lle-lle-Ala-
Glu-Lys, un péptido derivado de hidrolizados de [-lactoglobulina, que disminuyo el

nivel de colesterol en el suero y el higado (Nagaoka y col., 2001).
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Los peptidos bioactivos derivados de la leche muestran diversas actividades
fisiologicas. Por ejemplo, las B-casoquininas (derivadas de las o y p-caseinas) muestran
actividades antihipertensivas e inmunomodulantes; la lactoferricina (f(17-41) de la
lactoferrina) tiene actividad antimicrobiana; las casomorfinas (derivadas de las a y B-
caseinas) y las exorfinas (f(90-96) de la as-caseina) tienen actividad opioide; los
caseinofosfopéptidos (derivados de la fosforilacion post-translacional de las os- y la B-
caseina) son quelantes de metales y el péptido Lys-Arg-Asp-Ser (f(17-41) de la
lactoferiina) tiene actividad antitrombotica (Gobbetti y col., 2002; Korhonen y col.,
1998; Meisel y FitzGerald 2003).

Hoy en dia ya se comercializan diversos productos alimentarios, todos derivados

de la leche, enriquecidos en péptidos bioactivos.

1.2.1.2.- Huevos

Varios péptidos bioactivos con accion inhibidora de la ECA y vasodilatadora
han sido encontrados en la ovoalbumina de huevo tratada con quimiotripsina y pepsina
(Korhonen y Pihlanto, 2003). Entre ellos, dos péptidos vasodilatadores con las
secuencias Arg-Ala-Asp-His-Pro-Phe perteneciente al f(359-364) de la ovoalbdmina y
la ovoquinina (con la secuencia Phe-Arg-Ala-Asp-His-Pro-Phe-Leu perteneciente al
f(358-365) de la ovoalbumina), fueron aislados de los hidrolizados con quimiotripsina y
pepsina, respectivamente (Fujita y col., 1995; Matoba, 1999).

Més recientemente, Tanzadehpanah y col. (2012) hidrolizaron clara de huevo de
avestruz con varias proteasas (quimiotripsina, pepsina, tripsina y papaina) observando
que el hidrolizado tratado con tripsina poseia una gran actividad antioxidante. De este
hidrolizado, aislaron el péptido Leu-Thr-Glu-gIn-GluSer-Gly-Val-Pro-Val-Met-Lys que
era el que presentaba dicha actividad.
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1.2.1.3.- Pescados y mariscos

Los compuestos nitrogenados bioactivos también pueden encontrarse en
productos pesqueros, como en musculos de sardina, de atin o bonito (Yamamoto y col.,
2003), y en la piel del abadejo de Alaska (Korhonen y Pihlanto, 2003).

Diferentes enzimas han sido utilizadas para generar estos compuestos bioactivos
(Fujita y Yoshikawa, 1999). Por ejemplo, el péptido Leu-Lys-Pro-Asp-Met aislado de
un digerido con termolisina de bonito desecado, presentd actividad inhibidora de la
ECA y mostr6 un prolongado efecto tras su administracién en animales (Yoshikawa y
col., 2000). Tras la hidrdlisis de proteinas de sardina con una proteasa alcalina de
Bacillus licheniformis, la fraccion separada con etanol presentd una fuerte accion
inhibidora de la ECA. Se confirmé que esta fraccion tenia un importante efecto in vivo
tras su administracién durante 4 semanas a voluntarios hipertensos (Matsui y col.,
1993).

En ratas Zucker genéticamente obesas, hidrolizados de proteinas de pescado
redujeron el nivel de colesterol en el plasma. Ademas, el ratio colesterol HDL:colesterol
total fue mayor en estas ratas que en ratas Wistar alimentadas con los mismos
hidrolizados (Wergedahl y col., 2004).

En hidrolizados de proteinas de ostra tratados con pepsina se ha encontrado el
péptido  His-Leu-Arg-GIn-Glu-Glu-Lys-Glu-Glu-Val-Thr-Val-Gly-Ser-Leu-Lys  que
posee actividad quelante de zinc (Chen y col., 2013).

Ademas, Wang y col. (2013) hidrolizaron proteinas de mejillon atlantico con

pepsina, papaina, neutrasa y alcalasa obteniendo un péptido antioxidante con la
secuencia Tyr-Pro-Pro-Ala-Lys.
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1.2.1.4.- Carne y productos carnicos

Aunque en menor grado que otras fuentes proteicas, las proteinas de la carne
también estan siendo investigadas en la obtencion de compuestos nitrogenados con

actividades bioldgicas.

Entre los compuestos bioactivos derivados de las proteinas de la carne, los
péptidos con actividad inhibidora de la ECA han sido ampliamente estudiados (Arihara,
2006; Vercruysse y col., 2005). La carne de pollo ha ido utilizada como fuente de
péptidos antihipertensivos, detectandose varios péptidos antihipertensivos, Leu-Lys-
Ala, Leu-Lys-Pro, Leu-Ala-Pro, Phe-GIn-Lys-Pro-Lys-Arg, lle-Val-Gly-Arg-Arg-Arg-
His-GIn-Gly, Phe-Lys-Gly-Arg-Tyr-Tyr-Pro, lle-Lys-Trp, por accién de la termolisina
(Fujita y col., 2000; Korhonen y Pihlanto, 2003). Arihara y col. (2001) hidrolizaron
musculo esquelético porcino con 8 tipos de proteasas encontrando péptidos inhibidores
de la ECA. Los hidrolizados con termolisina fueron los que presentaron mayor potencial
inhibidor, siendo identificadas las secuencias Met-Asn-Pro-Pro-Lys y lle-Thr-Thr-Asn-
Pro, que procedian de la cadena pesada de la miosina. Estos péptidos mostraron
actividad antihipertensora cuando fueron administrados por via oral a ratas
espontaneamente hipertensas (SHR) (Nakashima y col.,, 2002). También se han
encontrado péptidos con actividad antihipertensiva e inhibidores de la ECA en proteinas
del musculo esquelético de cerdo generados por la accion de bacterias acido lacticas
(Arihara y col., 2004). Katayama y col. (2003a, 2003b, 2004) también utilizaron
proteinas de musculos esqueléticos de cerdo para sus estudios proteoliticos, aislando el
péptido Arg-Met-Leu-Gly-GIn-Thr-Pro-Thr-Lys, correspondiente a la troponina C
hidrolizada con pepsina. Saiga y col. (2003a) encontraron actividad de hidrolizados de
musculo de pollo tratados con una proteasa de Aspergillus en ratas SHR. Ademas,
aislaron cuatro péptidos inhibidores de la ECA de estos hidrolizados. Estos cuatro
péptidos tienen en comun la secuencia Gly-X-X-Gly-X-X-Gly-XX, que es homologa
con la del colageno. Posteriormente, Jang y Lee (2005) evaluaron la actividad
inhibidora de la ECA de varios hidrolizados enzimaticos de extractos de proteinas
sarcoplasmicas de cuartos traseros de ternera. El péptido Val-Leu-Ala-GIn-Tyr-Lys fue
purificado del hidrolizado con mayor actividad que fue el obtenido por accion de la

termolisina junto a la proteinasa A.
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Varios compuestos nitrogenados antioxidantes también han sido encontrados en
hidrolizados de proteinas de la carne mediante digestion enzimatica. Saiga y col.
(2003b) encontraron que hidrolizados obtenidos de proteinas miofibrilares tratados con
papaina y actinasa E mostraban altos niveles de actividad antioxidantes en los sistemas
de peroxidacion del &cido linoleico. Cinco péptidos antioxidantes fueron purificados de
los hidrolizados con papaina, destacando el péptido con la secuencia Asp-Ala-GIn-Glu-
Lys-Leu-Glu, que corresponde a una parte de la secuencia de la actina porcina.
Posteriormente, Arihara y col. (2005) han investigado la actividad antioxidante de
hidrolizados de actomiosina de musculo esquelético de cerdo usando el sistema
hipoxantina-xantina oxidasa como fuente de aniones superdxidos. Se aislaron tres
péptidos antioxidantes de los hidrolizados tratados con papaina, Asp-Leu-Tyr-Ala, Ser-
Leu-Tyr-Ala, y Val-Trp. Ademas de su actividad in vitro, estos péptidos mostraron

actividad in vivo.

Todos estos estudios realizados en fuentes de proteinas carnicas se han llevado a
cabo en carne fresca. Sin embargo, poco se sabe de los péptidos bioactivos generados

durante la fermentacién de los productos carnicos crudos madurados o fermentados

Actualmente, se estd comenzando a estudiar este tipo de productos para la
obtencion de nuevos peéptidos con actividades bioldgicas. Hasta el momento, en
productos crudos madurados, han sido aislados de jamon curado péptidos con actividad
antioxidante, destacando los péptidos Ser-Ala-Gly-Asp-Pro-Asp y Gly-Leu-Ala-Gly-
Ala, (Escudero y col., 2013a) y péptidos con actividad inhibidora de la ECA,
destacando el péptido Ala-Ala-Ala-Thr-Pro (Escudero y col., 2013b).

1.2.2.- COMPUESTOS NITROGENADOS DE ORIGEN VEGETAL

La soja, trigo, maiz, arroz, cebada, trigo sarraceno y girasol, entre otras plantas,
han sido utilizadas como fuentes de compuestos nitrogenados bioactivos. La mayoria de
ellos se han utilizado para obtener péptidos por hidrolisis enzimatica. Es interesante
observar que dependiendo de la fuente de proteina inicial, la enzima usada, y las

condiciones del proceso, las actividades biologicas de los péptidos son diferentes.
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Cuando diferentes enzimas hidrolizan las proteinas de soja, se producen peptidos
antioxidantes (Pefia-Ramos y Xiong, 2002), péptidos con propiedades anticancerigenas

(Kimy col., 2000), o péptidos con actividad antihipertensora (Wu y Ding, 2001).

Basandose en un péptido bioactivo secuenciado por analisis en bases de datos, se
cree que la prolamina de arroz es uno de los mejores precursores de péptidos
antihipertensivos (Dziuba y col., 2003). De forma similar, péptidos inhibidores de la
ECA, como Leu-GIn-Pro, Leu-Ser-Pro, Leu-Ala-Ala y Phe-Tyr han sido identificados
en hidrolizados con termolisina de a-zeina (Yamamoto y col., 2003). Varios di- y tri-
péptidos (Tyr-GIn-Tyr y Pro-Ser-Tyr) del trigo sarraceno digerido fueron identificados
considerando la magnitud de su accidn inhibidora de la ECA (Li y col., 2002). Matsui y
col. (1999) aislaron 16 péptidos inhibidores de la ECA compuestos por 2 a 7 residuos de
aminoéacidos de hidrolizados de germen de trigo. lle-Val- Tyr fue identificado como el

principal responsable de la actividad inhibidora de la ECA del hidrolizado.

Un péptido opioide con estructura Gly-Tyr-Pro-Thr también fue aislado de la
digestion enzimética del gluten de trigo (Yoshikawa y col., 2003). Otros péptidos con
actividad opioide fueron encontrados derivados de un constituyente de la espinaca, el

Rubisco (D-ribulosa-1,5-bifosfato carboxilasa/oxigenasa) (Teschemacher, 2003).

Péptidos inmunomoduladores derivados de hidrolizados con tripsina de
proteinas de arroz y soja actdan estimulando los aniones superoxidos los cuales
desencadenan sistemas inmunes de defensa no especifica (Kitts y Weiler, 2003). Un
péptido de 9 aminoacidos (Gly-Tyr-Pro-Met-Tyr-Pro-Leu-Pro-Arg) con actividades
contractoras del ileon e inmunomoduladoras se encontr6 en hidrolizados de albimina de

arroz con tripsina.

En alimentos de origen vegetal también se han encontrado péptidos con
actividad quelante de metales. Torres-fuentes y col. (2011) han encontrado actividad
guelante en hidrolizados de proteinas de garbanzo con pepsina y pancreatina. Dentro de
estos hidrolizados, observaron que los péptidos de pequefio tamafio y con alto contenido

en His (alrededor del 20-30%) eran los que mejores actividades quelante tenian.

61



Introduccion

Ademas de todo lo detallado, la jalea real es un producto resultado de la unién
entre el mundo animal y el vegetal, elaborado por las abejas a partir del polen, rico en
proteinas y que ha sido utilizado como una buena fuente de compuestos inhibidores de
la ECA. Matsui y col. (2002) encontraron que la jalea real intacta y sus fracciones no
mostraban actividad inhibidora de la ECA. Sin embargo, tras una hidrdlisis con pepsina,
tripsina y quimiotripsina, se desarrolld dicha actividad. Ademas, la administracion oral
de este hidrolizado disminuyé significativamente la presion sanguinea en ratas

espontaneamente hipertensas (SHR).

1.3.- PRODUCTOS CARNICOS FERMENTADOS

1.3.1.- DEFINICION Y CARACTERISTICAS DE LOS PRODUCTOS
CARNICOS FERMENTADOS

La desecacion de los productos carnicos representa la forma de conservacion de
la carne més antigua que se conoce. Entre los métodos de desecacion de alimentos se
encuentra el curado, que es una tecnica de conservacion derivada de la salazon. Esta
técnica ha sido ampliamente utilizada desde la antigiiedad para prolongar la vida util de
los alimentos ya que permite conservarlos durante prolongados periodos de tiempo
dando lugar a productos de elevada calidad (Molly y col., 1997).

Actualmente, el curado de los alimentos no se utiliza como método de
conservacion sino que se ha convertido en un proceso industrial de elaboracion de
productos de alta calidad, con caracteristicas muy distintas a las de las materias primas y
que se caracterizan porque se consumen crudos, se conservan sin necesidad de

refrigeracion, tienen un tiempo de vida Util prolongado y tienen escaso riesgo sanitario.

Los embutidos crudos curados estdn sujetos a un tratamiento de salazon-
desecacion-maduracion sobre la materia prima. Estos productos tienen como ingrediente
principal la carne que es mezclada con grasas, sales, especias y agentes de curado; los
cuales son mezclados y embutidos en tripas naturales o artificiales y sometidos a un
proceso de desecacién durante el cual tiene lugar una fermentacién microbiana que

origina la acidificacion del producto. Para favorecer esta fermentacion, en muchos de
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ellos se incorporan azucares. Los microorganismos fermentadores no solo actuan en la
estabilizacion microbioldgica del alimento fermentado, sino que también contribuyen a
las caracteristicas organolépticas del mismo. Entre las caracteristicas organolépticas
cabe destacar su color, aroma, consistencia y sabor tipicos, responsables de la identidad

de los embutidos y muy apreciadas por el consumidor.

La conservacion de estos productos se debe a la combinacién del proceso de
fermentacion con otro de deshidratacion. Tradicionalmente, se confiaba en una
“fermentacion natural”, sin embargo la produccion a gran escala obligdé a estandarizar
los procesos para evitar posibles defectos. La inoculacion de microorganismos para
dirigir las fermentaciones habia sido una practica habitual en otros sectores de la
industria alimentaria, como el l&cteo, pero en la industria carnica no se inicio hasta la
década de los 40. Las ventajas que reporto esta técnica fueron: periodos de maduracion
mas cortos, uniformidad de la produccion reduciendo la presencia de piezas defectuosas

y mejora de las caracteristicas sensoriales de los productos.

Otro aspecto de gran importancia en la utilizacion tecnoldgica de cultivos
iniciadores es su contribucién a la seguridad e higiene de los alimentos. Es bien
conocido que las bacterias acido lacticas producen una serie de sustancias antagonistas
de otros grupos microbianos, que incluye productos finales del metabolismo como son
acidos organicos (lactico, acético y propionico), peroxido de hidrogeno y diacetilo; asi
como otras sustancias de naturaleza antibiotica denominadas bacteriocinas. Algunos
autores apuntaron la posibilidad de conservar los alimentos mediante la adicién de
cultivos iniciadores o por la incorporacion de los metabolitos antimicrobianos

producidos por las bacterias lacticas (Speck, 1972).

Asi, los productos carnicos curados fermentados son carnes inoculadas
deliberadamente durante su elaboracion para asegurar una actividad microbiana

controlada y suficiente como para modificar las caracteristicas del producto.
No obstante, la elaboracion de embutidos fermentados presenta gran variabilidad

debida basicamente a variaciones en la composicion de los embutidos y a la tecnologia

de elaboracion. Segun Leistner (1986), la produccion de embutidos fermentados crudos
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curados involucra una tecnologia imprecisa que permite grandes variaciones siempre
que se mantenga el concepto basico de proporcionar una adecuada reduccion del pH y/o

de la actividad de agua (aw).

La seguridad y estabilidad microbiologica de los embutidos se logra en las
distintas fases del proceso por: (i) la adicion de nitritos y sal, (ii) el bajo potencial redox
(ambiente anaerobio), (iii) la competitividad que ejercen los microorganismos
responsables de la fermentacion, (iv) la reduccion del pH y (v) la reduccién de la
actividad de agua a lo largo del secado que da lugar a un producto de humedad
intermedia (proximo al 30%). Los embutidos crudos curados y fermentados sufren
diferentes transformaciones fisicas, quimicas, bioguimicas y microbioldgicas a lo largo

del proceso de elaboracién que les confieren, ademas, su aroma y sabor caracteristicos.

Independientemente de las distintas tecnologias de elaboracion, en Esparia existe
una extensa gama de embutidos curados. Segun la Orden de 7 de febrero de 1980; BOE
21/3/80 podemos diferenciar en funcion del origen de las carnes y del grado de

maduracién-secado:

Chorizo

Se entiende por chorizo la mezcla de carnes picadas o troceadas de cerdo, o de
cerdo y vacuno, con tocino y/o grasa de cerdo, adicionada de sal, pimentdn y otras
especias, condimentos y aditivos autorizados. Esta mezcla es amasada y embutida en
tripas naturales o artificiales, y sufren un proceso de maduracion-desecacién, con o sin
ahumado. Se caracterizan por su coloracion roja (con excepcion de los denominados
chorizos blancos) y por su olor y sabor caracteristico. En el caso de chorizo de cerdo
Ibérico la mezcla de carnes y tocino y/o grasa procede exclusivamente de cerdo Ibérico.
En el mercado existen numerosos productos que responden a la definicién anterior.
Flores, (1999) los clasifica en funcion de:

- La forma: chorizo vela, rosario, herradura, etc.

- El calibre y tipo de tripa: chorizo y chistorra.

- Las caracteristicas sensoriales: chorizo ahumado, blanco, casero o picante.

- El tamafio y tipo de materia prima: chorizo de lomo, de Pamplona o de Soria.
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Salchichén

Se denomina salchichdn a la mezcla de carnes picadas de cerdo, vacuno, o de
cerdo y vacuno, con tocino y/o grasa de cerdo, adicionada de sal, especias y aditivos.
Esta mezcla es amasada y embutida en tripas naturales o artificiales, sufriendo un
proceso de maduracion-desecacion que le asegura una buena estabilidad, asi como un
olor y sabor caracteristicos. En el caso de salchichdn de cerdo Ibérico la mezcla de
carnes y tocino y/o grasa, procede exclusivamente de cerdo Ibérico. En el mercado
existe una gran variedad de salchichon que tienen diferentes denominaciones segun la
forma, tripa, calibre, origen geografico, caracteristicas geograficas, etc.: salchichon de
Vic, salchichon imperial, salchichdn de Aragon, fuet, etc.

1.3.2.- PROCESO DE ELABORACION DE LOS PRODUCTOS
CARNICOS FERMENTADOS

La produccion de un producto carnico fermentado de calidad requiere un
proceso fermentativo en el que se producen modificaciones fisico-quimicas provocando
una reduccion del contenido acuoso y una disminucion de la a, mediante la adicion de
sal. De este modo, se consigue una adecuada estabilizacion del producto sin peligros de
alteraciones ni proliferacion de microorganismos patdgenos. Ademdas se produce
deshidratacion, fermentacion de carbohidratos y acidificacion, desarrollo del color y
diversas reacciones lipoliticas y proteoliticas (Casaburi y col., 2007; Ordéfiez y col.,
1999). Todos estos cambios son responsables de las caracteristicas organolépticas del
producto final.

La operacion de fermentacion o estufaje suele durar entre 5-10 dias y se realiza a
18-22 °C y con una humedad relativa entre el 80-90% (Toldra y col., 2001). La
operacion posterior de secado se realiza a una temperatura entre 10-15 °C y una
humedad relativa del 65-80%. La duracion del secado es variable, de 20 a 90 dias
(Flores, 1997), en funcién del diametro del embutido y de si se pretende elaborar un

producto de curado rapido o lento (tradicional).
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En general, el proceso de elaboracion de estos productos se puede resumir en
tres etapas basicas que abarcan las distintas fases del proceso, y que incluiria la
seleccién y preparacion de materia prima, elaboracién del producto, y por Gltimo, un
secado-maduracion (Figura 1.2).

Seleccion de la materia prima

|

Picado de la carne y la grasa

J |

- g : ‘Inoculacion de cultives
Amasado en vacio con condimentos y especias S
l iniciadores

Reposos de 1a mezcla 24-36 h

|

Embutido

|

Secado
2-3 dias a 20°C, 80-85% HR

|

Maduracion en bodega
10-12°C

Figura 1.2. Diagrama de flujo del proceso de elaboracién de embutidos crudos curados.

La calidad de las materias primas y la higiene del proceso son de vital
importancia, por esto en todos los embutidos hay una seleccion previa de la materia

prima.

La carne que se utiliza para la elaboracion de estos productos debe reunir unos
requisitos basicos para su empleo en la elaboracion de embutidos. Debe ser carne sana
libre de coagulos de sangre y con un valor de pH entre 5,6-6,0 y no superior a 6,2. No se
aconseja utilizar carnes DFD (dry, firm, dark) ni PSE (pale, soft, exudative). La carne

que se utiliza normalmente en Extremadura es de cerdo Ibérico de alta calidad.
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La grasa es otro ingrediente fundamental ya que influye sobre determinadas
caracteristicas que afectan de forma decisiva a la calidad sensorial del producto carnico
fermentado: facilidad al corte, jugosidad y untuosidad. Ademas aporta ligazén, puesto
que favorece la formacion de la emulsion de los componentes de la masa, y participa en
el aroma y sabor del embutido, por lo que cuanto mayor sea la cantidad de grasa, mayor
sera el sabor y el aroma. Por todo esto, para elegir la grasa se evallan su consistencia,

color, sabor y aroma.

Los aditivos, aunque son sustancias que no son necesarias para la elaboracién de
los embutidos, regulan la maduracion, aumentan la calidad microbioldgica, modifican
las caracteristicas organolépticas e incrementan el periodo de conservacion de los
productos. Los productos crudos curados requieren unos condimentos especificos del
curado que incluyen la sal, los nitratos y nitritos, y los azucares. En cuanto a las
especias, su funcién es basicamente aromatica y su empleo varia segun el tipo de
producto pero, en general, las mas utilizadas son: pimenton, ajo, clavo, nuez moscada,

cilantro, cebolla, orégano, pimienta y tomillo.

La sal comun se ha utilizado tradicionalmente como saborizante y por su accion
conservadora, ya que su adicion provoca una disminucion de la actividad de agua del
producto, lo cual inhibe el desarrollo de microorganismos patégenos y alterantes.
Ademas es imprescindible para lograr la ligazén de estos embutidos ya que favorece la
solubilizacion de las proteinas miofibrilares de la carne y esto permite la formacién de

un gel estable y consistente.

Los nitratos y nitritos juegan un papel fundamental en el desarrollo del color
tipico de los embutidos crudos. En ell proceso de enrojecimiento de las carnes curadas
participan activamente microorganismos, principalmente pertenecientes a la familia
Micrococcaceae, que reducen el nitrato a nitrito. Este nitrito se reduce posteriormente a
oxido nitrico que se combina con la mioglobina para formar nitrosomioglobina
(pigmento rojo del curado). Ademas de este beneficio tecnoldgico, el nitrito posee una
marcada accion bactericida sobre el crecimiento de determinados microorganimos
sensibles como Salmonella spp., aungue el nitrato no posee ningun efecto inhibidor

sobre los microorganismos. No obstante, algunos investigadores sugieren que la
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cantidad de nitrito utilizada en los embutidos crudos curados (120-150 ppm) por si sola,
no inhibe el crecimiento de Salmonella spp., Clostridium botulinum ni Staphylococcus
aureus, aunque si es efectiva cuando se combina con otros factores como valores

reducidos de aw y pH (Licke y Hechelmann, 1985).

Los azucares constituyen otro ingrediente basico en la elaboracion de embutidos
crudos curados ya que son el principal sustrato energético de los microorganismos que
intervienen en el proceso de acidificacion. Las bacterias &cido lacticas
homofermentativas desdoblan los aztcares produciendo &cido lactico que reduce el pH
de la masa carnica a valores inferiores a 5,5. Este descenso del pH tiene varios efectos
beneficiosos: reduce la capacidad de retencion de agua favoreciendo la deshidratacion
del producto, inhibe el desarrollo de microorganismos patdgenos y proteoliticos que
pueden entorpecer el proceso de maduracion del embutido, interviene en el proceso de
enrojecimiento favoreciendo la reduccion del nitrito a oxido nitrico, facilita la
gelificacion de las proteinas céarnicas garantizando la correcta ligazon y consistencia del
embutido, y por ultimo, la presencia de acidos organicos contribuye al aroma del
producto final. La cantidad y el tipo de azucar afiadido dependen del tipo de producto
crudo a elaborar. Esta comprobado que la adicién de un 0,1 % de azucar a la masa
carnica provoca un descenso en torno a 0,1 unidades de pH (Préndl y col., 1994). Los
azUcares mas utilizados en la elaboracion de productos crudos curados son: glucosa,
fructosa, sacarosa y lactosa, aunque también se utilizan hidrolizados de almiddn

desecado.

Finalmente, los cultivos iniciadores son microorganismos que se presentan en
estado puro o mixto, seleccionados de acuerdo con sus propiedades especificas y que se
agregan a los alimentos con objeto de mejorar su aspecto, aroma y sabor, asi como la
conservacion de los mismos, segun la definicion de Leistner y Echardt (1979). Los
microorganismos afadidos se instauran como flora predominante dirigiendo la
fermentacion y excluyendo a la flora indeseable, asi se reducen los riesgos higiénicos y
de fabricacion por deficiencias de origen microbiano. Actualmente su empleo es
generalizado en la industria carnica permitiendo homogeneizar la produccion y evitar

posibles defectos.
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Una vez elegida la materia prima, se lleva a cabo la preparacion de la mezcla de
los ingredientes, la cual comienza con un picado de la carne y la grasa, mas o menos
fino dependiendo del tipo de producto que se vaya a elaborar. Tras esta operacién se
afaden el resto de ingredientes, entre los que debe encontrarse la sal, y se procede al

amasado de la mezcla que, generalmente, se lleva a cabo en una amasadora a vacio.

La masa céarnica ya elaborada se mantiene en refrigeracion durante 24-36 horas,
a temperatura y humedad relativa controladas. Esto se hace para favorecer el “arranque”
del cultivo iniciadora ya que puede verse afectado por las condiciones del producto tras
el embutido. Transcurrido este periodo, se procede al embutido en tripas naturales con
cuidado de excluir la mayor cantidad posible de oxigeno, ya que podria interferir en el
desarrollo del color y sabor deseables en el producto final.

Una vez embutidas, las piezas son conducidas a secaderos donde se lleva a cabo
una maduracion natural, o bien, pueden madurarse en camaras climaticas que permiten
controlar las condiciones de temperatura y humedad relativa del ambiente, asi como la
velocidad del aire. La duracion de este periodo es variable en funcién de la clase de
producto y su didmetro, pero suele oscilar entre unos 20 dias (maduracion rapida) y 90
dias (maduracion lenta) (Flores, 1997a). Para los embutidos elaborados mediante un
proceso de maduracion lenta, como los de cerdo Ibérico, las temperaturas 6ptimas deben

oscilar entre 12 y 14 °C y la humedad relativa debe ser de un 80%.

La maduracion de los embutidos crudos curados en camaras climaticas,
generalmente, consta de dos fases: estufaje y desecacién o maduracion propiamente
dicha.

Durante el estufaje las piezas recién embutidas se someten a temperaturas que
oscilan entre 22-26 °C y a una humedad relativa de 90%, aproximadamente. Esta fase es
crucial para el buen desarrollo de la maduracién ya que se producen importantes
cambios fisico-quimicos y microbiolégicos como consecuencia del proceso
fermentativo iniciado por las bacterias lacticas, que provocan la acidificacion del
producto convirtiendo la glucosa en acido lactico (Benito y col., 2007). Ademas, las
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Micrococcaceas, inician el fenémeno de enrojecimiento llevando a cabo la reduccion de

los nitratos a nitritos durante las primeras 24 horas.

En la desecacion o maduracion se modifican las condiciones de temperatura y
humedad relativa. EIl proceso puede realizarse a temperatura baja (inferior a 15 °C),
intermedia 0 alta (superior a 20 °C y hasta 28-30 °C) y con una humedad relativa entre
75-85%. Es muy importante que se controle adecuadamente la velocidad y distribucion
del aire en los secaderos, ya que durante esta fase se va a producir la mayor parte de la
deshidratacion del producto y es conveniente que este proceso se desarrolle de forma
gradual en equilibrio con el resto de modificaciones que se producen en el embutido. De
este modo, durante la maduracién se produce una reduccién del peso de los embutidos,
entre un 20-40% del peso inicial, lo que estd asociado a una disminucion de los niveles
iniciales de la a,, a valores en torno a 0,90 (Benito y col., 2007; Ordéfiez y De La Hoz,
2001). Al mismo tiempo, la concentracion de cloruro sodico (NaCl) aumenta durante el
procesado debido a la difusién de la sal y a la pérdida de agua. Estas condiciones tan
estrictas van seleccionando una flora autoctona de bacterias acido lacticas y cocos Gram
+ catalasa + que juegan un papel importante en los aspectos de seguridad, y son capaces
de multiplicarse y sobrevivir hasta el final del procesado, influyendo en las
caracteristicas sensoriales de estos productos (Benito y col., 2007; Bover-Cid y col.,
20014, b; Leroy y col., 2006; Montel y col., 1998).

1.3.3.- COMPOSICION PROTEICA DE LA CARNE COMO
MATERIA PRIMA

El tejido muscular contiene un del 19% de proteinas, que se pueden englobar en

tres tipos: miofibrilares, sarcoplasmicas y del tejido conectivo.

Las proteinas miofibrilares (solubles en soluciones salinas de alta fuerza iénica)
son la fraccion mayoritaria y constituyen aproximadamente el 55% de la proteina total
del tejido muscular. Esta fraccion engloba distintos tipos de proteinas pero las mas

abundantes son la miosina y la actina.
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Las proteinas sarcoplasmicas (solubles en agua y en soluciones salinas diluidas)
constituyen el 25-30% de la proteina total del tejido muscular y engloba a enzimas y

mioglobina.

Finalmente las proteinas del tejido conectivo constituyen una fraccion insoluble

en soluciones salinas y su representante mayoritario es el colageno.

Los tejidos musculares de los vertebrados se pueden dividir, en base a su
morfologia y funcionalidad, en dos grandes grupos: musculos lisos o estriados. Estos
Gltimos se dividen en musculo esqueléticos (conectado a los huesos) y musculos
cardiacos (asociados al corazon), mientras que los musculos lisos rodean los 6rganos

internos asi como los intestinos y los vasos sanguineos.

Las proteinas responsables de la contraccion de los musculos son la actina y la
miosina. La miosina es el componente estructural primario de los filamentos gruesos,
mientras que los delgados estan compuestos por actina, troponina y tropomiosina. Los
filamentos gruesos y delgados estan unidos en sarcomeros, que son la unidad funcional
del mausculo. Estos sarcomeros estan longitudinalmente repartidos para formar
miofibrillas. De una en una, las miofibrillas estan unidas en paralelo para formar
miofibras, y numerosas miofibras organizadas en paralelo forman las fibras del
musculo. Como las proteinas estan ancladas en bandas paralelas, le dan a los musculos
esqueléticos y cardiacos una apariencia rayada o estriada (Randall y col., 1997) (Fig
1.3).
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Fig 1.3. Organizacion general de los tejidos del musculo esquelético
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Los mdasculos lisos también estan compuestos por filamentos gruesos y
delgados, los cuales contienen las mismas proteinas que los musculos estriados, pero al

no estar organizados en sarcOmeros, no tienen apariencia estriada.

Durante la contraccién de los musculos, los filamentos delgados se deslizan a lo
largo, entre los filamentos gruesos, haciendo que los sarcomeros se acorten (Teoria de

los Filamentos deslizantes) (Randall y col., 1997).

Mientras el musculo genera fuerza, el papel de la transmision de la fuerza se
atribuye al tejido conectivo extracelular que conectan los masculos. De este modo, cada
final de un musculo esta anclado a un hueso o a una estructura resistente de tejido
conectivo, denominada tendén. El endomisio (que rodea por completo a los masculos) y
el epimisio (que rodea cada fibra) se extienden mas alla de los masculos para formar los
tendones (Fig 1.4).

PERIMISIO Vaso sanguineo
Huesa -1

Musculo i)
\ l Y
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# - & | ? FIBRA MUSCULAR
/ — (celula muscular)

f

ENDOMISIO

o (T
.

Tendon ENDOMIS;EJ

ERIMISIO Fasciculos

Fig 1.4. Anclaje del tejido muscular con los huesos

El tejido conectivo consiste predominantemente en fibras de colageno. El
coldgeno contiene grandes cantidades de hidroxiprolina, En la estructura primaria del
colageno se ha encontrado que se repite la secuencia glicina-prolina-hidroxiprolina-
glicina-AA. Al menos, se han identificado 12 formas, cada una de las cuales tiene una
secuencia unica de aminoacidos. En la estructura secundaria, las cadenas moleculares
estan ancladas en hélices hacia la izquierda y tres de estas se combinan para formar una
super hélice a la derecha denominada tropocolageno. Las moléculas de tropocolageno se

ensamblan para formar fibrillas y estas se agregan en fibras (Lawrie, 1991) (Fig. 1.5.).
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Fig 1.5. Estructura de las fibras de colageno

1.3.4.- CAMBIOS BIOQUIMICOS EN LOS COMPUESTOS
NITROGENADOS DURANTE EL PROCESADO

Los principales fendmenos bioguimicos que afectan a los componentes de los
productos carnicos fermentados durante la maduracién son reacciones metabdlicas
(proteolisis) y quimicas (oxidacion lipidica, reacciones de Maillard y degradacion de
Strecker de ciertos aminoacidos). Como resultado de la actividad enzimatica se liberan
compuestos de bajo peso molecular, los cuales podran ser utilizados por los
microorganismos para su metabolismo e intervenir en posteriores reacciones
bioquimicas de sintesis y lisis. Estas enzimas son las responsables de la apariencia,
sabor y aroma caracteristicos de estos productos asi como de su conservabilidad y
seguridad (Ordéfiez y col., 1999; Ruiz y col., 2002)

En la figura 1.6, pueden observarse los principales mecanismos de generacion de

sabor y aroma que se producen a lo largo de la maduracion de los embutidos curados

fermentados.
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Figura 1.6. Principales mecanismos de generacién de sabor y aroma a lo largo de la maduracion de

embutidos fermentados (adaptado de Hammes y col., 2003).

Las proteinas son, junto a las grasas, los componentes mayoritarios de la materia
seca de los productos carnicos y constituyen el sustrato de una serie de reacciones
bioquimicas que dan lugar a grandes modificaciones de la calidad sensorial de los

embutidos, fundamentalmente relacionadas con la textura, el aroma y el sabor.

1.3.4.1.- Cambios en las proteinas

Los cambios que se producen en las proteinas de los embutidos durante la
maduracién estan relacionados fundamentalmente con dos fenédmenos: la solubilizacion

y la proteolisis.

El fendmeno de la solubilizacion de las proteinas miofibrilares y sarcoplasmicas
se produce en los primeros estadios de la maduracion como consecuencia del aumento
de la fuerza ionica por la adicion de sal y es el principal responsable del desarrollo de la

textura y consistencia de los productos crudos curados.
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Los fendmenos de proteolisis en los productos carnicos madurados se ven
influenciados por varias variables como la formulacion del producto, las condiciones del
procesado y los cultivos iniciadores utilizados (Hughes y col., 2002). Estos procesos se
deben principalmente a la accién de distintas proteasas de origen tisular o microbiano.

Entre las proteasas de origen muscular se encuentran las catepsinas, que son
proteasas cuya actividad se ve favorecida por el pH &cido, lo que hace que los
embutidos constituyan un medio Optimo para la actividad de estas enzimas. Cabe
destacar, la catepsina D que es la responsable de la degradacion de las proteinas
sarcoplasmicas y miofibrilares (Casaburi y col., 2008). La accion de las proteasas
tisulares va disminuyendo durante las sucesivas etapas del curado, por la accion de la
sal y por efecto del secado que se produce durante la maduracion (Benito y col., 2005a),

lo cual provoca la rapida inhibicion de los enzimas enddgenos.

Sin embargo, los enzimas microbianos son mas importantes durante las Gltimas
etapas de maduracion (Hugas y Monfort, 1997; Hughes y col., 2002; Lizaso y col.,
1999; Molly y col., 1997; Sanz y col., 1999). Esta actividad sobre proteinas carnicas ha
sido descrita en cepas de bacterias acido lacticas y Staphylococcus (Benito y col., 2007;
Casaburi y col., 2005; Drosinos y col., 2007; Fadda y col., 1999a, b; Martin y col.,
2007; Mauriello y col., 2002, 2004; Rodriguez y col., 1998). También algunas cepas
pertenecientes a los géneros Penicillium y Mucor poseen una actividad proteolitica
importante en embutidos (Martin y col, 2002; Trigueros y col., 1995). Ademas,
diferentes cepas de levaduras son activas frente a proteinas carnicas tanto en medios de
cultivo como en sistemas carnicos (Durd y col., 2004; Martin y col., 2000 y 2004;
Rodriguez y col., 1998).

1.3.4.2.- Cambios en los compuestos nitrogenados no proteicos

Los compuestos nitrogenados incluyen péptidos, aminoacidos y aminas, y
suponen el 1,5% del peso fresco del musculo esquelético. Estos compuestos se
incrementan segin aumenta el grado de proteolisis de la carne. Por ello, los aumentos
mas marcados se han observado en los productos sometidos a fermentacion. En

embutidos crudos curados se ha observado un aumento de la fraccion nitrogenada no
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proteica que oscila entre el 10 y el 40% del nitrogeno total, dependiendo del tipo de
embutido, siendo mas acusado su incremento en los 20 primeros dias de la maduracién
(Garcia de Fernando y Fox, 1991). Benito y col., (2005a) observaron en embutidos de
cerdo Ibérico un aumento de la fraccion nitrogenada no proteica desde niveles iniciales

de 2 mg N/materia seca hasta 5,2 mg N/materia seca a los 75 dias de maduracion.

El sabor de la carne viene determinado por compuestos hidrosolubles, entre los
gue se encuentran los aminoacidos, péptidos, nucleétidos, azlcares y acidos organicos.
Otros compuestos que estan presentes en la carne, como son los dipéptidos entre los que
destacan la carnosina (B-alanil-histidina), la anserina (B-alanil-1metilhistidina) y la
balenina (B-alanil-3metilhistidina) (Belitz y Grosch, 1997; Buscailhon y col., 1994a, b)
contribuyen al sabor amargo. Durante las primeras etapas de la maduracion de los
productos carnicos se produce un incremento tanto de péptidos de diverso tamario,
como de aminoacidos libres, debido a la hidrolisis de las proteinas (Bolumar y col.,
2001; DeMasi, y col., 1990; Diaz y col., 1993, 1996; Mateo y col., 1996; Zapelena y
col., 1997). Al principio de la maduracion predomina la formacion de fragmentos de
alto peso molecular, pero con el tiempo se van incrementando los de menor peso,
algunos de ellos asociados a sabores amargo, acido y salado (Henriksen y Stahnke,
1997).

En productos céarnicos fermentados, los aminodcidos son la fraccion mas
abundante del nitrdgeno no proteico al final de la maduracion, siendo habitualmente la
tasa de éstos de 2 a 10 veces superior a los valores existentes en carne fresca. Los que
méas aumentan son la alanina, leucina, valina, serina, glicina y prolina (Diaz y col.,
1995). Aunque otros como el &cido glutdmico, histamina y tirosina se muestran
variables (Mateo y col., 1996). Los aminoacidos libres sufren diversas transformaciones
quimicas dando lugar a diferentes compuestos como aminas, cetoacidos, acidos
organicos y amoniaco, entre otros (Figura 1.7). Todos estos compuestos afectan a las
caracteristicas sensoriales de los alimentos, y algunos de ellos de manera no deseable
(Ventanas y col., 1992).

Las rutas de formacion de estos compuestos en los productos carnicos son la
descarboxilacion, la desaminacién oxidativa, la transaminacion y las reacciones de
Maillard (Ordofiez y col., 1999; Talon y col., 2002).
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Figura 1.7. Reacciones de transformacion de los aminoacidos (Adaptada de Benito, 2002a).

La decarboxilacion de los aminoacidos origina aminas, que son bases organicas
de baja masa molecular con actividad bioldgica, poseen estructura alifatica, aromatica o
heterociclica. En general, las aminas bidgenas mas importantes en los alimentos son
histamina, putrescina, cadaverina, tiramina, triptamina, espermina, espermidina y 2-
feniletilamina (Shalaby, 1996). Los productos carnicos fermentados pueden contener
altas cantidades de aminas debido que contienen una alta cantidad de proteinas, unido a
la actividad proteolitica que tiene lugar durante la maduracion. Especies de BAL
pertenecientes a los géneros Lactobacillus, Enterococcus, Carnobacterium,
Pediococcus, Lactococcus y Leuconostoc poseen actividad aminoécido descarboxilasa
(Bover-Cid y Holzapfel, 1999; De Llano y col., 1998; Lonvaud-Funel, 2001; Maijala y
col., 1993). Principalmente enterococos y lactobacilos se han relacionado con la
produccién de aminas bidgenas en carne y productos carnicos (Bover-Cid y col., 2001a;
Halasz y col., 1994). La presencia de concentraciones elevadas de aminas puede afectar
al sabor del producto, pero también puede constituir un riesgo para la salud del
consumidor. Un consumo excesivo de estas aminas tiene efectos toxicoldgicos,

pudiendo causar problemas nerviosos, gastricos, intestinales y de presién sanguinea
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(Suzzi y Gardini, 2003). Dado que son toxicas, debe evitarse su formacion a través de la
seleccion y utilizacion de cultivos iniciadores que no las produzcan o que las

metabolicen.

Por otro lado, la desaminacidn oxidativa de los aminoacidos produce amoniaco y
o-cetoacidos. Estos Ultimos pueden participar en la formacion de compuestos
responsables del aroma del producto ya que el a-cetoacido puede sufrir una posterior
decarboxilacién dando lugar a un aldehido. En la fraccion volatil de gran cantidad de
productos carnicos se han encontrado aldehidos ramificados que pueden formarse por
esta via a partir de aminoacidos (Andersen y Hinrichsen, 1995i; Hinrichsen y Pedersen,
1995; Martin y col., 2000; Ruiz y col., 1996).

Los aminoacidos también pueden sufrir reacciones de transaminacion, en las que
el grupo a-amino es transferido a un a-cetoacido, que en la mayor parte de los casos el
acetoglutarato, de manera que queda el correspondiente o-cetoacido analogo del
aminoéacido y el aminoacido analogo al a-cetoacido (Lehninger, 1993). Estas reacciones

estan catalizadas por enzimas conocidas como aminotransferasas o transaminasas.

Algunos aminoacidos también estan implicados en la degradacion de Strecker,
que consiste en la desaminacion oxidativa y posterior decarboxilacion de un aminoacido
en presencia de un compuesto dicarbonilo. De este modo se generan aldehidos
ramificados que, por oxidacion, pueden formar sus correspondientes alcoholes, como el
2- y 3-metilbutanol y el 2-metilpropanol, o a partir de su reduccion pueden formar
acidos, como el acido 2-metilpropanoico y el 2- y 3-metilbutirico (Garcia y col., 1991;
Ruiz y col., 1998) que influyen en el sabor y aroma del producto final (Figura 1.8 y
Tabla 1.5). Los aminoacidos azufrados, como la metionina y la cisteina, por degradacién
de Strecker generan tioderivados, metional y 2-mercaptoacetaldehido respectivamente,
ademas de sulfuro de hidrégeno y dimetil sulfuro. Este tipo de compuestos azufrados se
encuentran en todos los alimentos que contienen proteinas cuando se almacenan durante
un periodo de tiempo prolongado (Barbieri y col., 1992). Aunque gran parte de estos
compuestos parecen contribuir negativamente al flavor, algunos de ellos imparten
aromas deseables, y al tener un bajo umbral de percepcion pueden ser muy importantes
en la formacidn del flavor en productos carnicos (Edwards y col., 1999).
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Figura 1.8. Esquema de la degradacién de Strecker de un aminoacido (Ruiz y col., 1998).

Tabla 1.5. Aminoécidos implicados en la degradacion de Strecker.

Aminoécidos Aldehidos Aroma
Glicina Formaldehido Etereo
Alanina Acetaldehido Picante/fruta
Cisteina Acetaldehido Picante/fruta
Valina 2-metil-propanal Hierba/picante
Leucina 3-metil-butanal Hierba/almendra

Isoleucina 2-metil-butanal Hierba/almendra

Fenilalanina Feniletanal Miel/floral/jacinto

Acido glutamico Acido 3-oxobutirico
Metionina Metional Carne

Fuente: (Belitz y Grosch, 1997).

Ademas de la degradacion de Strecker, otra fuente importante de compuestos
volatiles en productos carnicos son las reacciones de Maillard. Estas reacciones se
producen entre aminoacidos y grupos reductores de azlcares y otros compuestos
carbonilicos, particularmente productos de la peroxidacion lipidica, e incluye
condensacion, deshidratacion y polimerizacién. Como resultado de esta compleja

reaccion se generan una gran variedad de compuestos (Ordofiez y col., 1999; Toldra,
1998).
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La naturaleza de los aminoacidos presentes tiene un efecto determinante en el
tipo y la cantidad de compuestos que se forman (Hwang y col., 1995). Los aminoacidos
basicos y los que tienen grupos hidroxilos reaccionan facilmente con los dicarbonilos,
mientras que los aminoacidos &cidos y los no polares tienen una menor reactividad. La
prolina y los aminoacidos con cadenas hidrofobicas laterales reaccionan mas lentamente
gue otros aminodacidos, mientras que el triptéfano y otros con cadenas alifaticas que
contienen alcohol, reaccionan méas rapidamente. La lisina es el aminoacido mas reactivo
en las reacciones de Maillard, ya que su grupo amino no ionizado es un potente
nucleofilo que puede catalizar la fragmentacion de azlcares que participan en la

degradacion de Strecker.

La reaccion de Maillard o de pardeamiento no enzimatico ocurre bajo
tratamiento térmico de los alimentos o durante almacenamientos prolongados a
temperatura ambiente, contribuyendo a la formacion de compuestos con aroma
(Mottram y Whitfield, 1995). Estudios realizados revelan que la velocidad de reaccién y
la naturaleza de los compuestos volatiles formados dependen de factores como pH,

contenido en agua y temperatura (Lendl, 1990).

Se ha descrito también la posibilidad de que reaccionen los productos de
degradacion de Strecker con los que se forman en la reaccion de Maillard (furfurales,
furanonas, dicarbonilos) formandose compuestos heterociclicos como pirazinas,
oxazoles, tiofenos (Whitfield, 1992). Las pirazinas también se han descrito como
productos de degradacion de Strecker, por la participacion sobre todo de las cadenas
laterales de aminoacidos como glutamina, asparragina y lisina (Hwang y col., 1994).
Otro producto de la degradacion de aminoacidos es el amoniaco que se produce en

cantidades pequefias durante la maduracién (Cérdoba y col., 1994).
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1.3.5.- PAPEL DE LA ADICION DE CULTIVOS INICIADORES
SELECCIONADOS DURANTE EL PROCESADO DE LOS
PRODUCTOS CARNICOS FERMENTADOS

Como se ha definido previamente, los cultivos iniciadores son microorganismos
gue se afladen a la carne con el fin de controlar adecuadamente el proceso de
fermentacion y maduracion de los embutidos crudos curados de forma que se consiga
estandarizar el proceso y la calidad de los productos elaborados. Los microorganismos
afadidos se instauran como flora predominante dirigiendo la fermentacion y excluyendo
a la flora indeseable, asi se reducen los riesgos higiénicos y de fabricacién por

deficiencias de origen microbiano.

Tradicionalmente, la maduracion de los embutidos dependia de la microbiota
que aportaban los ingredientes utilizados, y de la incorporada en las operaciones previas
al embutido de la masa. De este modo se confiaba en una “fermentacion natural” en la
cual las condiciones predominantes en el embutido favorecian el crecimiento selectivo
de la flora microbiana adaptada que generalmente estaba compuesta por bacterias acido
lacticas y micrococos. Una forma de asegurar que esta flora beneficiosa estuviera
presente consistia en inocular una porcion de carne fermentada previamente a la masa
fresca, con lo cual se conseguian productos de mayor consistencia y estabilidad. Esta
practica fue utilizada durante muchos afios con éxito hasta que en 1940, Jensen y
Padock investigaron la posibilidad de utilizar una cepa de Lactobacillus en la
elaboracion de embutidos crudos curados, la cual generaba una importante reduccion
del tiempo de maduracion, mejoraba las caracteristicas sensoriales e inhibia el
desarrollo de microorganismos peligrosos para la salud.

Esta experiencia desperto el interés de otros investigadores que iniciaron un
estudio méas profundo sobre los cultivos iniciadores y su aplicacion a la industria
carnica. Se establecieron dos lineas de investigacién: de un lado cientificos
norteamericanos (Deibel, 1956; Niven y col., 1954) recomendaron especialmente el
empleo de Pediococcus cerevisiae para la elaboracion de embutidos crudos curados. Por
otro lado, cientificos europeos (Niinivaara, 1955; Pohja, 1960) estudiaron la utilizacion
de cepas de micrococos estableciendo las ventajas tecnoldgicas que conllevaba su uso.

Posteriormente, Nurmi (1966) combin6 ambos tipos de microorganismos, bacterias
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acido lacticas y micrococos, en cultivos mixtos, obteniendo resultados mas
satisfactorios que cuando se empleaban independientemente. Hasta la década de los 80
los cultivos iniciadores no empezaron a ser empleados de forma comercial (Hugas y
col., 1992; Jessen, 1995; Smith y Palumbo, 1983), pero en la actualidad, el empleo de
cultivos iniciadores en la fabricacion de estos productos es una préactica habitual para
mejorar la calidad y seguridad del producto final y normalizar el proceso de produccion
(Campbell-Platt y Cook, 1995; Hugas y Monfort, 1997; Liicke, 2000; Toldra, 2006).

1.3.5.1.- Importancia del empleo de cultivos iniciadores en la elaboracion de

productos carnicos fermentados

El sector industrial del cerdo Ibérico tiene grandes problemas de normalizacién y
homogenizacion, hecho que puede hacer que aparezcan fraudes o imitaciones. Esto
propicia un alto grado de desconocimiento por parte del consumidor y por consiguiente
se produce una desconfianza en las distintas calidades de los productos. Dentro de este
sector, la industria chacinera es la que presenta mayor variabilidad de producto
terminado al no existir una estandarizacion en el proceso de produccion ni tipificacion
en el producto final. La elaboracion de embutidos con un procesado tradicional esta
poco controlada, no existiendo homogeneidad de unos lotes a otros. Durante la etapa de
secadero es dificil controlar las bacterias lacticas y otros microorganismos que pueden
crecer lo que supone, por un lado, un riesgo sanitario para el consumidor, y por otro,
una gran variabilidad del efecto proteolitico y lipolitico ya que este depende de la flora
desarrollada, con lo que es poco probable obtener lotes de productos de idénticas

caracteristicas (Benito y col., 2007; Martin y col., 2007).

En este sentido, el empleo de cultivos iniciadores en la industria carnica ofrece
una serie de ventajas al industrial y al consumidor, entre las que podemos destacar:
» Obtener embutidos mas seguros para el consumidor, de mayor calidad y de mejores
caracteristicas sensoriales.
e Conseguir productos con una mayor homogeneidad entre los lotes.
e Los productores marcarian la tipicidad de sus productos y potenciarian la

diferenciacion frente a elaboraciones foraneas.
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» La tipificacion permite a la industria extremefia incrementar su radio de ventas a

otras regiones de Esparia.

Existen tres tipos de cultivos iniciadores:

Los cultivos iniciadores comerciales que proceden de productos lacteos o
carnicos centroeuropeos, por lo que no se adaptan a las condiciones de elaboracién y de

maduracién de los embutidos.

Los cultivos iniciadores autéctonos, que se obtienen de a partir de productos
carnicos fermentados elaborados de forma artesanal y tradicional en la misma zona
donde posteriormente van a ser empleados. De este modo se consigue una mayor
adaptacion del cultivo iniciador a las condiciones de elaboracion y maduracion,

conservandose las caracteristicas sensoriales propias del producto del que se aislaron

Finalmente, los cultivos iniciadores naturales consisten en inocular la masa que
se desea fermentar con una parte de masa carnica fermentada con anterioridad. Este
sistema puede comportar ciertos riesgos porque aunque las bacterias lacticas estén
incrementadas y perfectamente adaptadas al substrato carnico, también puede ser

elevado el nimero de otras bacterias, patdgenas o alterantes no deseables.

Independientemente del tipo de cultivo, se pueden distinguir 2 grupos de
cultivos iniciadores, los cultivos iniciadores propiamente dichos, con los que se intenta
inducir cambios sensoriales deseables en el producto; y los cultivos protectores,
utilizados para inhibir la flora microbiana no deseable en los embutidos (Geisen y col.,
1992).

1.3.5.2.- Microorganismos que componen los cultivos iniciadores

Son numerosos los géneros microbianos utilizados en la composiciéon de los
cultivos iniciadores. Aunque los mas empleados pertenecen al grupo de las bacterias
acido lacticas y las micrococaceas, se ha propuesto la utilizacion de otros géneros

bacterianos como  Escherichia, Aerobacter, Alcaligenes, Achromobacter,

83



Introduccion

Flavobacterium, Pseudomonas, Vibrio y Corynebacterium (Pat4ja, 1977). También se
utilizan determinadas especies de levaduras y mohos como flora de superficie, aunque
la finalidad en este caso es fundamentalmente de aromatizacion y mejora de la
apariencia externa. Los microorganismos mas utilizados como componentes de los
cultivos iniciadores para la elaboracion de productos carnicos fermentados se recogen

en la tabla 1.6.

Tabla 1.6. Microorganismos utilizados como cultivos iniciadores en embutidos crudos curados (Hammes
y Bantleon, 1990).

Bacterias acido Lactobacillus plantarum, Lactobacillus pentosus,

lacticas Lactobacillus sake, Lactobacillus curvatus,
Pediococcus pentosaceus, Pediococcus acidilactici

Micrococaceas Staphylococcus carnosus, Staphylococcus xylosus,
Micrococcus varians

Levaduras Debaryomyces hansenii, Candida famata

Mohos Penicillium nalgiovensis, Penicilium chrysogenum

Los cultivos iniciadores comerciales deben cumplir una serie de requisitos que
son indispensables para que su aplicacién genere los beneficios esperados. Estos
requisitos se pueden agrupar en tres principios basicos: seguridad, competitividad
tecnoldgica y viabilidad economica. En lo relativo a la seguridad, los microorganismos
utilizados como iniciadores no deben poseer actividad toxica ni patdgena y las
preparaciones deben elaborarse con la maxima higiene y estar libres de cualquier tipo de
contaminante, biolégico o quimico. Con respecto a las funciones tecnoldgicas, los
microorganismos inoculados deben predominar sobre la flora espontanea de la masa
carnica y desarrollar su actividad metabdlica. Finalmente, en cuanto a los aspectos
econdmicos, el empleo del cultivo iniciador debe ser viable econmicamente y su
manipulacion facil; ademas el almacenamiento de los preparados en congelacion o
liofilizacion no debe afectar a las propiedades de la cepa ni ocasionar pérdidas de su
actividad (Buckenhskes, 1993).
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1.3.5.2.1.- Bacterias acido lacticas

Las bacterias lacticas son un grupo de microorganismos muy heterogéneo que
engloba cuatro géneros: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc y Pediococcus. Entre
ellos, los mas utilizados para la elaboracion de productos crudos curados son
Lactobacillus y Pediococcus. Los lactobacilos son el género que predomina de forma
natural en este tipo de productos, por tanto, las cepas aisladas de estos productos que se
utilizan como cultivos iniciadores estdn mejor adaptadas y se desarrollan més. Los
pediococos no suelen encontrarse como parte de la flora natural de los embutidos crudos
pero su elevada resistencia al proceso de liofilizacion les ha convertido en uno de los

géneros més utilizados en el mercado norteamericano (Hammes y Bantleon, 1990).

Las bacterias de este grupo se caracterizan porque todas son capaces de
fermentar los carbohidratos produciendo principalmente &cido lactico. Esta
fermentacion se puede realizar por dos vias, o que nos permite clasificar a estas
bacterias en homofermentativas, que producen lactato como Unico producto de la
fermentacion de la glucosa, y heterofermetativas, que producen cantidades equimolares
de lactato, etanol/acetato y didxido de carbono a partir de la glucosa (Adams y Moss,
1997).

La principal funcién tecnologica de las bacterias lacticas en los embutidos
crudos curados se basa en su capacidad para producir &cido a partir de los carbohidratos
afadidos a la masa. Los microorganismos utilizados como iniciadores son
preferiblemente homofermentativos y descomponen los azlcares obteniendo acido
lactico como unico producto final. Este acido se acumula en el medio y como
consecuencia se produce un descenso del pH que origina una serie de efectos

beneficiosos, como son:

e Contribuir a la conservacion del embutido, puesto que ayuda a seleccionar una flora
bacteriana tipica de modo que se inhibe el crecimiento de microorganismos no

deseables.
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e Participar en el desarrollo de la textura, ya que reduce la capacidad de retencion de
agua de las proteinas carnicas y de este modo favorece el proceso de desecacion.
Ademas, acelera el mecanismo de gelificacion de las proteinas miofibrilares.

e Participar en la aparicion del sabor &cido.

¢ Inhibir a bacterias psicrotrofas contaminantes y patdgenas.

e Favorecer la degradacion de los nitritos y con ello la formacion del color del curado
(Hugas y col., 1992).

Ademas de todo esto, las bacterias acido lacticas, controlan las reacciones

enzimaticas, proteoliticas y lipoliticas, que contribuyen al desarrollo del sabor y aroma.

La aptitud de una cepa para ser un buen cultivo iniciador depende del tipo de
producto que se desea fabricar y de las condiciones del procesado. Los preparados
comerciales suelen incluir algunas de las siguientes especies: L. plantarum, L. sake, L.
curvatus, P. acidilactici y P. pentosaceus. Para que puedan desarrollar su aptitud

tecnoldgica deben estar presentes en la masa carnica en un nimero superior a 10° ufc/g.

Los principales criterios que se siguen para la seleccion de la cepa iniciadora
mas adecuada dependen en gran parte del tipo de embutido que se va a fabricar y de los
atributos que se desea obtener en el producto final. Una cualidad deseable es una rapida
produccion de acido al comienzo de la fermentacion para inhibir el desarrollo de

microorganismos indeseables.

La cepa seleccionada debe ser capaz de crecer a diferentes temperaturas y
predominar durante todo el proceso de maduracion. Es conveniente que establezca
interacciones sinérgicas con otras bacterias del cultivo iniciador, en cambio, debe
presentar una accion antagénica hacia los microorganismos tecnologicamente
indeseables y los patdgenos. En este sentido, es importante seleccionar cepas que tengan
capacidad para sintetizar bacteriocinas, ya que aunque su actuacion esté limitada,
pueden participar como un elemento secundario de inhibicién junto a otros factores

como el pH, la a,, 0 la competencia por los nutrientes (Huisint Veld, 1996).
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La mayoria de los lactobacilos sintetizan perdxido de hidrogeno por la oxidacion
del lactato. Cuando es liberado a la masa carnica, el H,O, puede actuar negativamente y
ocasionar fenémenos de decoloracion y de oxidacion de las grasas. Por tanto, las cepas
seleccionadas para la industria carnica no deben producir este metabolito, o bien,

contener la enzima catalasa capaz de desdoblarlo.

Finalmente, otro aspecto tecnoldgico a tener en cuenta en la eleccion de las
cepas es su posible participacion en la formacion del aroma. Distintos autores han
defendido la importancia de la actividad lipolitica y proteolitica que pueden desarrollar

ciertas bacterias lacticas en los embutidos (Curt y col. 2002).

1.3.5.2.2.- Micrococaceae y Staphylococaceae

La mayoria de los cultivos iniciadores utilizados en productos carnicos curados
son mixtos, incorporando principalmente Micrococcus y Staphylococcus, siendo las
micrococéaceas el segundo grupo de bacterias en importancia para la constitucion de los
cultivos iniciadores. Staphylococcus se ha constituido como el género mas utilizado
debido a su capacidad para crecer y metabolizar bajo condiciones anaerobicas. A
diferencia de las bacterias lacticas estos microorganismos se caracterizan por poseer la
enzima catalasa, ser sensibles a los acidos y tolerar mejor condiciones de baja a,. En
ocasiones, la diferenciacion de micrococos Yy estafilococos es dificil ya que una Unica

enzima puede decidir el resultado de una identificacion (Weidenfeller y Fegeler, 1990).

Las especies del género Staphylococcus mas frecuentemente utilizadas como
cultivos iniciadores en los embutidos son: Staphylococcus carnosus (Jenssen, 1995;
Leistner, 1995), Staphylococcus xylosus (Bersani y col., 1991; Jenssen, 1995; Leistner,
1995) y Staphylococcus simulans (Jenssen, 1995; Rocabayera, 1992).
Tecnoldgicamente las diferencias entre estas especies son muy escasas (Lucke y
Hechelmann, 1985). Para la seleccion de micrococaceas y estafilococos, debe
garantizarse, en primer lugar, su seguridad toxicologica y posteriormente su aptitud

tecnoldgica por su actividad nitratorreductasa, proteolitica y lipolitica.
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En cuanto a los beneficios tecnologicos que reporta la utilizacion de
micrococaceas Yy estafilococos como cultivos iniciadores figura la conservacion de
productos carnicos, ya que evitan el enranciamiento, y su contribucién a la formacion y
estabilizacion del color (Licke, 1998; Montel y col., 1996). Del mismo modo, varios
autores han resefiado el papel de estos microorganismos en fendmenos proteoliticos,
lipoliticos, y en la formacion del flavor en los salchichones (Berdagué y col., 1993,
Engelvin y col., 2000; Martin y col., 2007; Tjener y col., 2004).

1.3.5.2.3.- Mohos

La inoculacion superficial de los mohos antitoxigénicos como los de la especie
Penicillum contribuyen a la calidad sensorial de los embutidos crudos curados (Bruna y
col., 2000, 2001; Garcia y col., 2001). Esta contribucion se produce por la reduccion de
agua, la oxidacion del lactato, la protedlisis y degradacion de aminoacidos, la lipolisis,
lipooxidacion y el retraso del enranciamiento (Benito y col., 2003a, 2004, 2005b;
Martin y col., 2004; Sunesen y Stahnke, 2003; Sunesen y col., 2004). Ademas, los
mohos contribuyen al atractivo general del producto final debido a su apariencia y
caracteristico color blanco grisaceo, a la estabilizacion del color a través de la actividad

de catalasa, y a la proteccién contra la luz y facil pelado de la piel del embutido.

Se han descrito algunos mohos como los que presentan mayor actividad
proteolitica en ensayos realizados sobre proteinas miofibrilares (Benito y col., 2003a;
Martin y col., 2001; Rodriguez y col., 1998). Destaca especialmente una cepa de
Penicillium chrysogenum que ha mostrado elevada actividad proteolitica sobre proteinas
miofibrilares en ensayos en carne y en lomos madurados (Benito y col., 2003a, 2005b;
Martin y col., 2002, 2004). En los ensayos realizados en lomos madurados esta mayor
actividad proteolitica se tradujo en un incremento de compuestos volatiles derivados de
aminoacidos (Benito y col., 2004, 2005b; Martin y col., 2003).

Por otra parte, Penicillium chrysogenum participa directamente en el perfil de

los compuestos volatiles disminuyendo los productos de oxidacion de acidos grasos e
incrementando otros como las pirazinas o pirroles (Martin y col., 2002). Estos cambios,
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debidos en parte a la accion antioxidante del moho, contribuyen a mejorar las

caracteristicas sensoriales del producto.

1.3.5.3.4.- Levaduras

El papel de las levaduras en la formacion del sabor en los embutidos crudos
curados, esta bien determinado. En varios estudios se ha demostrado que Debaryomyces
spp. afecta a la proteolisis (Dura y col., 2004; Martin y col., 2002; Patrignani y col.,
2007) y a la generacion de compuestos volatiles (Andrade y col., 2010; Flores y col.,
2004; Martin y col., 2000).

Por otra parte, debido al efecto fungistatico del ajo o la presencia de otros
cultivos iniciadores, las levaduras pueden morir antes de terminar el proceso de
maduracion, y no mejorar la calidad sensorial (Olesen y Stahnke, 2000). Otros autores
han puesto de manifiesto como las levaduras aisladas de productos carnicos curados,
concretamente Debaryomyces hansenii han demostrado alta actividad proteolitica
cuando se inocula en embutidos fermentados, mejorando sus caracteristicas sensoriales
(Bolumar y col., 2006; Dura y col., 2004; Flores y col., 2004; Martin y col., 20086,
Patrignani y col., 2007).

1.3.6.- PAPEL DE LAS ENZIMAS EN EL PROCESADO DE LOS
PRODUCTOS CARNICOS FERMENTADOS

El tratamiento con enzimas es uno de los métodos mas utilizados para mejorar
las caracteristicas sensoriales de la carne y los productos carnicos. Han sido utilizados
con distintos fines como ablandadores, potenciadores del sabor y aroma, y para acelerar
la maduracion de los productos curados madurados (Andersen y col., 1995; Benito y
col., 2003a, b, 2004, 2005a; Bolumar y col., 2003a, b; Engelvin y col., 2000; Fadda y
col., 2002; Sanz y Toldra, 2002).
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1.3.6.1.- Ablandamiento

La terneza de la carne es uno de los atributos mas valorados por los
consumidores. Por ello, para conseguir mayor terneza se utilizan tanto métodos fisicos
(golpear la carne, someterla a congelacion y descongelacién) como quimicos (utilizando

enzimas proteoliticos).

Gran parte de la dureza de la carne se debe al tejido conectivo, de ahi que se
hayan utilizado enzimas con actividad colagenolitica para ablandar la carne. Se han
utilizado enzimas proteoliticos con actividad colagenasa de bacterias (Foeding y Larick,
1986) y también procedentes de mamiferos como la utilizada por Phillips y col. (2000),
procedente de la placenta de bovidos. Ambos fueron propuestos como ablandadores por

su gran actividad hacia el tejido conectivo.

Ademas, diversas proteinasas microbianas y vegetales se utilizan para acelerar el
proceso de maduracion de la carne y aumentar su blandura. Las mas utilizadas son las
tiol proteinasas de origen vegetal: papaina, ficina y bromelina (Diaz y col., 1997;
Lawrie, 1998). Melendo y col. (1996) utilizaron la bromelina con el fin de intentar
mejorar la textura de embutidos curados tipo chorizo. Estos autores observaron que el
enzima producia un importante ablandamiento de la masa carnica, sobre todo durante
las primeras 48 h, que podia llegar a ser excesivo cuando la cantidad de enzima afiadido
era muy elevada. Diaz y col. (1996) estudiaron el efecto de la adicion de distintas
concentraciones de papaina en embutidos y observaron un aumento en la proteolisis y
un ablandamiento de las muestras inoculadas. Este mismo enzima junto con proteasas
de Aspergillus sp. fueron igualmente probadas en carne por Gerelt y col. (2000)
observando una importante degradacion de la estructura miofibrilar y por tanto, un

aumento de la terneza.

Pero también hay que tener en cuenta los efectos negativos del ablandamiento
por proteasas. Algunos autores han detectado ablandamientos excesivos por accion de
proteasas sobre proteinas musculares produciéndose defectos en la textura y en el sabor
(Diaz y col., 1997; Zapelena y col., 1998).
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1.3.6.2.- Aceleradores de la maduracion y potenciadores del sabor y
aroma

Como se describié anteriormente, el desarrollo del flavor y el aroma de la carne
y los productos carnicos esta relacionado con una serie de reacciones quimicas y
bioquimicas que ain no se conocen en su totalidad aunque en los Gltimos afios se ha
conseguido profundizar mas en ellas. El desarrollo de esas reacciones lleva un cierto
tiempo, pero gracias al conocimiento de algunas de ellas se puede intentar acelerarlas
y/o potenciarlas para obtener productos que proporcionen una mayor intensidad de ese

flavor y olor y disminuir el tiempo de maduracién de los productos.

La adicion de proteasas con este fin ha sido muy utilizada. En este sentido, una
proteasa de Lactobacillus paracasei subsp. paracasei NCDO 151 fue probada por Naes
y Nissen-Meyer (1992) y Naes y col. (1991, 1995). Diaz y col. (1993, 1996, 1997)
ensayaron la adicion de distintas concentraciones de pronasa E de Streptomyces griseus,
aspartil proteinasa de Aspergillus oryzae y papaina. Sandtorv y col. (1995) y Hagen y
col. (1996) estudiaron el efecto de una proteasa de Bacillus licheniformis en embutidos
fermentados. Zapelena y col. (1997) estudiaron el efecto de la adicion de una
metaloproteinasa de Bacillus subtilis (Neutrasa) junto con un cultivo iniciador mixto (L.

plantarum y S. carnosus) en embutidos tipo chorizo.

En todos los experimentos se produjo una mayor degradacion de las proteinas
carnicas y, debido a ello, una mayor acumulacion de péptidos y de aminoéacidos libres.
De este modo, se produjeron cambios quimicos importantes en las distintas fracciones
nitrogenadas (nitrégeno no proteico, nitrégeno basico volatil, aminoacidos libres y
aminas). Sin embargo, no se obtuvieron diferencias significativas en las propiedades
sensoriales, salvo en los casos en los que se afiadian cantidades muy elevadas de
enzimas, en los que se apreciaba un ablandamiento excesivo (Diaz y col., 1997;

Zapelena y col., 1998).

Zapelena y col. (1999) detectaron ligeras mejoras sensoriales después de la
adicion a embutidos de una proteasa fungica de Aspergillus oryzae sola y en
combinacion con un cultivo iniciador mixto (L. plantarum y S. carnosus). Por otro lado,

Bruna (2000) afirman que el uso de la pronasa E sobre la carne también produce una
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serie de cambios quimicos como el aumento de aminoacidos libres, aminas bidgenas y
amoniaco, ademas de cambios en la textura del producto, pero cuando se afiade junto
con un extracto intracelular de Penicillium aurantiogriseum se generan una gran

cantidad de compuestos volatiles responsables de aroma de estos productos.

Finalmente, la utilizacion de una proteasa extraida del moho Penicillium
chrysogenum aislado de jamén curado, denominada EPg222 (actualmente patentada por
la Universidad de Extremadura), ha mostrado elevada actividad proteolitica sobre
proteinas miofibrilares “in-vitro” y en ensayos sobre carne y embutidos crudos-
madurados (Benito y col., 2002b, 2003a, b, 2004, 2005a; Casquete, 2011b), generando
pequefios péptidos y aminoacidos a partir de las proteinas carnicas. Este enzima ha sido
expresado en Pichia pastoris, permitiendo obtener EPg222 a gran escala (Benito y col.,
2006) para ser utilizado como aditivo en los productos carnicos.
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Obijetivos

1. Evaluar la capacidad de cepas preseleccionadas de bacterias &cido lacticas y
cocos gram + catalasa + para la produccion de compuestos nitrogenados
bioactivos durante el procesado de productos carnicos fermentados inoculados
con cultivos iniciadores autoctonos y con la enzima EPg222, de forma

combinada o por separado.

2. Estudiar las actividades funcionales in vitro presentes en los compuestos
nitrogenados generados durante el procesado de los embutidos fermentados de

cerdo ibérico.

3. Analizar el efecto de la simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro sobre
los compuestos nitrogenados presentes en los extractos peptidicos y sus

actividades funcionales.
4. Correlacionar el perfil de los compuestos nitrogenados bioactivos mayoritarios

obtenidos tras el procesado de los embutidos fermentados con las actividades

funcionales presentes en los extractos.
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Material y Métodos

111.1.- MATERIAL GENERAL

111.1.1.- Reactivos quimicos y medios de cultivo

Los reactivos utilizados para el desarrollo de la parte experimental de este
estudio han sido suministrados por las casas comerciales OXOID, PRONADISA,
ACROS, SIGMA-ALDRICH, MERCK, SCHARLAB Y PANREAC.

Los gases utilizados fueron suministrados por AIR LIQUIDE.

Los medios de cultivo, suplementos y demas productos utilizados para la
realizacion de las pruebas microbioldgicas fueron adquiridos a las casas comerciales
OXOID, MERCK, CULTIMED, PRONADISA, VIOCULT, BIOMEDIX, BIOKAR Y
SCHARLAB. Para las preparaciones de los medios se siguieron las indicaciones

prescritas por cada fabricante.

111.1.2.- Instrumental

Para las pesadas rutinarias se utiliz6 una balanza Monobloc, METTLER
TOLEDO, modelo B2002-S. Pesada maxima: 2.100 g, precision + 0,01 g. Las pesadas
de mayor precision se llevaron a cabo en una balanza METTLER TOLEDO modelo
AB54-S, de precision = 0,0001 g.

Los reactivos y medios de cultivo se prepararon en agitadores magnéticos de
SELECTA con calefacciéon, modelo AGIMATIC-E.

La esterilizacion de los medios de cultivo y reactivos, asi como del material
utilizado, se llevo a cabo en un autoclave SELECTA modelo PRESOCLAVE 75.

Las muestras, microorganismos y reactivos se conservaron en dos tipos de

congeladores verticales; uno marca ZANUSSI modelo Tropic Sistem (-20 °C) y otro

Forma Scientific a —80 °C; y en un frigorifico ZANUSSI Tropic Sistem.
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Para la realizacion de las diluciones y medida de los voliumenes se utilizaron
micropipetas BIOHIT Proline de volumenes: 0,5-10 ul; 5-50 pl; 50-200 ul, 200-1.000
ul y de 1-5 ml; y micropipetas PLURIPET KARTELL de 0,1-2 ul, 0,5-10 ul y de 2-20
ul.

Para agitar los tubos de muestras 0 microorganismos se usaron agitadores de
tubos HEIDOLPH, mod. Reax-top

Las incubaciones se realizaron en una estufa de hibridacion HYBAID modelo
Shake “n” Stack, y en estufas SELECTA mod. CONTERM 80L y CONTERM 150L,
incubador de CO, mod. NUAIRE airjacketed GH Autoflow Automatic mod. 2004, una
estufa Hotcold-M refrigerada y un incubador orbital BRAUN BIOTECH mod. IS.

Las mediciones de la actividad del agua se realizaron con un medidor
LABMASTER. A, NOVASINA.

Para la medicién del pH se utilizd6 un pHmetro de electrodo combinado, de la
marca CRISON, modelo Basic20.

En el andlisis microbioldgico, para el homogeneizado de las muestras se utilizo
un Stomacher, mod. LAB BLENDER 400.

Las siembras se llevaron a cabo en campanas de flujo laminar TELSTAR mod.
AV-100.

Los recuentos de colonias se llevaron a cabo en un contador automatico
COMECTA mod. DIGITALS.

Las muestras fueron trituradas utilizando una picadora MOULINEX vy

homogeneizadas mediante un homogeneizador de cuchillas SORVAL OMNIMIXER,
mod. 17106.
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Las centrifugaciones se llevaron a cabo en las siguientes centrifugas: centrifuga
de sobremesa MICROSPIN SORVALL modelo 24S y una centrifuga de sobremesa
refrigerada EPPENDORF, modelo 5810 R.

Para el filtrado de las muestras se utilizaron filtros GELMAN SCIENCES de 0,2
um de diametro de poro y WHATMAN N° 54,

Para la desecacion de las muestras y digestion se utilizd un bafio de arena
RAYPA BS-3920.

La medicion de la absorbancia para la determinacion del nitrgeno no proteico
asi como la del nitrogeno aminoacidico realizo en el espectrofotometro BIOMATE 3.

La ultrafiltraciéon de los extractos se llevd a cabo con membranas de
ultrafiltracion MILLIPORE PELLICON XL FILTER PXB010A50 y PXBO005A50
adaptadas a una bomba peristaltica MASTERFLEX mod. 77201-60.

Los extractos se liofilizaron con un liofilizador TELSTAR modelo 50,
CRYODOS.

Para las esterilizaciones por filtracion se utilizaron filtros MILLIPORE de 0,22

um de tamafio de poro.

Para realizar la medida de la fluorescencia de las muestras se utilizaron placas
negras de poliestireno y un lector de fluorescencia en microplacas FLUOstar OPTIMA,
BMG Labtech.

Los recuentos de esporas de moho se llevaron a cabo en camaras de Neubauer de
MARIENFELD y observadas en un microscopio BIOX 2000.

Para la medicion de la actividad antimicrobiana se utilizaron placas multipocillo
de poliprolipeno transparentes y un lector de microplacas y turbidémetro BIOSCREEN
C.
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La obtencion de agua destilada tuvo lugar con un destilador de agua USF ELGA
y un sistema de purificacion de agua Mili-Q mod. ELGASTAT UHQ Il (Millipore,
USA) para el agua desionizada.

Ademas, se utilizd diverso material de uso general de laboratorio, como

destilador de agua, matraces, vasos de precipitado, probetas, etc.

En el tratamiento estadistico de los datos se empled el programa informatico
SPSS para Windows, 22.0.

111.2.- PREPARACION DE LAS MUESTRAS

111.2.1.- Material biolégico

Para la realizacion del presente trabajo se utilizaron dos cepas de Pediococcus
acidilactici (MS198 y MS200) y una cepa de Staphylococcus vitulus (RS34) (S.
vitulinus) sinonimo de S. pulvereri (Stepanovic y col., 2005) aisladas de embutidos
crudos curados fermentados (salchichdn y chorizo) procedentes de industrias carnicas
del norte y sur de Extremadura, y elaborados mediante procesado tradicional sin la
adiccion de cultivos iniciadores (Tabla 111.1 y Tabla 111.2). Estas cepas fueron
preidentificadas y preseleccionadas por sus caracteristicas tecnoldgicas y
antimicrobianas “in vitro” por el Area de Nutricion y Bromatologia de la Escuela de
Ingenierias Agrarias de Badajoz (Casquete, 2011a; Benito y col., 2007; Martin y col.,
2007). Posteriormente, fueron identificadas y seleccionadas en base a nuevas aptitudes
tecnoldgicas (Casquete, 2011a). También se utilizo el enzima EPg222 (Patente con
nimero de publicacion 2 220 176; OFICINA ESPANOLA DE PATENTES Y
MARCAS DE ESPANA) el cual se obtuvo por sobreexpresion en Pichia pastoris
transformada con el gen de la proteasa EPg222 (Benito y col., 2006).
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Tabla I11.1. Cepas de bacterias acido lacticas preseleccionadas por sus caracteristicas tecnolégicas y antimicrobianas para este estudio (Benito y col., 2007).

PRODUCCION CRECIMIENTO ACTIVIDAD
Aminas  Acido lactico  Acido acético o . S
CEPAS 5 ay pH %NacCl T?(°C) Lipolitica Proteolitica®  Antimicrobiana
bidgenas ? (ng/mL) (ng/mL)
MS198 - 58,52 2,44 0,75-0,99 45-55 <10 4-45 + + L. monocytogenes
MS200 - 43,33 1,90 0,75-0,99 4,5-5,5 <10 4-45 + + L. monocytogenes

2.2 rango < 10ul/mL
®+:rango1 a4 mm

% de reduccion en la intensidad con respecto al control, +: rango 10 a 50 %

Tabla 111.2. Cocos Gram + Catalasa + preseleccionadas por sus caracteristicas tecnoldgicas y antimicrobianas para este estudio (Martin y col., 2007).

PRODUCCION CRECIMIENTO ACTIVIDAD
Aminas Reduccién de o g o )
CEPA N . b Ay pH Lipolisis®  Proteolisis Antimicrobiana
biogenas ? nitrato
RS34 - +++ > 0,75 >4,5 - + L. monocytogenes

a

-1 rango < 10ul/mL
b4+ ++: >85% de nitrato reductasa
C

- 1 no hidrélisis

96 de reduccion en la intensidad con respecto al control, +: rango 10 a 50 %
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111.2.2.- Métodos

111.2.2.1.- Elaboracion de embutidos y toma de muestras

Para la realizacion del presente estudio se elaboraron dos tipos de embutidos
(chorizos y salchichones) en dos industrias con procesados diferentes, tal y como se

detalla en la Tabla I11.3.

Tabla 111.3. Lotes de embutidos elaborados en el presente estudio.

Industria 1 Industria 2

Producto Chorizo Salchichoén Salchichoén
Control Control Control
P198S34 P198S34
Lotes P200S34 P200S34 P200S34
EPg222
P200S34+EPg222

111.2.2.1.1.- Industria 1: chorizos y salchichones.

Para la elaboracion de los chorizos en la industria 1 se utilizo carne de cerdo
Ibérico a la que se adiciond: 2% de NaCl, y una mezcla de pimenton, dextrina, dextrosa,
lactosa, nitrato sodico y ascorbato sédico en las cantidades y condiciones recomendadas
por el fabricante. Se adicion6 0,1 g/Kg de carne del cultivo iniciador correspondiente
compuesto por bacterias acido lacticas (BAL) y Staphylococcus, en una concentracion
de 5 x 10" ufc/Kg de carne (Tabla 111.3.). Asi, se elaboraron tres lotes de chorizos de 30

Kg cada uno.

Tabla 111.4. Lotes de chorizos elaborados en la industria 1.

P198S34 P.acidilactici MS198 + S.vitulus RS34 5 x 10’
P200S34 P.acidilactici MS200 + S.vitulus RS34 5x 10’
Control - R
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Para la elaboracion de los salchichones se utilizé carne de cerdo Ibérico a la que
se adicion0: 1 g/Kg de pimienta blanca, 1,5 g/Kg de pimienta negra, 30 gr/Kg de NaCl y
una mezcla de dextrina, dextrosa, lactosa, nitrato sédico y ascorbato sodico en las
cantidades y condiciones recomendadas por el fabricante. Se afiadi6é un cultivo iniciador
compuesto de bacterias acido lacticas y Staphylococcus, en una concentracion de 5 x
10" ufc/Kg de carne, elaborando tres lotes de salchichones de 30 Kg cada uno como se

detalla en la tabla 111.5.

Tabla I11.5. Lotes de salchichones elaborados en la industria 1.

P198S34 P.acidilactici MS198 + S.vitulus RS34 5x 10’
P200S34 P.acidilactici MS200 + S.vitulus RS34 5x 10’
Control - -

Una vez mezclados todos los componentes en la amasadora, se colocaron las
mezclas en bateas y se procedié a embutir los lotes en tripa de toscal de vacuno de
aproximadamente 6 cm de didmetro, obteniéndose unos embutidos que tenian unos
pesos medios de entre 0,8-1 Kg. Todos los embutidos fueron convenientemente
etiquetados y sellados. Posteriormente fueron colgados en palés y llevados a la camara
de maduracion donde permanecieron a 8 °C y a una humedad relativa del 75-80%
durante 3 dias. Finalmente, pasaron a bodega, donde permanecieron hasta los 63 dias
con una temperatura de 12 °C y una humedad relativa del 70%, para completar su

maduracion.

Las tomas de muestra de ambos embutidos se realizaron por triplicado a los 20,
35, 45y 65 dias de maduracion (Figura I11.1).
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20 dias 35dias 45 dias 65 dias
8°C 12°C '
75% Hr 70% Hr

Figura I11.1. Esquema del proceso de elaboracion de los embutidos en la industria 1 y tomas de
muestras realizadas.

Para cada toma de muestra se recogian chorizos y salchichones completos, por
tanto, 3 controles y 3 inoculados por cada lote (9 chorizos y 9 salchichones). Una vez
tomadas las muestras se transportaron en contenedores refrigerados hasta los laboratorios

para proceder a sus analisis en menos de 24 horas.
111.2.2.1.2.- Industria 2: ensayo con la proteasa EPg222 en salchichones

Para la realizacion de este ensayo se eligio el procesado de la industria 2, ya que

utilizaba temperaturas mas bajas y un tiempo de maduracion mas largo (90 dias).

Para la elaboracion de los salchichones se utilizé carne de cerdo Ibérico a la que
se adicioné: 1 g/Kg de pimienta blanca, 1,5 g/Kg de pimienta negra, 30 gr/Kg de NaCl y
una mezcla de dextrina, dextrosa, lactosa, nitrato sédico y ascorbato sodico en las
cantidades y condiciones recomendadas por el fabricante. Se afiadid el cultivo iniciador
compuesto de bacterias acido lacticas y Staphylococcus, en una concentracion de 5 x
10" ufc/Kg de carne y la enzima EPg222 a una concentracion de 28 mg/Kg de carne.
Con todo esto, se hicieron cinco lotes, cada uno de 30 Kg de carne, como se detalla en
la Tabla I11.6.

Tabla I11.6. Lotes de salchichones elaborados.

P200S34 P. acidilactici MS200 + S. vitulus RS34 5x 10" ufc/Kg
EPg222 Extracto de la enzima EPg222 28 mg/Kg
P200S34+EPg222  (P. acidilactici MS200 + S. vitulus RS34) + EPg222 5 x 10’ ufc/Kg + 28 mg/Kg

Control -
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Una vez mezclados todos los ingredientes en una amasadora, las mezclas se
dejaron en reposo durante 24 h, a una temperatura entre 2 y 4°C y una humedad relativa
entre 65 y 70%. Transcurrido este tiempo se procedié a embutir las mezclas en tripa
natural de unos 6 cm de diametro, obteniéndose unos embutidos con unos pesos medios

de 1,6 Kg que fueron etiquetados y sellados.

Figura 111.2. Proceso de embutido. Figura 111.3. Etiquetado y sellado de los embutidos.

Posteriormente se colocaron en palés y fueron llevados a camaras a 7°C de
temperatura y con una humedad relativa de 65-70%, permaneciendo alli hasta que
alcanzaron el grado de adecuado de maduracion (en torno a 30 dias). Finalmente
permanecieron hasta los 90 dias en bodegas a 10-12°C de temperatura y 70% de

humedad relativa para completar su maduracion.

Figura I11.4. Salchichones colgados en palés.
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Se tomaron muestras por triplicado a los 20, 40, 65 y 90 dias de maduracion
(Figura 111.5).

19 dias 40 dias 63 dias 90 dias
o Refrigeracion ' Bodega '
e 7°C 10-12°C
70% Hi 65-70% Hr 70% Hr

Figura I11.5. Esquema del proceso de elaboracién de los salchichones y tomas de muestras realizadas.

Para cada toma de muestra se recogieron salchichones completos, por tanto, 3
controles y 3 inoculados y tratados con enzima por cada lote (12 salchichones). Una vez
tomadas las muestras se transportaron en contenedores refrigerados hasta los laboratorios

para proceder a sus analisis en menos de 24 horas.

El estudio fisico-quimico y microbiologico se realizé a todas las muestras
recogidas durante el proceso de maduracion de los embutidos tanto de la industria 1

como de la industria 2 (Figuras 111.1 y I11.5).

111.2.2.2.- Andlisis Fisico-Quimicos

111.2.2.2.1.- Humedad

La humedad se determind segun el procedimiento descrito en la técnica de la
AOAC (2005). Esta técnica consiste en desecar la muestra en una estufa a 105° C hasta
obtener un peso de la misma constante. Para ello se utilizaron capsulas de porcelana que
fueron previamente desecadas a 105° C. Una vez desecadas, las capsulas se enfriaron
manteniéndolas en un desecador a temperatura ambiente para evitar que volvieran a
coger humedad y se pesaron, tras lo cual se afiadié 10 g de cada una de las muestras. A
continuacidn, las vasijas con las muestras se llevaron a la estufa a 105° C donde
permanecieron hasta que alcanzaron un peso constante (aproximadamente 24 horas).

Finalmente y antes de la pesada final, se mantuvieron en un desecador hasta alcanzar la

109



Material y Métodos

temperatura ambiente. La determinacion de la humedad se realizé por diferencia de

pesadas.

111.2.2.2.2.- Actividad de agua

La actividad de agua fue determinada mediante la utilizacién de un equipo
Novasina con control de temperatura. Las determinaciones se hicieron sobre 3 6 4 g de
cada muestra, a una temperatura de 25 °C y con un tiempo de equilibrado de 30 min.

111.2.2.2.3.- Determinacion del pH

Las medidas del pH se realizaron segun se describe en la Norma ISO 2917:1999,

introduciendo el electrodo del pHmetro calibrado en un homogenizado de 2 g de

embutido de ensayo en agua desionizada.

111.2.2.3.- Determinaciones microbioldgicas

111.2.2.3.1.- Preparacion de las muestras para el analisis microbioldgico

Se pesaron 10 g de cada muestra en una bolsa con filtro para StomacherTM
modelo 400, previamente tarada. Se afiadié un volumen de diluyente, agua de peptona al
1%, igual a nueve veces la muestra (90 ml) para obtener la dilucién 10™. Finalmente se
colocé la bolsa en el StomacherTM durante 60 segundos y, a continuacion, se
prepararon diluciones seriadas para la siembra en los medios de cultivos utilizados.

111.2.2.3.2.- Recuentos microbioldgicos

v' Bacterias acido lacticas

El recuento de las bacterias acido lacticas se realizd segin las recomendaciones
de la APHA (1976).

La siembra se realizo en placas petri estériles con el medio agar para recuento de

lactobacilos (MRS) acidificado con una solucion de acido acético al 10%. A partir de
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las diluciones decimales, se afiadié 100 pul sobre la superficie bien seca del agar MRS y
el indculo se extendié con varillas de vidrio estériles hasta quedar completamente
absorbido por el medio. Las placas se incubaron en posicién invertida a 37 °C durante

48 horas en condiciones de anaerobiosis (10% CO,).

Finalizada la incubacion, se efectud el recuento de las bacterias para lo cual se
eligieron las placas que presentaban entre 30 y 300 colonias. Para ello se utiliz6 un
contador de colonias y el recuento de bacterias obtenido se multiplico por el factor de
dilucion de la placa contada, expresandolo asi en logaritmos de unidades formadoras de

colonias por gramo (log ufc/g).

v" Cocos gram + catalasa +

Para el recuento de estafilococaceas se utilizé el medio agar Baird Parker (BP)
enriquecido con yema de huevo y telurito potasico mientras que para las micrococaceas
se empleo el medio agar manitol con sal (MSA), segun el procedimiento descrito por
Pascual y Calderdon (1999). La siembra se desarrollo del mismo modo que el detallado
anteriormente para las bacterias acido lacticas. Las placas sembradas se incubaron
invertidas durante 48 horas a 37 °C para el agar BP y a 30 °C en el caso del agar MSA.

Para el recuento de las placas se procedio igual que en el caso de las bacterias
acido lacticas, contando las colonias encontradas en las placas y multiplicando el valor
obtenido por el factor de dilucién. El resultado también se expresé en logaritmos de

unidades formadoras de colonias por gramo (log ufc/g).
La presencia de S. aureus se evidencio en el agar BP por la aparicién de colonias

de color negro azabache, brillante, convexas, de 2-3 mm de didmetro y rodeadas de un

halo de precipitacion transparente.
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111.2.2.4.- Determinacion del nitrégeno no proteico y nitrégeno

aminoacidico

Se determind el nitrogeno no proteico y el nitrégeno aminoacidico de los
embutidos elaborados en ambas industrias siguiendo los métodos desarrollados por
Johnson (1941) para el nitrégeno no proteico y por Moore y Stein (1954) para el

nitrégeno aminoacidico, ambos descrito por Cordoba (1990).

111.2.2.4.1.- Preparacion del extracto

Para la determinacion tanto del nitrégeno no proteico como del nitrogeno
aminoacidico se prepard un extracto comun (De Ketelaere y col., 1974). Para ello, se
realizO un homogeneizado de 4 g de embutido con de é&cido perclérico 0,6 N.
Seguidamente se centrifugd durante 15 min a 4000 rpm, se filtrd el sobrenadante con papel
Whatman n° 54, y se lavé el residuo con 5 ml de acido perclérico 0,6 N. El pH del filtrado
obtenido se ajustd a pH 6 con hidroxido potasico al 30%, filtrandose finalmente para

eliminar el perclorato potasico y enrasdndose a 30 ml con agua destilada.

111.2.2.4.2.- Cuantificacion del nitrégeno no proteico (NNP)

El NNP se cuantific6 mediante el método de Johnson (1941), descrito por
Cordoba (1990), que se fundamenta en la reaccion de los compuestos nitrogenados con
ioduro potésico mercurico (Reactivo de Nessler) para dar, en solucion alcalina, un

complejo de color naranja que se mide en un espectrofotometro a 490 nm.

Para su determinacidn se desecé en un bafio de arena a 120 °C un tubo de ensayo
que contenia 0,1 ml del extracto exento de proteinas preparado anteriormente. A
continuacion, se afiadié 0,2 ml de acido sulfarico concentrado y se digirio a 120 °C en
un bafo de arena, donde se mantuvo el tiempo suficiente para que la solucion fuese
transparente. Sucesivamente, se afiadieron 4,8 ml de agua destilada, 3 ml de NaOH 4 N
y 2 ml del reactivo de Nessler. Se agitd y se dejoé reaccionar durante 10 min.
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Transcurrido este tiempo se midié la absorbancia refiriendo los resultados de las
lecturas colorimétricas a una recta patron elaborada con una soluciéon de sulfato

amonico.
111.2.2.4.3.- Cuantificacion del nitrégeno aminoacidico (NA)

En primer lugar se procedio a la precipitacion de los péptidos del extracto. Para
ello, se tomaron 5 ml del extracto preparado anteriormente, como se describe en el
apartado 111.2.2.4.1., y se afiadieron 5 ml de acido sulfosalicilico al 10%. Se dejé al
menos durante 17 h en reposo a una temperatura entre 0-1 °C. Seguidamente, se ajusté a
pH 6 con NaOH 4 N vy se filtrd. Finalmente se llevo a un volumen de 25 ml con agua

destilada.

El NA se determin0 segun el método de Moore y Stein (1954), tal como describe
Cordoba (1990). Del extracto obtenido anteriormente se cogieron 0,5 ml a los que se
afiadié 1,5 ml de reactivo de ninhidrina (2 g de ninhidrina y 0,3 g de hidridantina
disueltos en 75 ml de etilenglicol monometiléter y 25 ml de tampon acetato sédico 4 N
a pH 5,5). A continuacion se agité y se mantuvo durante 20 min en un bafio de agua
hirviendo, tras lo cual se enfrié y se afiadieron 8 ml de 1-propanol al 50%. Finalmente
se midio la absorbancia, a 570 nm, tras 10 min en oscuridad para favorecer el desarrollo
del color. Para este analisis se elabor6 una recta patron con concentraciones crecientes

del aminoécido leucina.

Se calcularon el indice de proteolisis (IP) y el indice de generacion de

aminoéacidos libres (1A) con las formulas que se detallan a continuacion:

_ Nitrogeno no proteico y
Nitrogenototal

IP 100

_ Nitrogeno ami noacidico y
Nitrégeno no proteico

1A 100
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111.2.2.5.- Preparacion de los extractos peptidicos

111.2.2.5.1.- Extraccién con acido perclorico

Para la extraccion con &cido perclorico se siguié el método descrito por De
Ketelaere y col. (1974) y Bauchart y col. (2006). Se pesaron 15 g de cada embutido a
los que se afiadieron 45 ml de &cido perclérico 0,6 N. La mezcla se homogeneizd y se
centrifugd 4.000 rpm durante 15 minutos. Pasado el tiempo de centrifugado, las
muestras se filtraron con papel Whatman n° 54 y se lavé el residuo con 5 ml de acido
percldrico. Se neutralizo el pH hasta alcanzar pH 6 con hidroxido potésico al 30% y
finalmente se filtrd para eliminar el perclorato potasico formado durante la
neutralizacion. Finalmente, todas las muestras se enrasaron con agua destilada hasta

conseguir 100 ml de extracto.

111.2.2.5.2.- Ultrafiltraciéon

Una vez obtenidos los extractos se procedié a la ultrafiltracion de los mismos
para obtener los péptidos de bajo peso molecular (< de 5 kD). Para ello, se hicieron

pasar a través de membranas de ultrafiltracion de 10 y 5 kD, sucesivamente.

111.2.2.5.3.- Liofilizacion

Para asegurar una mejor conservacion de las muestras hasta su analisis estas se
liofilizaron siguiendo el modo descrito por Casquete (2011a). Para ello se introdujo 25 ml
del extracto en un balén de cristal. Se congelaron las muestras, dentro de los balones, en
finas capas, en un bafio metélico con 2-isopropanol y nieve carbonica, y seguidamente se
colocaron en el liofilizador. La realizacion de estas capas finas era importante con el fin de
conseguir que la desecacion de las muestras fuera homogénea a través de los manifoles del
liofilizador. La liofilizacion se realizé con un equipo TELSTAR mod. 50 (Figura I11.6). Se

trabajo a una temperatura de liofilizacion de -50°C y el vacio fue de 0,01 mbar.
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Figura I11.6.- Liofilizacion de las muestras

111.2.2.6.- Determinaciéon de la concentraciobn en los extractos

peptidicos

La determinacion del contenido proteico de los extractos se llevo a cabo
mediante el método colorimétrico del &cido bicinconinico (BCA). Para ello se emple6 el
ensayo comercial de diagndstico de Pierce (Rockford, IL, EE. UU.). El método consiste
en la reduccién del Cu*? a Cu™ por las proteinas y péptidos en medio alcalino (reaccion
de Biuret). La interaccién del Cu** con dos moléculas de BCA da lugar a un complejo

de color purpura que tiene un maximo de absorcion a 562 nm.

El reactivo de trabajo se prepar6 mezclando los reactivos A y B en una
proporcién 50:1. El reactivo A se componia de carbonato y bicarbonato sodico, BCA 'y
tartrato sddico en una disolucion de NaOH 0,1 M. El reactivo B era una solucién de
sulfato cuprico al 4%. Se anadieron 200 pL de esta mezcla a 20 pL de cada una de las
muestras en una placa multipocillo de polipropileno transparente. La reaccion se llevo a
cabo dejando incubar las muestras en un horno de hibridacion a 37°C durante 60
minutos. Una vez finalizada la reaccion, se midi6 la absorbancia a 570 nm en un lector
de microplacas y turbidémetro BIOSCREEN.

Para calcular la recta de calibrado, se prepararon cinco concentraciones de

seroalbumina bovina (BSA) en un intervalo de 125 a 1500 pg/ml y un blanco de agua,

que se analizaron con la metodologia anteriormente detallada.
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Para realizar los estudios de la actividades bioldgicas, se normalizaron las
concentraciones de los extractos por lo que se diluyeron los gramos necesarios para
alcanzar una concentracion de 600 ug/ml de cada extracto en 1 ml de agua desionizada

y se agitaron hasta que se rehidrataron y solubilizaron totalmente.

111.3.- ESTUDIO DE LAS ACTIVIDADES BIOLOGICAS
DE LOS EXTRACTOS

111.3.1.- Actividad antihipertensora. Inhibicion de la enzima convesora

de la angiotensina | (IECA)

La actividad inhibidora de la ECA se determind de acuerdo con el método
desarrollado por Sentandreu y Toldra (2006a, 2006b), con algunas modificaciones. Este
método se basa en la hidrolisis del sustrato o-aminobenzoilglicil-p-nitrofenilalanil-
prolina (Abz-Gly-Phe(NO,)-Pro) por la accion de la enzima ECA que da lugar al
producto fluorescente o-aminobenzoilglicina (Abz-Gly), desarrollado por Carmel y
Yaron (1978).

El sustrato Abz-Gly-Phe(NO,)-Pro (Bachem Feinchemikalien, Bubendorf,
Suiza) se prepard en un tampén de Tris 0,15 M y NaCl 1,125 M para obtener una

concentracion final de 0,45 mM de sustrato a pH 8,3 y se mantuvo a 4°C hasta su uso.

La ECA, previamente disuelta en glicerol al 50%, se diluy6 en un tampdn Tris
(tris(hidroximetil)aminometano) 0,15 M que contenia ZnCl, 0,1 uM a pH 8,3 y 0,04

U/ml de enzima.

Para llevar a cabo la reaccion se empled una placa multipocillo negra de
poliestireno, donde a cada pocillo se afiadieron 40 ul de tampon Tris para los blancos, o
de disolucion de la ECA, y se ajustd a 80 pl con agua desionizada para el blanco y el
control, o con muestra. Para tener en cuenta las interferencias de los compuestos, se
preparé un blanco para cada extracto sustituyendo el agua por muestra (blanco de

muestra).
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La reaccion enzimatica se inicio al afadir 160 pl del sustrato fluorescente que
inmediatamente se mezclé e incubd a 37°C en un fluorimetro (FLUOstar OPTIMA,
BMG Labtech, Offenburg, Alemania) (Figura I11.7). La fluorescencia generada se midid
a 30 minutos utilizando 350 y 420 nm como longitudes de onda de excitacion y

emision, respectivamente.
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Figura I11.7. Fluorimetro FLUOstar OPTIMA BMG

Se empled el software FLUOstar Control versién 1.32 R2 para procesar los

datos.

La actividad inhibitoria de cada muestra se determind por triplicado y para su

calculo se empled la formula que se detalla a continuacion.

Actividad inhibidora de la ECA (%) = ¢ ~ Fi: )~ (EM ~Fen) 100
c B

donde:

Fc: Fluorescencia emitida por el grupo o-aminobenzoil-glicina tras la accién de la ECA
sobre el substrato fluorescente o-aminobenzoil-glicil-p-nitrofenilalanil-prolina sin
inhibidor (control).

Fwm: Fluorescencia emitida por el grupo o-aminobenzoil-glicina tras la accion de la ECA
sobre el substrato fluorescente o-aminobenzoilglicil-p-nitrofenilalanil-prolina en
presencia de sustancias inhibidoras.

Fg: Fluorescencia emitida por el substrato fluorescente o-aminobenzoilglicil-p-
nitrofenilalanil-prolina (blanco).

Fem: Fluorescencia emitida por el substrato fluorescente o-aminobenzoilglicil-p-

nitrofenilalanil-prolina y la muestra (blanco de muestra).
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111.3.2.- Actividad antioxidante. Capacidad de absorcion de radicales
de oxigeno (ORAC)

La capacidad de absorcion del radical de oxigeno-fluoresceina (ORAC-FL) se
determind siguiendo el método desarrollado por Ou y col. (2001) y adaptado para un
lector de fluorescencia de placas multipocillo por Davalos y col. (2004), con algunas
modificaciones. Este método puede determinar in vitro la actividad antioxidante y se
basa en la oxidacion de la fluoresceina por los radicales peroxilos producidos in situ por
descomposicion térmica del 2,2’-azo-bis-(2-metilpropionamidina) dihidrocloruro
(AAPH). La oxidacion de la fluoresceina causa un descenso de la fluorescencia, sin
embargo, este proceso puede ser evitado o retrasado con la presencia de sustancias

antioxidantes.

La solucién de trabajo de fluoresceina se prepar6 diariamente a una
concentracion 116,7 nM a partir de una solucion madre de fluoresceina 1.166,1 uM en
tampén fosfato 75 mM (pH 7,4). EI AAPH se disolvio en el tampon fosfato hasta una

concentracion final de 46,6 mM.

Como antioxidante de referencia se utilizo el acido 6-hidroxi-2,5,7,8-
tetrametilcromano-2-carboxilico (Trolox) (analogo soluble de la vitamina E), que se
prepar6 a una concentracion de 0,1 mM en tampon fosfato (solucion madre). Este se
diluyo para obtener diferentes cantidades, de 0,2 a 1,6 nmol, y construir una curva de

calibrado de Trolox de referencia realizando el ensayo que a continuacion se detalla.

Para llevar a cabo ¢l ensayo, se mezclaron 20 pl de la muestra a distintas
concentraciones o tampoén fosfato en el caso del control y el blanco, con 120 ul de
fluoresceina en una placa multipocillo de polipropileno negra, y se dejo incubar durante
10 min a 40°C. Pasado el tiempo de incubacién se inicid la reaccion afiadiendo 60 pl de
AAPH a cada pocillo, exceptuando el control. Se determinaron 104 medidas de la
fluorescencia durante 137 minutos a 40°C en un fluorimetro FLUOstar OPTIMA (BMG

Labtech), siendo la longitud de onda de excitacion 485 nm y la de emision 520 nm.
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El software utilizado fue FLUOstar Control. Todos los analisis se llevaron a

cabo por duplicado y el ensayo se repitio al menos 2 veces.

Las medidas de fluorescencia obtenidas por la oxidacion de la fluoresceina en
funcién del tiempo se normalizaron. Para ello, se calculé el area bajo la curva (AUC) de
la muestra, del Trolox y del control (sin antioxidante) mediante la formula 1. EI AUC
neta se calculé como la diferencia entre la AUC del antioxidante (Trolox o muestra) y

del control (férmula 2).

i=104
Férmula 1: AUC =1+ ) —-

i=1 0
fo: Fluorescencia inicial medida en el ciclo 1 a tiempo 0 minutos.
fi: Fluorescencia medida en un ciclo i.
Férmula 2: AUC

= AUC — AUC

neta antioxidante control

Se construyd una recta enfrentando AUC neta (eje Y) con la cantidad de
antioxidante (eje X) y se calculd la regresion lineal. El valor final de ORAC-FL se
expresd como el cociente entre la pendiente de la recta de la muestra y la del Trolox
(umol equivalentes de Trolox/mg de proteina y pmol equivalentes de Trolox/umol de

péptido).
111.3.3.- Actividad antiproliferativa

Este ensayo se basa en la reduccion metabdlica del bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difenil tetrazol (MTT) realizada por la enzima mitocondrial
succinato deshidrogenasa dando lugar a cristales purpuras de formazan (Vistica y col.,
1991), permitiendo asi determinar la funcionalidad mitocondrial de las células tratadas

ya que la cantidad de células vivas es proporcional a la cantidad de formazan formada.

El ensayo se llevd a cabo segun Olsen y col. (2012) y para ello se utilizaron

células HT-29 de adenocarcinoma de colon humano caracterizadas por Fogh (1975).
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Estas células se crecieron en botellas con medio McCoy’s 5A que contenia 10% de FBS

y 1% de antiobidtico y se incubaron a 37°C y 5% de CO..

Cuando las células estuvieron confluentes, se tripsinizaron afiadiendo 1,6 ml de
una solucién de Tripsina-EDTA, se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 min, y se
resuspendieron en medio fresco suplementado. Las células presentes se contaron con
una cdmara de Neubauer. Tras esto, las células se sembraron en placas multipocillos en
un volumen por pocillo de 100 ul y una cantidad de 5000 células por pocillo. Las placas
se incubaron a 37°C y 5% de CO; durante 24 horas para permitir la adhesion de las

células.

Se prepararon las soluciones madre de los péptidos a las maximas
concentraciones posible en PBS 0,1M pH 7,4. Estas se diluyeron en el medio de cultivo
de las células obteniendo una concentracion final de péptidos de 5 mg/ml, intentando
que la cantidad de PBS fuera inferior al 10%. También se realiz6 un control positivo
con quercetin (200 uM), un flavonol con actividad antiproliferativa conocida sobre
células de colon, un control negativo que contenia Unicamente PBS 1X, y un control de
lisis con 10 ul de SDS al 10% y 90 ul del medio de cultivo (medio de lisis, SDS 1%).

Tanto las muestras como los controles fueron testados por triplicado.

Una vez que las celulas estuvieron adheridas a la placa, se eliminé el medio y se
cambid por medio nuevo que incluia los diferentes tratamientos. Las placas se volvieron
a incubar durante 72 h, a 37°C y 5% de CO,, reemplazando el medio cada 24 h con los
diferentes tratamientos (control negativo, control de lisis y medio conteniendo los
péptidos a 5 mg/ml). EI nimero de celulas vivas fue contado a las 12 h, 24 h, 48 hy 72
h, y para ello se se elimind el medio y se afiadieron 200 ul de DMEM sin suplementar y
50 ul de solucion MTT (5mg/ml, Sigma) libre de calcio y magnesio. Tras incubar a
37°C durante 4 h para permitir la formacion de cristales de formazan, se eliminé el
sobrenadante y se afiadieron 100 ul de DMSO para disolver los cristales de formazan.

Finalmente, se midio la absorbancia de la placa a 570 nm.
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El porcentaje de inhibicion se midid con la férmula:

(OD péptidos — OD lisis) y
(OD control negativo — OD lisis)

Inhibicion (%) =

111.3.4.- Actividad antimicrobiana frente a bacterias patogenas

El estudio de la actividad antimicrobiana se realizé de acuerdo a Ruiz-Moyano y
col. (2009). Las cepas con las que se realizo el estudio de la actividad antimicrobiana
pertenecian a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo. Se eligieron las bacterias patdgenas
Escherichia coli CECT4267, Salmonella cholerasuis CECT4395, Staphylococcus aureus
CECT976, Listeria monocytogenes CECT911 y la bacteria alterante Bacillus cereus
CECT131.

Para comenzar con el estudio, las bacterias se crecieron en caldo BHI,
recomendado para preparar el indculo para pruebas de susceptibilidad antimicrobiana. El
ensayo se realizo en placas multipocillos de poliestireno transparentes en los que se afiadio
240 pl del caldo de crecimiento estéril correspondiente a cada microorganismo a pH
6,5; 10 ul del cultivo de la cepa y 50 pl de la muestra. Para la correcta medida de la
actividad se hicieron 2 controles para cada muestra, uno positivo, por triplicado y otro

negativo, también por triplicado.

La actividad antimicrobiana se determind mediante un turbidometro automatico
Bioscreen C. La turbidimetria fue medida con un filtro de 420-580 nm a intervalos
regulares de tiempo. Las placas fueron incubadas en el Bioscreen C durante 24 horas a
30 o0 37°C, dependiendo de la temperatura 6ptima de crecimiento del microorganismo.
Las medidas de turbidez se realizaron cada 15 min, siendo agitada la placa previamente

a cada medida.

Los analisis se hicieron por triplicado y la actividad antimicrobiana se observo
comparando la cinética de crecimiento en presencia de los extractos con la cinética de
crecimiento de los controles positivos. Densidades Opticas inferiores a 100 unidades
arbitrarias de area (UAA) con respecto al control fueron consideradas como ausencia de
actividad (-), del mismo modo diferencias de 100-200 UAA se consideraron actividad
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actividad moderada (++) y diferencias superiores a 400 UAA fueron consideradas como
un fuerte capacidad antimicrobiana (+++) (Figura 111.8).

Figura 111.8. Diferencias de absorbancias para establecer el grado de inhibicion mostrado por los
extractos peptidicos seleccionados. Densidades dpticas < 100 U (-), 100-200 UAA actividad débil (+),
200- 400 UAA actividad moderada (++) y diferencias > 400 UAA capacidad antimicrobiana fuerte

(+++).

111.4.- SIMULACION DE LA DIGESTION GASTROINTESTINAL

La simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro usando una hidrélisis con
pepsina y pancreatina fue llevada a cabo segun Cing-Mars y col. (2008) y You y col.

(2010) con algunas modificaciones.

Para comenzar, las concentraciones de los extractos se ajustd a una
concentracion de 0,7% de proteina (p/v) y a continuacion se bajé a pH 2 utilizando HCI
1M, ya que la pepsina actia en medios acidos. Se afiadio la pepsina (4% w/w) (20
mg/gr proteina) y la mezcla se incub6 a 37°C durante 90 min. Transcurrido ese tiempo,
se subio el pH de las mezclas hasta pH 7,5 con NaOH 1M para inactivar la pepsina y
crear un medio adecuado para el funcionamiento de la pancreatina. Tras afiadir la

pancreatina (4% w/w), la mezcla se incub6 a 37°C durante 2 horas. Para terminar la
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digestion y desactivar la pancreatina, los tubos que contenian las mezclas se
introdujeron un agua en ebullicion durante 10 min. Finalmente, las muestras se
enfriaron hasta que alcanzaron temperatura ambiente y se centrifugaron a 5000 rpm 30

min.

Para estudiar los cambios en las actividades antihipertensora, antioxidante,
antiproliferativa y antimicrobiana de los extractos tras la simulaciéon de la digestion
gastrointestinal in vitro, dichas actividades fueron comprobadas de nuevo en todas las

muestras.

111.5.- CARACTERIZACION DEL HIDROLIZADO MEDIANTE
CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION
ACOPLADA A ESPECTOMETRIA DE MASAS (HPLC-ESI-MS)

La caracterizacion de los péptidos presentes en los hidrolizados se llevo a cabo
mediante un sistema HPLC 1100 HP Agilent (Agilent Technologies, Waldbron,
Alemania) conectado on-line a una trampa de iones Esquire-LC (Bruker Daltonik,
Bremen, Germany) con las condiciones descritas por Gémez-Ruiz y col. (2008). Se
inyectaron 10 ul del extracto en una columna C18 Zorbax 300SB, de dimensiones 2.1 x
150mm, 5 um (Agilent Technologies A/S). Las fases moviles A 'y B empleadas fueron
mezclas de agua: 4&cido trifluoroacético (TFA) 1000:0,37 y acetonitrilo: acido
trifluoroacético 1000:0,27, respectivamente. Los péptidos fueron diluidos utilizando un
gradiente lineal del 0 al 45% del solvente B en 60 minutos, y del 45 al 70% en 5

minutos mas, con un flujo de 0,8 ml/minuto.

El analisis de las masas se realizd mediante espectrometria de masas (MS) en un
equipo de simple cuadrupolo. El voltaje capilar se mantuvo a 4000 V, la presion del
nebulizador a 40 psi y la temperatura y flujo del gas de secado fueron de 320°C y 10
I/minuto, respectivamente. Se empled el fragmentador de 40 V. El intervalo de
adquisicion (m/z) fue de 100 hasta 1500 uma. La adquisicion y el analisis de los datos
se realizd mediante el programa Agilent Techonologies ChemStation (version B.04.03
[16]; Hewlett Packard).
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111.6.- ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Las diferencias significativas y los grupos homogéneos de medias se
establecieron mediante un analisis de varianza (ANOVA) siguiendo los procedimientos
de una via. Cuando el efecto de la interaccion es significativo (P<0,05) se procedio a la
realizacion de un test de comparacion de medias por el método TUKEY que determina
la diferencia minima entre las medias de cada grupo para que ésta sea estadisticamente
significativa. Las relaciones entre las actividades funcionales encontradas en los
extractos y los compuestos nitrogenados detectados al final del procesado de los
embutidos elaborados fueron estimadas mediante el analisis de componentes principales
(PCA).

124






IV.- RESULTADOS







IV.1.- Influence of starter cultures on the generation of antioxidant
nitrogen compounds in Iberian dry-fermented sausages.
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The purpose of this work was to investigate the influence of a starter culture on the generation of nitro-
gen compounds with antioxidant activity during the ripening of Iberian dry-fermented sausages. Starters
P200S34 (P. acidilactici M200 and S. vitulus RS34) and P198S34 (P. acidilactici MS198 and S. vitulus
RS34) were used to make the Iberian dry-fermented sausages ‘salchichdén’ and chorizo; then, the physico-
chemical and microbial properties were determined during the ripening process. The oxygen radical absor-
bance capacity (ORAC) assay was employed to evaluate the antioxidant potential of the nitrogen extracts
obtained during ripening of the sausages. This activity was correlated with the most relevant compounds
detected by HPLC-ESI-MS in the final ripened extracts. Although a relevant part of the antioxidant activ-
ity was attributed to the predominant natural nitrogen fraction, the microbial population found in fer-
mented sausages and the fermentation conditions significantly influenced the low molecular weight
nitrogen profile and antioxidant activities. Inoculation with the starter culture P200S34 increased free
amino acids and amines, such as methionine and tyramine, but other nitrogen compounds also increased
the antioxidant activity of the low molecular weight nitrogen extracts. Thus, these starter cultures in
Iberian sausages can contribute to delaying oxidative changes during storage.

Antioxidant activity, dry-fermented sausages, low molecular weight nitrogen compounds, oxygen radical absorbance capacity,
starter cultures.
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Introduction

Iberian dry-cured sausages are high-value products
obtained from autochthonous Iberian pigs and repre-
sent an important part of the cured meat products
produced in Spain. Their manufacture is based on the
growth of fermentative micro-organisms; Gram-posi-
tive catalase-positive cocci (GPCP) and lactic acid bac-
teria are the commonly most used starter cultures in
the processing of these meat products (Benito ef al.,
2007; Martin et al., 2007). Several authors have
reported the role of the micro-organisms in proteoly-
sis, lipolysis and the formation of flavour in sausages
(Berdagué et al., 1993; Engelvin et al., 2000; Stahnke
B er al., 2002; Olesen et al., 2004; Tijener et al., 2004).
Proteolytic activity in dry-fermented sausages has been
described for strains of lactic acid bacteria (LAB) and
even more strongly for staphylococci (Casaburi et al.,
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doi:10.1111/ijfs. 12978
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acids from the degradation of protein fragments.

Apart from taste or flavour characteristics, little is
known about the effect that small peptides from pro-
teic products exert on human health and food preser-
vation as antioxidant agents. The antioxidant
capacities of many active peptides from vegetable pro-
tein hydrolysates, such as soya, walnut, rapeseed,
chickpea and cereals protein, have been assessed (Chen
et al., 1996, 2012; Zhu et al., 2006; Zhang et al., 2009,
2011). Sanlidere Aloglu & Oner (2011) obtained pep-
tide fractions with high antioxidant activity from
yogurt. Likewise, several authors observed good
antioxidative activity in various assays from fish and
egg white hydrolysates (Ddvalos et al., 2004; You
et al., 2010; Sampath Kumar et al., 2012).

In meat products, peptide fractions from dry-cured
ham exhibit in vivo superoxide ion extinguishing ability
(Escudero et al., 2012). However, the great accumula-
tion of small peptides and free amino acids at the end
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of dry-curing of hams is due to endogenous enzymes
(Mora et al., 2009). Although in dry-fermented sau-
sages, the endogenous enzymes are primarily responsi-
ble for protein degradation, the bacterial proteases
and peptidases contribute significantly to the initial
breakdown of myofibrillar proteins and the release of
small peptides and amino acids (Molly et al., 1997,
Hughes et al., 2002). Good antioxidant activity has
been observed for peptide fractions extracted from
dry-fermented sausages (Sun et al., 2009; Broncano
et al., 2012). The generation of peptides with antioxi-
dant activity is inherent to the protease specificity and
to the hydrolysis conditions (Hernandez-Ledesma
Bl et al., 2005). In this sense, there is little information
about the role of autochthonous starter cultures and
manufacturing conditions on the generation of bioac-
tive peptides during the processing of fermented meat
products. As Iberian dry-cured sausages are produced
to have a high percentage of fat and a long period of
ripening (3 months), they are appropriate meat prod-
ucts to evaluate the contribution of inoculated micro-
organisms to the antioxidant ability of the non-protein
nitrogen components.

Currently, one of the most widely used antioxidant
assays for food samples and peptidic extracts is the
oxygen radical absorbance capacity (ORAC) assay, as
it combines both inhibition percentage and inhibition
time of the reactive species by antioxidants into a sin-
gle quantity (Cao et al., 1995; Stockham et al., 2011).
This assay has been used for determining the antioxi-
dant capacity of peptides from egg white protein ovo-
transferrin and peptide interactions with
phytochemicals derived from different teas (Huang
et al., 2012).

The objective of this work was to study the effect of
the starter culture on the antioxidant activity of peptic
extracts obtained from two different Iberian fermented
sausages.

Material and methods

Starter culture preparation

The association between two strains of Pediococcus
acidilactici (MS198 and MS200) and one of Staphylo-
coccus vitulus (RS34) was chosen to form starter cul-
tures: starter P200S34, which contained P. acidilactici
M200 and S. vitulus RS34, and starter P198S34, which
contained P. acidilactici MS198 and S. vitulus RS34
(Benito et al., 2007, 2008a,b; Martin et al., 2007).

The P. acidilactici strains were cultured in Man—
Rogosa—Sharpe broth (MRS) (Oxoid, Basingstoke,
UK) at 37 °C for 24 h under anaerobic conditions,
and S. vitulus, in brain heart infusion broth (BHI)
(Oxoid) at 37 °C for 24 h. The cultures were inocu-
lated under the same conditions in flasks with nutrient
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broth plus 5% NaCl and 10% mannitol (Scharlau
Chemie S.A., Barcelona, Spain) which has been shown
to be protective during drying. The flasks were mixed
until the cell concentration reached 10'> CFU mL .
Then, cells were harvested under aseptic conditions by
centrifugation (6000 g for 10 min) at room tempera-
ture. The obtained cell pastes were washed once with
2.5% sucrose solution, re-centrifuged and concentrated
to 10'> CFU mL ! in 2.5% sucrose solution. The cells
were quick-frozen by immersion in a dry ice/iso-
propanol bath prior to lyophilisation, and then lyophi-
lised at low temperatures (—46/—52 °C) and pressures
(0.17/0.22 mbar) in a Cryodos-50 freeze drier (Telstar,
Barcelona, Spain). The dried starter cultures were store
in vacuum-sealed bags at —80 °C until use. Before use,
Iyophilised starters were analysed for total viable cell
counts (TVC), determined by the standard dilution
methods on MRS and BHI agar (Oxoid) after incuba-
tion at 37 °C for 48 h. Powders with a TVC of more
than 10" CFU g~' were used in the dry-fermented
sausages.

Preparation of dry-fermented sausages

Iberian dry-fermented sausages, that is ‘salchichéon’
and chorizo, were produced in the same factory. The
‘salchichon’ mixtures were prepared using 95.5% Ibe-
rian pork; 2% NaCl; 1-1.5 g kg~ white pepper;
1.7 g kg~ black pepper; and a commercial mixture of
spices and additives (SALAVI, Anvisa, Arganda del
Rey, Madrid, Spain) specially prepared for this type of
meat product which contains dextrin, dextrose, lactose,
sodium nitrate and sodium ascorbate. The ‘chorizo’
mixtures were prepared using 95.5% Iberian pork; 2%
NaCl; and a mixture of Spanish paprika, dextrin, dex-
trose, lactose, sodium nitrite and sodium ascorbate
sold as CHORAVI from Anvisa at the concentrations
recommended by the manufacturer. The casing used
for both Iberian dry-fermented sausages was natural
gut which diameter was 50 mm approximately.

The starter cultures, that is P. acidilactici MS198
plus S. vitulus RS34, denominated P198S34, and
P. acidilactici MS200 plus S. vitulus RS34, denomi-
nated P200S34, were added to two different batches of
50 kg of meat mixture. Lyophilised starter (0.1 g kg ™'
of the mixture) was added to obtain an initial popula-
tion of 5 x 10’ CFU g~ '. In the fermentation trials,
three batches (60 sausages per each batch) were pre-
pared: (i) control without starter culture, (ii) starter
culture P198S34 and (iii) starter culture P200S34. The
ripening process conditions (temperature and moisture)
were from 0 to 3 days 8° C and 75% relative humidity
and from 3 to 65 days 12 °C and 70% relative humid-
ity. For sampling, threes sausages of each batch were
taken at different time points (15, 35 and 65 days of
incubation), and each analysis was done in triplicate.
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Physicochemical analysis

The pH was measured using a Crison model 2002 pH
meter (Crison Instrument, Barcelona, Spain). The
moisture content of the dry-fermented sausages was
determined by dehydration at 100 °C to a constant
weight by the ISO recommended method (ISO, 1973).
Water activity (4,,) was determined using an FA-St/1
apparatus form GBX (France Scientific Instrument).
Nonprotein nitrogen (NPN) was determined by the
Nessler method using 4 g of sample after protein pre-
cipitation with 0.6 M perchloric acid (Benito et al.,
2005).

Microbial analysis

To investigate the presence of strains inoculated at
high levels in the sausages, samples were taken at
the time points described above. The Staphylococcus
count was determined in mannitol salt agar (MSA)
at 30 °C, and lactic acid bacteria were grown in
Man-Rogosa—Sharpe agar (MRS) (Oxoid) at 37 °C
and with the pH adjusted at 5.6 for 24 h under
anaerobic conditions. To investigate the presence of
strains inoculated at high levels in the sausages, ten
colonies from the plates with the highest dilutions
were isolated in 5 mL of MRS or MSA broth to
collect strains. Then, the DNA was obtained, and
16S rRNA gene sequence analysis was done as
described by Benito et al. (2008a,b). Sequences were
compared with the EMBL and GenBank database
using the BLAST algorithm. The identities of the
isolates were determined on the basis of the highest
score.

Preparation of peptide extracts

The nitrogen compounds were extracted according to
De Ketelaere et al. (1974) and Bauchard et al. (2006).
Fifteen grams of the sample was homogenised in
0.6 N perchloric acid with an Omni mixer homogeni-
ser. The homogenate was centrifuged at 2000 g for
15 min. The soluble fraction located between the
upper layer and the precipitate was filtered through
Whatman No. 54 filter paper. The pH was neutralised
to pH 6 with 30% KOH. To eliminate the potassium
perchlorate that formed during neutralisation, extracts
were filtered again. Finally, extracts were ultrafiltered
through hydrophilic 10 kDa and 5 kDa cut-off mem-
branes (Pellicon XL, Millipore Corporation, Billerica,
MA, USA).

The protein content of the 5 kDa permeate extracts
was determined by a colorimetric method based on
bicinchoninic acid (BCA) (Pierce, Rockford, IL,
USA), using bovine serum albumin as the standard
protein.

© 2015 Institute of Food Science and Technology

Antioxidant effect of sausage starter cultures M. Fernandez et al.

Assessment of antioxidant activity

The oxygen radical absorbance capacity (ORAC) assay
was employed to evaluate the antioxidant potential of
our peptides extracts as indicated by Ou et al. (2001),
with some modifications (Davalos et al., 2004). The
automated ORAC assay was performed in black poly-
styrene  96-well microplates (Porvair, Leatherhead,
UK) using a FLUOstar OPTIMA plate reader (BMG
Labtech, Offenburg, Germany) with fluorescence filters
for an excitation wavelength of 485 nm and an emis-
sion wavelength of 520 nm. The equipment was con-
trolled by the FLUOstar Control software version
(1.32 R2) for fluorescence measurement. A fluorescein
stock solution (116.7 nm) in 75 mm phosphate buffer
(pH 7.4) was stored in complete darkness at 4 °C for
4 weeks. The fluorescein working solution, as well as
AAPH and the Trolox solution, was prepared daily in
PBS. Peptide samples (20 pL, at different concentra-
tions) and fluorescein working solutions (120 pL,
116.7 nm) were placed in each well of the microplate.
The mixture was preincubated for 10 min at 37 °C.
AAPH solution (60 puL, 46.6 mm) was added rapidly
with a multichannel pipette. The microplate was imme-
diately placed in the reader and the fluorescence
recorded every minute for 104 min (104 cycles). The
microplate was automatically shaken prior to each
reading. A blank (FL plus AAPH), using PBS instead
of the peptide extract, was also carried out in each
assay, and the calibration solutions were also mea-
sured using the Trolox standard (0.2-1.6 nmol). All
reaction mixtures were prepared in duplicate, and at
least two independent runs were performed for each
sample.

Fluorescence measurements were normalised to the
curve of the blank. From the normalised curve, the
area under the fluorescence decay curve (AUC) was
calculated as follows:

F lal: AUC =1 Sl
rmula | : = =
ormula + Z :

i=1

where fy is the initial fluorescence read at 0 min and f;
is the fluorescence read at time i. The net AUC corre-
sponding to a sample was calculated by subtracting
the AUC corresponding to the blank. Regression
between net AUC and Trolox standard were calcu-
lated, and the ORAC values of samples were expressed
as umol Trolox equivalents per mg protein, as pro-
posed elsewhere (Hernandez-Ledesma et al., 2005).

HLPC-ESI-MS analysis of the extracts

The nitrogen compounds in the extracts were analysed
by HLPC-ESI-MS according to Goémez-Ruiz et al.
(2008) on an Agilent series 1100 apparatus (Agilent
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Technologies, Palo Alto, CA, USA). A Supelcosil
LC-18 column (SUPELCO, Bellafonte, USA) was used
with mobile phases (A) a mixture of water—trifluo-
roacetic acid (1000:0.37, v/v) and (B) acetonitrile—triflu-
oroacetic acid (1000:0.27, v/v) in a gradient of solvent B
in A increasing from 0 to 45% in 60 min, and from 45
to 70% in 5 min at a flow rate of 0.8 mL min~"'. Nitro-
gen compounds were identified on an Agilent 6100
Series Single Quad LC/MS (Agilent Technologies)
equipped with a multimode source in electrospray
ionisation mode, according to their retention time and
[@ mass spectrum. Standards of biogenic amines (his-
tamine, putrescine, cadaverine, tyramine, tryptamine,
2-phenylethylamine, spermine and spermidine), amino
acids (alanine, arginine, aspartic acid, cystine, glutamic
acid, glycine, histidine, isoleucine, leucine, lysine,
methionine, phenylalanine, proline, serine, threonine,
tyrosine, valine and taurine) and carnitine (Sigma-—
Aldrich Quimica S.A., Madrid, Spain) were used. The
other nitrogen compounds detected were tentatively
identified by their mass spectra.

Statistical analysis

Statistical analysis of the data was carried out using
SPSS for Windows, 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL,
USA). Physicochemical parameters, microbial counts
and antioxidant activity were studied by variance
mixed ANova. This analysis allowed to compare the
mean differences between groups that have been split
on two dependent factors where the within-subjects
factor was ‘processing day’ and the between-subject
factor was ‘batch’. Mean values were analysed by
Tukey’s honestly significant difference (HSD) test
(P <£0.05). The relationships among the antioxidant
activity and the nitrogen compounds detected at the
end of the processing of the meat-fermented sausages
studied were evaluated by principal component analy-
sis (PCA).

Results and discussion

Physicochemical and microbial parameters

The physicochemical values of the two Iberian dry-
cured sausages during the ripening processes are
shown in Table 1. There were no relevant differences
in the evolution of moisture between the control
batches of the two sausages studied. This parameter
was not clearly affected by the starter cultures, with
similar mean values among inoculated batches and the
control batch for ‘salchichén’ and ‘chorizo’ during
ripening. Only at 15 days of ripening, the batch of
‘salchichon’ inoculated with P200S34 showed higher
values than the other batches (Table 1). The evolution
of a,, was associated with moisture loss with final val-
ues of less than 0.85 in all the batches (data not
shown). The final pH values ranged from 5.1 to 5.8
for ‘salchichén’ and from 5.8 to 5.9 for ‘chorizo’
(Table 1). Similar pH levels have been reported for
sausages with no initial fermentation period at high
temperatures and with long ripening times, including
Iberian dry-fermented sausages (Fista e al., 2004;
Mauriello et al., 2004; Martin et al., 2007; Spaziani
et al., 2009). The evolution of pH did not show differ-
ences among the batches of both meat products,
except for samples of ‘salchichon’ inoculated with star-
ter culture P200S34. This batch showed pH values sig-
nificantly lower than the control batch throughout
ripening, suggesting an optimal adaptation of strain
P. acidilactici MS200 to the processing of ‘salchichén’.

The mean values of NPN in the initial stage were
4.33 and 5.87 mg N g~ ! for control batches of ‘sal-
chichén’ and chorizo, respectively (Fig. 1). According
to Benito et al. (2005), who observed slightly changes
in these compounds in ‘salchichdn’ in the last stages of
ripening period, we observed few differences in control
batch of ‘chorizo’ samples, which were associated with
a notable increase in NPN in the samples after 35 days

Table 1 Physicochemical parameters and microbial counts during the processing of Iberian dry-fermented sausages

Physicochemical parameters*

Microbial counts (log CFU g ")*

Moisture (%) pH LAB GPCPC
Meat product
Stage Control P198S34 P200S34 Control P198S34 P200S34 Control P198S34 P200S34 Control P198S34 P200S34
Salchichén
S1(15 days) 36.4>7  36.7° 44.6° 5.6° 5.52 5.0° 8.5° 8.3° 9.0° 5.3 5.8%P 5.6
S2 (35 days) 29.6%°  35.1%P 34.8°P 5.5° 5.5 4.9° 7.7° 7.7° 8.5° 5.3 5.5%P 5.5
S3 (65 days) 21.22 23.8° 26.42 5.8%P 5,73 5.1° 7.2° 7.32b 7.28b 5.0 4.1° 4.7
Chorizo
S1 (15 days)  43.0°° 40.0°° 42.4°° 5.8%P 5.9° 5.8° 6.12 7.4% 8.1° 5.7 6.4° 6.6
S2 (35 days) 27.5%°  23.7° 23.7° 5.92P 6.0° 5.9° 6.0° 7.2k 7.3%F 5.6 5.7%P 6.6
S3 (65 days) 25.3° 21.92 20.22 5.8%P 5.9° 5.9° 5.82 7.12b 7.28b 5.4 5.5%P 6.5

*Mean values correspond to the analysis of three sausages, and each analysis was done in triplicate.
For a given parameter or count, values with different lowercase are significantly different (P < 0.05).
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of ripening and a tendency to decrease at the end of
the processing. On the other hand, no significant effect
of the starter culture was observed on the evolution of
NPN in both products. Thus, at the end of ripening,
the NPN values ran%ed from 2.97 to 4.17 mg g~ ' and
393 to 470 mg g for ‘salchichén’ and ‘chorizo’,
respectively.

The counts of LAB and GPCPC in the mass (before
stuffing the sausage) were 3 log cfu g~ ' higher in the
inoculated batches for both microbial groups (data not
shown). In the control batches, the counts increased
during the first 15 days of processing from the initial
values (around 4 and 3 log cfu g ! for LAB and
GPCPC, respectively). The microbial values during
ripening showed LAB counts greater than 7 log
cfu g~ at the end of ripening in all batches, except for
the control batch of chorizo, which remained lower
than 6 log cfu g~' (Table 1). In the stage 1 (15 days),
the batches inoculated with starter P200S34 showed
higher counts, confirming its excellent adaptation to
the studied meat products. The 16S rRNA gene
sequence analysis indicated the presence of P. acidilactici
MS198 and P. acidilactici MS200 among the predomi-
nant LAB in each inoculated batches until the end of
processing. These levels of LAB were similar to those
found in other fermented sausages (Gonzédlez & Diez,
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2002; Ambrosiadis et al., 2004). With respect to
GPCPC, the 16S rRNA gene sequence analysis showed
the presence of S. vitulus RS34 in the inoculated
batches of both studied sausages. In the stages 2, and
at the final stage (3), GPCPC counts were above 5.4
log cfug' in all batches except for ‘salchichén’
(Table 1). The final numbers in both fermented meat
products (4.14-6.52 log cfu g=') were similar to the
ranges usually reported for other traditional Mediter-
ranean sausages (Mauriello et al., 2004 and Drosinos
et al., 2005).
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Antioxidant activity of extracts

In general, the antioxidant activity of extracts
increased during ripening in salchichon, probably due
to extensive enzymatic degradation of proteins and
polypeptides, releasing free amino acids and new small
peptides with antioxidant activity. At the end of pro-
cessing, the mean ORAC-FL values found in the
extracts of whole ‘salchichén’ were 1.35 umol of Tro-
lox equivalents mg~' of peptide extract (Fig. 2). These
values were higher than those found for ‘chorizo’ sam-
ples in the final products, which showed a mean value
of 0.63 umol of Trolox equivalent/mg of peptide
extract without significant differences throughout pro-
cessing (Fig. 2a).

The evolution of ORAC values in the two inocu-
lated batches with respect to the control showed dif-
ferences depending on the meat product (Fig. 2b.c).
The samples inoculated with the well-adapted starter
culture P200S34 in ‘salchichén’ showed, in general,

Table 2 Nitrogen compounds detected by HPLC-ESI-MS in extracts

significantly higher ORAC values with respect to the
control batch, suggesting additional antioxidant pep-
tide generation by these strains under the studied
processing conditions. At the end of ripening, the
mean ORAC values for this batch were 1.84 pumol
of Trolox equivalent mg ' of peptide extract,
0.81 pmol higher than the control batch. In this
case, the starter cultures could contribute to sausage
preservation as lipid oxidation is the main cause of
deterioration of ‘salchichon’ quality, leading to ran-
cidity and shortening of shelf life. On the contrary,
for chorizo, the mean ORAC values of inoculated
samples did not show differences or were lower than
the control batch (Fig. 2¢). At the end of ripening,
no significant differences were found between inocu-
lated and control batches, suggesting a scarce or
minor effect of the starter cultures on antioxidant
peptide generation in comparison with autochtho-
nous micro-organisms present in the control batch of
this product.

of ‘chorizo” and ‘salchichon’ batches at the end of the ripening process

Salchichén® Chorizo®
Rt Cd* Compound ID" m/Z Mass fragments Min Max Mean SD Min Max Mean SD
Natural compounds 48.57 59.00
1.9 N1 Taurine a 126.1 109.1; 126.1 <1 0.82 1.91 1.37 0.41
2.37 N2 Carnosine b 2271 227.1;210.1 5.33 12.70 7.97 2.64 4.81 14.09 9.45 3.18
2.49 N3 Anserine b 2411 241.1;170.1 1.43 3.60 2.35 0.60 1.20 3.78 225 0.84
2.54 N4 Carnitine a 162.1 162.1 5.21 9.14 6.51 1.08 0.57 2.23 1.38 0.47
2.8 N5 Creatine b 132.1 132.1; 115.1 13.44 27.41 18.42 454 16.10 39.67 20.33 7.38
2.81 N6 Creatinine b 114.1 114.1 9.21 20.04 13.32 3.39 16.21 37.31 24.22 6.62
Amino acids and amines 15.55 17.49
2.17 A1 Lysine a 147.1 130.1; 147.1 2.61 6.53 4.73 1.22 1.27 3.76 2.47 0.82
2.56 A2 Proline a 116.1 116.1 6.11 10.39 8.13 1.57 3.83 6.46 4.57 0.82
6.29 A3 Methionine a 150.1  133; 150.1 <1 0.59 2.21 135 0.55
14.1 A4 Isoleucine a 132.1 132.1 <1 0.49 1.99 1.21 0.54
15.24 A5 Leucine a 132.1 132.1 0.62 2.12 1.2 0.58 1.25 4.24 2.93 0.95
16.31 A6 Tyramine a 1211 121.1-138.1 0.54 2.07 150 0.49 2.42 5.76 3.97 1.26
31.09 A7 Phenylalanine a 166.1 120.1-166.1 <1 0.00 2.04 0.99 0.83
Presumed peptides and other 37.57 25.64
compounds
2.1 P1 Compound 1 c 190.9  190.9; 380.9; 478.9; 614.9; 750.9 3.41 6.22 4.44 081 2.69 7.28 3.50 1.43
2.15 P2 Compound 2 c 118.1 118.1; 203.1 3.85 7.77 5.61 1.17 7.07 12.75 10.34 2.24
2.23 P3 Compound 3 c 365.1 365.1 2.19 3.65 2.77 051 0.89 4.09 1.51 1.02
3.16 P4 Compound 4 c 146.1 146.1 1.74 3.13 2.24 0.52 <1
3.36 P5 Compound 5 c 2771 227.1; 407.1; 504.1 1.15 3.15 192 0.52 <1
4.7 P6 Compound 6 c 124.1 124.1 6.55 9.49 7.82 0.84 <1
5.63 P7 Compound 7 c 159.1  159;1295.1 4.38 6.47 5.16  0.70 2.79 6.90 3.92 1.20
5.93 P8 Compound 8 c 1371 137.1 2.61 7.75 4.85 1.47 4.91 9.57 6.37 1.46
7.28 P9 Compound 9 c 205.1 204.1 1.63 3.34 277 0.48 <1

*Code used in PCA.

fldentification levels: a: standard; b: database mass bank (http://www.massbank.jp); c: unidentified compound.

*The most abundant fragment ions.

SValues expressed in percentage of the main fragment ions of the nitrogen compounds detected.
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Low molecular weight nitrogen compounds and their
influence on antioxidant activity

The analysis of the low molecular weight nitrogen
compounds of different batches at the final ripening
stage allowed detection for a total of 22 major com-
pounds, 13 of which were potentially identified
(Table 2). The extracts were mainly constituted by
several endogenous compounds and their degradation
products (6) but also small peptides (9), free amino
acids (6) and biogenic amines (1) from meat protein
degradation. Most of the identified nitrogen com-
pounds have been reported as majority components
of the NPN fraction in meat products, including fer-
mented sausages (Broncano et al., 2012).

Natural nitrogen compounds were the most abun-
dant compounds in the extract profiles of both meat
products. This group of compounds included as the
major components creatine (18.42-20.33% of total
area) and creatinine (13.32-24.22% of total area),
the latter derived from creatine degradation. These
compounds together with taurine were most abun-
dant in ‘chorizo’ at the final stage of ripening. On
the contrary, carnitine (1.38-6.51% of total area)
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Figure 3 PCI1 and PC2 (55.1% and 16.2% of the explained vari-
ance, respectively) of the PCA for the ‘salchichon’ samples at the
end of processing. Score plot showing the detected nitrogen com-
pounds in the peptidic extracts and the antioxidant activity (a).
Loading plot indicating the location of the batches analysed (b).
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was most abundant in ‘salchichon’ samples. Carno-
sine and anserine represented around 10-11% of the
total area of nitrogen compounds analysed for ‘chor-
izo> and ‘salchichdn’ extracts. Both are histidyl
dipeptides and are the most relevant natural antioxi-
dants in fresh meat (Wu et al., 2003; Guiotto et al.,
2005).

Another group of nitrogen compounds included
amino acids and amines, and indeed, it is known that
some of these compounds are among the most impor-

tant antioxidants in food (Wang & De Mejia, 2005). B

The free amino acids Lys, Leu, Ile, Pro, Met and Phe,
detected in the studied extracts, have been described as
among the most abundant compounds derived from
proteolytic activity during the process of sausage fer-
mentation (Benito et al., 2005; Leggio et al., 2012).
The biogenic amine tyramine was also detected, which
is produced mainly by microbial decarboxylation of
free amino acids that are formed during the matura-
tion process (Suzzi & Gardini, 2003).

Finally, the group of presumed peptides (a total of
nine compounds) at the final stage of ripening repre-
sented 25.64 and 37.57% of the total area for ‘chorizo’
and salchichdn, respectively (Table 2). These high per-
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Figure 4 PC1 and PC2 (41.7% and 30.4% of the explained vari-
ance, respectively) of the PCA for the ‘chorizo’ samples at the end
of processing. Score plot showing the detected nitrogen compounds
in the peptidic extracts and the antioxidant activity (a). Loading plot
indicating the location of the batches analysed (b).
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centages suggest a noticeable influence of these com-
pounds on the antioxidant properties of the extracts.
The compounds with m/z 191, 118, 365, 159 and 137
were found in relevant amounts in both sausages,
whereas the compounds with m/z 146, 277, 124 and
205 were only clearly detected in ‘salchichén’ samples.
Some of these compounds (m/z 191, 365 and 137) have
been referenced by other authors as low molecular
weight antioxidant compounds in fermented ‘chorizo’
sausages (Broncano et al., 2012).

To determine the influence of the extract compo-
nents on the activities studied, a PCA was performed
with the extract profiles of the samples obtained at the
final stage of the ripening process and their antioxi-
dant activity (Figs 3 and 4). For ‘salchichén’, the natu-
ral nitrogen compounds were mainly explained by the
first axis (PC 1) of the PCA. These compounds were
clearly associated with the control batch, suggesting a
higher proportion of NPN derived from proteolysis
products in the extracts of inoculated batches. In fact,
the second axis (PC 2) of the PCA was defined by
antioxidant activity, and the compounds with m/z 204,
124 and 277, and the amino acid lysine were related to
samples of batch inoculated with 200S34 (Fig. 3). This
amino acid is generally accepted to be antioxidant
(Wang & De Mejia, 2005).

Regarding the ‘chorizo’ samples, only tyramine and
to a lesser extent methionine and taurine (mainly
explained by PC2) showed a significant correlation with
antioxidant activity (Fig. 4). The high susceptibility to
oxidation of sulphur-containing amino acids, including
methionine and taurine, has been widely described
B (Stadman & Levine, 2000; He et al., 2012). These amino
acids play a major role in the antioxidant activity found
in muscle proteins (Park & Xiong, 2007). On the other
hand, the relevant amount of tyramine detected in
‘chorizo’ samples would suggest a more important role
of the secondary proteolytic products in the processing
of this product linked to the microbial activity. The
antioxidant and free radical scavenging effects of this
phenolic amine have been described as comparable to
those of a-tocopherol (Yen & Hsieh, 1997). The same
was found for salchichén; the nitrogen compounds
linked to PCI1 included natural compounds that were
negatively related to inoculated batches, especially for
P198S34. However, in contrast to salchichén, the con-
trol samples of ‘chorizo’ were mainly associated with
presumed peptides, probably as a consequence of the
higher proteolytic activity of autochthonous micro-or-
ganisms in this meat product.

In conclusion, the microbial population found in fer-
mented sausages significantly influences the profile of
the low molecular weight nitrogen compounds and the
antioxidant activity. The inoculation of well-adapted
starter cultures with high proteolytic activity increased
the antioxidant activity of these extracts, mainly due to

International Journal of Food Science and Technology 2015

an increase in free amino acids and amines such as Lys,
Met and tyramine, but also small peptides. Thus, the
use of starter cultures in Iberian sausages can contribute
to delaying oxidative changes during storage.
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Abstract

The effect of the addition of an autochthonous starter culture and the
protease EPg222 on the generation of angiotensin-l—converting enzyme (ACE)-
inhibitory and antioxidant compounds by the dry-fermented sausage
“salchichon” was investigated. Sausages were prepared with purified EPg222
and Pediococcus acidilactici MS200 and Staphylococcus vitulus RS34 as the
starter culture (P200S34), separately and together, ripened for 90 days, and
compared to a control batch. Batches inoculated with EPg222 achieved higher
nitrogen compound concentrations after 63 days of ripening. ACE-inhibitory and
antioxidant activities were also highest in both batches with EPg222 after 63
days of ripening, and these activities were stable after in vitro simulated
gastrointestinal digestion. These activities were correlated with the most
relevant compounds detected by HLPC-ESI-MS. The P200S34+EPg222 batch
was mainly linked to the major compounds identified. The antioxidant activity
was higher at 63 days of ripening, especially in highly proteolytic batches, such
as P200S34+EPg222. The ACE-inhibitory activity was not associated with any
of the major compounds. Since the use of the enzyme EPg222 in association
with the starter culture P200S34 improved sensory characteristics, their use in
the preparation of dry-cured meat products could be of great importance due to
their demonstrated ability to produce compounds with high biological activity,

such as ACE-inhibitory and antioxidant activity.
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1. Introduction

Research investigating bioactive nitrogen compounds has increased
significantly over the last decade, and several studies have been published
(Arihara, 2006; Korhonen & Pihlanto, 2006; Rutherfurd-Marwick & Moughan,
2005; Shahidi & Zong, 2008; Smacchi & Gobbetti, 2000). Although they are not
active within the primary structure of their original proteins, some peptides and
other nitrogen compounds with specific amino acid sequences are known to
exhibit biological activity and can be released through enzyme-mediated
hydrolysis (Nalinanon et al., 2011; Pihlanto-Lepal&, 2000; Torres-Fuentes et al.,
2011).

Bioactive nitrogen compounds have proven useful in the prevention of diseases
that are major health problems worldwide, e.g. hypertension, which is one of the
major risk factors for the eventual development of cardiovascular disease.
Angiotensin-converting enzyme (ACE) has been implicated in hypertension, and
the ability to inhibit ACE has been found for many different peptides from food
proteins, such as milk (Contreras et al., 2009; FitzGerald & Meisel, 2000;
Pihlanto-Lepala et al., 1998) and derivatives thereof, such as cheese (Gomez-
Ruiz et al., 2004; Lignitto et al., 2010) or yogurt (Papadimitriou et al., 2007), as
well as egg (Korhonen & Pihlanto, 2003; Miguel & Aleixandre, 2006), soy (Chen
et al., 2004; Korhonen & Pihlanto, 2003), buckwheat (Ma et al., 2006), sesame
(Nakano et al., 2006), broccoli (Lee et al., 2006), chickpea (Yustm et al., 2003),
fish (Wijesekara et al., 2011) and meat (Arihara, 2006; Jang & Lee, 2005;
Vercruysse et al., 2005).

Oxidative metabolism is essential for cell survival, but generates free radicals

and other reactive oxygen species that can cause oxidative damage.
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Antioxidant activity has been specifically found in food proteins, such as those
of milk and meat (Broncano et al., 2012; Escudero et al., 2013; Ko et al., 2013;
Li et al.,, 2007; Pefia-Ramos & Xiong, 2003, 2001; Pihlanto-Lepald, 2006;
Tanzadehpanah et al., 2012; Wang et al., 2007).

The easiest way to produce bioactive compounds in food is the enzymatic
hydrolysis of proteins from these whole foods.

In addition to nitrogen compound bioactivity, it is important to take into account
their bioavailability. This is defined as the fraction of a compound that is
released from the food matrix in the gastrointestinal tract and therefore
becomes available for absorption to carry out its bioactivity (Fernandez-Garcia
et al., 2009). Bioaccessibility includes the gastrointestinal processing of the food
matrix material to be absorbed by the cells of the intestinal epithelium. In vitro
testing of gastrointestinal digestion can show the bioavailability of nitrogen
compounds and the production of new bioactive compounds due to the activity
of digestion enzymes, such as pepsin, trypsin and chymotrypsin.

Iberian dry-fermented sausages are high-value products made with traditional
technologies. The final product quality is closely related to the maturation that
occurs during drying. Proteolysis is one of the most important biochemical
changes to occur during ripening of the dry-fermented sausages. Peptides are
generated by the action of endogenous enzymes and especially by the
proteases produced by microorganisms involved in the ripening process, given
that endogenous enzymes may be inhibited by salt curing agents during the
ripening process (Rico et al., 1991; Sarraga et al., 1989; Toldra et al., 1993).
LAB and Staphylococcus strains were selected from indigenous populations to

obtain starter cultures that were better adapted to Iberian dry-fermented
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sausages, which could help preserve the typical characteristics of these
products. Indeed, autochthonous LAB and staphylococci have been shown to
make good starter cultures (Benito et al.,, 2007; Martin et al., 2007). Different
combinations of selected autochthonous Pediococcus acidilactici and
Staphylococcus vitulus strains, which have been demonstrated to have
proteolytic activities, have been used in fermented products with different
ripening processes (Casquete et al., 2011a, 2011b, 2012). The use of the mixed
starter culture P200S34, combining P. acidilactici MS200 with S. vitulus RS34,
showed the best results for the production of traditional fermented sausages,
maintaining the typical sensory characteristics while improving its homogeneity
and safety.

Similarly, the use of proteases obtained from microorganisms isolated from dry-
fermented meat products could be more appropriate than other proteases, since
they may be more suitable and adapted to the traditional ripening process.
EPQg222 protease purified from Penicillium chrysogenum Pg222, which was
isolated from dry-cured meat products, has high proteolytic activity against
myofibrillar proteins under the conditions of temperature, pH and NaCl
concentration used for dry-cured meat products (Benito et al., 2002, 2006). This
protease has been reported in sterile ripened pork and in fermented sausages
(Benito et al., 2003, 2004, Casquete et al., 2011c). Therefore, the combination
of active and specific proteases, such as a starter culture and EPg222, could be
of great interest for the production of bioactive compounds in fermented dry
sausages.

The aim of this study was to investigate the effect of the starter culture P200S34

and the protease EPg222, individually and together, in the formation of
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compounds with ACE-inhibitory and antioxidant activity in dry-fermented

sausages.

2. Materials and Methods

2.1. Starter culture and protease EPg222 preparation

The association of the strains of Pediococcus acidilactici (MS200) and
Staphylococcus vitulus (RS34) was chosen to form the starter culture P200S34,
which was cultured and freeze-dried as described by Casquete et al. (2011a).
Powders with total viable cell counts (TVC) of more than 10" CFU g* were
used in the dry-fermented sausages. For this trial, EPg222 was obtained
according to the protocol described by Benito et al. (2006). The enzyme

EPg222 was ultrafiltered and lyophilized as above.

2.2. Preparation of dry-fermented sausages

Iberian dry-fermented sausages were prepared according to Casquete et al.
(2011c). The lyophilized starter P200S34 and enzyme EPg222 were also added
to obtain four different batches: (i) the control batch without the starter culture or
EPg222; (ii) with the enzyme EPQg222 added; (ii) with the starter culture
P200S34 added; (iv) with the starter culture P200S34 and EPg222
(P200S34+EPg222 batch) added.

Three batches of sausages were made with each starter culture. The sausages
were ripened for 90 days, and for sampling, three different sausages of each
batch were taken randomly at various time points of ripening: 19 (Beginning), 28

(Middle 1), 63 (Middle 2), and 90 (Final) days for physico-chemical and
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microbiological analyses (Casquete et al., 2011c). Each analysis was performed

in triplicate.

2.3. Physicochemical and Microbial analysis

The moisture content of the dry-fermented sausages was determined by
dehydration at 100 °C to a constant weight by the ISO recommended methods
(ISO, 1973). Water activity (Aw) was determined using an FA-St/1 apparatus
from GBX (France Scientific Instrument). The pH was measured using a Crison
mod. 2002 pH meter (Crison Instruments, Barcelona, Spain).

To investigate the presence of strains inoculated at high levels in the sausages,
samples were taken at the time points described above. The Staphylococcus
count was determined in mannitol salt agar (MSA) at 30 °C, and lactic acid
bacteria were grown in Man—Rogosa—Sharpe agar (MRS) (Oxoid) at 37 °C and
with the pH adjusted at 5.6 for 24 h under anaerobic conditions. To investigate
the presence of strains inoculated at high levels in the sausages, ten colonies
from the plates with the highest dilutions were isolated in 5 mL of MRS or MSA
broth to collect strains. Then, the DNA was obtained, and 16S rRNA gene
sequence analysis was done as described by Benito et al. (2008a,b).
Sequences were compared with the EMBL and GenBank database using the
BLAST algorithm. The identities of the isolates were determined on the basis of

the highest score.

2.4. Preparation of extracts
The nitrogen compounds were extracted according to De Ketelaere et al. (1974)

and Bauchart et al. (2006). Fifteen grams of the sample were homogenised in
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50 ml of 0.6 N perchloric acid with an Omni Mixer Homogenizer. The
homogenate was centrifuged at 2000 x g for 15 min. The soluble fraction
located between the upper layer and the precipitate was filtered through
Whatman No. 54 filter paper. The pH was neutralised to pH 6 with 30% KOH.
To eliminate the potassium perchlorate that formed during neutralisation, the
extracts were filtered again. Finally, extracts were ultrafiltered through
hydrophilic 10- and 5-kDa cut-off membranes (Pellicon XL, Millipore
Corporation, Billerica, MA, USA) and the 5-kDa permeates were freeze-dried
and kept at -80°C until use.

The protein contents of the 5-kDa permeate extracts were determined by a
colorimetric method based on bicinchoninic acid (BCA) (Pierce, Rockford, IL,
USA), using bovine serum albumin as the standard protein. To determine the

biological activities, the concentrations of all extracts were equalised.

2.5. Assessment of ACE-inhibitory activity

ACE-inhibitory activity was measured by fluorescence according to the method
developed by Sentandreu and Toldra (2006a, 2006b), with some modifications
(Quirds et al., 2009). ACE, previously dissolved in 50% glycerol, was diluted in
0.15 M Tris buffer (pH 8.3) containing 0.1 yM ZnCl, with 0.04 U/mL of enzyme
in the final reaction solution. Black polystyrene 96-well microplates (Porvair,
Leatherhead, UK) were used. A total of 40 uL of distilled water or the ACE
working solution were added to each microtitre plate well, then adjusted to
80 uL by adding distilled water to the blank (B), control (C) or samples (S). To
take into account the interference of the compounds, a sample blank (SB) was

prepared by replacing distilled water with the sample. The enzyme reaction was
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started by adding 160 uL of 0.45 mM o0-Abz-Gly-p-Phe(NO,)-Pro-OH (Bachem
Feinchemikalien, Bubendorf, Switzerland) dissolved in 150 mM Tris-base buffer
(pH 8.3), containing 1.125 M NacCl, and the mixture was incubated at 37°C. The
fluorescence generated was measured at 30 min using a multiscan microplate
fluorimeter (FLUOstar optima, BMG Labtech, Offenburg, Germany). The
excitation and emission wavelengths were 350 and 420 nm, respectively. The
software used to process the data was FLUOstar control (version 1.32 R2, BMG
Labtech). The activity of each sample was tested in triplicate. Inhibitory activity
is expressed as the nitrogen compounds concentration required to inhibit the
original ACE activity. The formula applied to calculate the percentage of ACE-

inhibitory activity was: 100 x [(C - B) — (S-SB))/(C - B).

2.6. Assessment of antioxidant activity

The ORAC-FL assay was based on that proposed by Ou et al. (2001) with
some modifications (Contreras et al., 2011; Davalos et al., 2004). Black
polystyrene 96-well microplates (Porvair, Leatherhead, UK) were used. Briefly,
the reaction was carried out at 40°C in 75 mM phosphate buffer (pH 7.4) and
the final assay mixture (200 mL) contained FL (116.7 nM), AAPH (46.6 mM),
and antioxidant [Trolox (0.2 and 1.6 nmol) or sample (at different
concentrations)]. AAPH and Trolox solutions were prepared daily and FL was
diluted from a stock solution (1.17 mM) in 75 mM phosphate buffer (pH 7.4).
The fluorescence was recorded for 104 min (104 cycles). A FLUOstar OPTIMA
plate reader (BMG Labtech, Offenburg, Germany) with 485-nm excitation and
520-nm emission filters was used. The equipment was controlled by FLUOstar

Control software version (1.32 R2) for fluorescence measurement. All reaction
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mixtures were prepared in duplicate and at least two independent runs were
performed for each sample. Final ORAC-FL values are expressed as mmol of

Trolox equivalent/mg of protein.

2.7. In vitro pepsin—pancreatin simulated gastrointestinal digestion

Simulated gastrointestinal (GI) digestion using in vitro pepsin—pancreatin
hydrolysis was carried out according to Cing-Mars et al. (2008) and You et al.
(2010) with a slight modification. Extracts were adjusted to pH 2.0 with 1 M HCI.
Then, pepsin [4% weight as received/weight of protein in the powder (~85%
protein)] was added. The mixture was incubated at 37°C for 90 min. The pH
was then adjusted to pH 7.5 with 1 M NaOH. Pancreatin was added [4% weight
as received/weight of protein in the powder (~85% protein)], and the mixture
was further incubated at 37°C for 2 h. To terminate the digestion, the test tubes
were kept in boiling water for 10 min. Then, the GI digests were cooled to room
temperature and centrifuged at 5000 rpm for 5 min.

To investigate the changes in antioxidant and ACE-inhibitory activity of sample
digests after simulated Gl digestion, samples of Gl digests were recovered and

the assays were performed as described above.

2.8. ldentification of the extracts by HLPC-ESI-MS

Nitrogen compounds of the extracts were analysed by HPLC-ESI-MS according
to GOmez-Ruiz et al., (2008) in an Agilent series 1100 apparatus (Agilent
Technologies, Palo Alto, USA). A Supelcosil LC-18 column (SUPELCO,
Bellafonte, USA) was used with mobile phases (A) a mixture of water and

trifluoroacetic acid (1000:0.37, v/v) and (B) acetonitrile and trifluoroacetic acid

11
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(1000:0.27, v/v) in a gradient of solvent B in A increasing from 0% to 45% in 60
min, and from 45% to 70% in 5 min at a flow rate of 0.8 ml/min. Nitrogen
compounds were identified in an Agilent series 6100 Series Single Quad LC/MS
(Agilent Technologies) equipped with a multimode source in electrospray
ionization mode, according to their retention time and mass spectrum.
Standards of biogenic amines, amino acids, taurine and carnitine (Sigma-—
Aldrich Quimica S.A., Madrid, Spain) were used. The other nitrogen compounds

detected were identified by their mass spectra.

2.9. Statistical analysis

Statistical analysis of the data was carried out using variance mixed ANOVA,
and the means were separated by Tukey’s honest significant difference (HSD)
test (P < 0.05), using SPSS for Windows, 15.0. (SPSS Inc., Chicago, IL, USA).
The relationships among the antioxidant activity and the nitrogen compounds
detected at the end of the processing of the meat-fermented sausages studied

were evaluated by principal component analysis (PCA).

3. Results and Discussion

The obtained results were not affected by physicochemical factors, because the
moisture content, water activity (a,) and pH values did not differ significantly
between the control, EPg222 and starter culture batches. pH decreased from
about 6.3 to 4.9 during ripening, being 5.7 at the end of process in all batches.

The moisture content decreased from initial values of 65% to 30% at the end of
ripening. Water activity ranged from values of 0.95 to 0.82 at the end of ripening

in all batches. These results are similar to those reported by Benito et al., 2007.

12
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On the other hand, it was check the starter culture was around 10° CFU g~" for

P. acidilactici and S. vitulus in the P200S34 and P200S34+EPg222 batches.

Protein content of the 5-kDa permeate extracts

Table 1 shows the nitrogen compound concentrations of the 5-kDa permeate
extracts measured by the bicinchoninic acid colorimetric method.

During the ripening of sausages, an increase in the nitrogen compound
concentration was observed, which reached its maximum value at the end of
ripening (90 days). Batch P200S34 inoculated with the starter culture was the
exception, as it reached its highest concentration after 63 days of ripening and
then decreased until the end of ripening. This could be because the starter
culture microorganisms metabolised small peptides during the last stage of
maturation, whereas the batch with the protease EPg222 with and without the
starter culture had a higher amount of formed peptides because of the
additional protease activity. These data are consistent with those obtained by
Casquete et al. (2011c). In this study, it was found that the use of these starter
cultures and EPg222 produced an increase in non-protein nitrogen (NNP) at the
end of sausage ripening. The batch inoculated with EPg222 showed the highest
value of NNP.

The batch with the highest nitrogen compound concentration was inoculated
with EPg222 and ripened for 63 days (Table 1). Batches with a higher initial

concentration of nitrogen compound may have higher bioactivity.

ACE-inhibitory activity and antioxidant activity
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Table 2 shows the values of ACE inhibition from the batches during the ripening
of the sausages. The range of the activity values was very wide and ranged
from 19% to 95%.

All the batches showed the highest activity at day 63 of ripening. After this time
point, the ACE-inhibitory activity of all batches decreased, which could be due
to proteolysis in the sausages and hydrolysis of some of the compounds that
are responsible for ACE inhibition.

The results observed after in vitro simulated gastrointestinal digestion with
pepsin and pancreatin showed that no activity was lost (Table 2). This result is
very interesting since the potential hypotensive effect of ACE-inhibitory
compounds depends on their ability to reach the organs, i.e. where they exert
their bioactivity. Testing gastrointestinal digestion is important to determine
whether these bioactive compounds maintain their activity after passing through
the human digestive system and remain intact. Furthermore, this digestion can
generate novel bioactive compounds from other inactive molecules present in
the extracts (Matsui et al., 2002; Rutherfurd-Markwick & Moughan, 2005;
Vermeirssen et al., 2004).

Batches with the EPg222 protease achieved the highest ACE-inhibitory activity,
i.e. between 89% and 95% after 63 days of ripening. As described above, these
batches had the highest concentration of nitrogen compounds according to the
BCA assay. These values should be highlighted because the concentration was
standardised to measure the biological activities, and these batches had the
greatest inhibition of ACE. The fact that the highest value of ACE-inhibitory
activity occurred at 63 days of ripening may be due to the degradation of active

compounds into inactive molecules. This has been found in cheese, in which
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the proteolysis that occurs during maturation increases the ACE-inhibitory
activity to a peak, after which the activity decreases (Smacchi & Gobbetti, 2000)
because the bioactive compounds become inactive molecules (Ryhéanen et al.,
2001).

In previous studies, it has been found that the addition of proteases during the
meat dry-curing process releases peptides and free amino acids (Diaz et al.,
1993, 1997; Naes et al., 1995; Ordofiez et al., 1999; Zapelena et al., 1997,
1999), but the potential bioactivity of these compounds has not been studied.
The use of EPg222 with high proteolytic activity (Benito et al., 2002, 2003,
2004, 2006; Casquete et al., 2011c) is important due to its activity on meat
proteins. Previously, it has been observed that the batches in which this
enzyme was added showed a higher concentration of nitrogen compounds
(Table 1). It should be highlighted that the compounds produced by this enzyme
are resistant to gastrointestinal digestion. Furthermore, the ACE inhibitory
activity shown by these compounds remained high.

Table 3 shows the absorption capacity of the oxygen radical fluorescein
(ORAC-FL) by different batches during the ripening of sausages, expressed as
umol Trolox/mg protein in the extract. In this table, a value of 1 indicates an
extract antioxidant capacity equal to that of Trolox. Before digestion, the
EPg222 batch at the end of ripening had an antioxidant activity of 2.57 pumol
Trolox/mg of protein. This batch also highlighted at 63 days of ripening.

The results observed after in vitro simulated gastrointestinal digestion with
pepsin and pancreatin are shown in Table 3. The values are higher than those
obtained before digestion with some values higher than 2 umol Trolox/mg of

protein. It can be observed that these values are even higher than those
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obtained in the samples before simulated gastrointestinal digestion, indicating
that the compounds with antioxidant activity present in these extracts are
resistant to the action of the enzymes active during gastrointestinal digestion.
Furthermore, these enzymes produce new compounds with antioxidant activity,
which increases the bioactivity after digestion.

Again, batches with the protease EPg222 were those that showed the highest
activity, which highlights the importance of adding the enzyme to the dry-curing
process. Due to its high proteolytic activity, EPg222 produces more compounds
that also have a high degree of biological activity. The antioxidant activity values
obtained in these assays were higher than those obtained by other authors for
hydrolysed whey protein (Tavares et al., 2011) and egg protein (You & Wu,
2011).

The use of this enzyme improves the sensory characteristics of dry-cured meat
products and, in association with the starter culture P200S34, reduces the
accumulation of biogenic amines in meats (Casquete et al., 2011c). These data
show that the use of EPg222 + P200S34 is important during the meat product

dry-curing process.

Identification of the extracts by HLPC-ESI-MS

The analysis of the extracts allowed a total of 12 major compounds to be
detected in the chromatogram and eight were potentially identified (Figure 1).
The most abundant peaks were mainly constituted by endogenous compounds,
but also by free amino acids (Phe, lle, Leu and Val), biogenic amines (Tyr) and

four unidentified compounds. Among the major components of NPN fraction in
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meat cured products have been reported these compounds, including in
fermented sausages (Broncano et al., 2012).

In order to determine the influence of major extract components on the activities
studied, a PCA was performed with the extract profiles of the samples obtained
during the ripening process and their activities (Figures 1 and 2). The natural
nitrogen compounds were mainly explained by the first axis (PC1) of the PCA.
These compounds were clearly associated with the 19 days of ripening of the
samples, suggesting a lower proportion of NPN derived from proteolysis
products in these extracts. The free amino acids that were identified were also
explained by PC1, being mainly linked to samples of the highly proteolytic batch
P200S34+EPg222. On the other hand, the PC2 of the PCA was defined by
antioxidant activity, Tyr, and the compound with m/z 146, which were related to
the 63 days of ripening of the samples, especially those of the batch
P200S34+EPg222 according to the results previously shown. The hypotensive
activity could be attributed to minor nitrogen compounds since this activity was
not associated with any of the major compounds found in the studied extracts.
In conclusion, batches inoculated with the protease EPg222 achieved higher
nitrogen compound concentrations after 63 days of ripening. The ACE-inhibitory
and antioxidant activities were also highest in both batches with the EPg222
protease after 63 days of ripening, and these activities were stable after in vitro
simulated gastrointestinal digestion. Since the use of the enzyme EPg222 in
association with the starter culture P200S34 improved the sensory
characteristics, their use in the elaboration of dry-cured meat products could be
of great importance due to their proven ability to produce compounds with

excellent biological activities, such as ACE-inhibitory and antioxidant activity.
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Figures

1  Figure 1. Chromatogram of the nitrogen extract of ‘Salchichon’ at the end of

2  ripening.
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Figure 2. PC1 and PC2 (43.5% and 24.9% of explained variance, respectively)
of the PCA for the ‘Salchichon’ samples during processing. Score plot showing
the detected nitrogen compounds in the peptidic extracts and the antioxidant

(ORAC) and ACE-inhibitory activities. Loading plot indicating the location of the
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Table 1. Nitrogen compound concentrations (ug/ml of extract), means and

standard error of different extracts measured by the bicinchoninic acid (BCA)

method.
Sampling Time Beginning Middle 1 Middle 2 Final

Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE
Control 358.67 +32.286 %, 592.33 + 40.700%*°,,  705.67 #* 39.375°%, 797.44 + 31.791°%,
EPg222 538.22 +38.662 %", 561.44 + 35.234%",  1050.11 * 32.162°, 1127.78 + 40.581°,
P200S34 493.83 £25.296 *°;,  587.86 + 21.731%°,, 1002.83 #* 43.103°, 782.17 + 29.403%,
P200S34+EPg222  710.17 +21.524°, 766.00 + 37.404°, 984.00 + 22.856*", 1067.56 * 22.798"°,

2P For a given determination (column), values with different letters as the superscript are significantly different (P<0.05).

12,3 For a given determination (row), values with different numbers as the subscript are significantly different (P<0.05).
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3
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Table 2. Antihypertensive activity, expressed as a percentage, means and

standard error, before and after sample digestion.

Sampling
Time Beginning Middle 1 Middle 2 Final
Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE
Control 3240 + 3.182°;, 29.99 + 3.506°%", 3252 + 3.179%,; 23.96 * 1.759%"
c
g-% EPg222 38.14 + 1.905°;, 68.61 + 2.769°, 9541 + 3.291°; 57.47 + 3.472°%,
‘D O
02 P200S34 21.70 + 1.938%; 58,57 + 3.521°, 7464 + 3.378°, 34.92 + 3.285%"¢,
P200S34 +
EPg222 61.79 + 3.1749%, 80.27 + 3.140°%, 9535 + 6.132°; 4141 + 2.393°°,
Control 4126 + 1.166°°, 2443 + 1.404°%°, 31.06 + 2.855%,; 19.04 + 1.765%;
c
5-% EPg222 47.08 + 2.234°, 37.78 + 0.790*"°; 89.83 + 3.763"% 4486 + 3.532°°,
£ o
“g P200S34 41.08 + 0.639°°,, 28.60 + 2.324°%", 4839 + 3.126%; 3224 + 2627,
P200S34 +
EPg222 53.90 + 1.444°%9%, 4291 + 1.690°°, 93.44 + 3.445°, 50.72 + 2.666° 1,

abed Eor a given determination (column), values with different letters as the superscript are significantly different

(P<0.05).

12,3 For a given determination (row), values with different numbers as the subscript are significantly different (P<0.05).
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Table 3. Antioxidant activity, expressed as umol Trolox/mg protein, means and

standard error, before and after sample digestion.

Sampling
Time Beginning Middle 1 Middle 2 Final
Mean SE Mean SE Mean SE Mean SE
Control 0.68 + 0.146%, 0.70 + 0.096 %, 1.14 + 0.169°%, 1.21 + 0.027%.,
c
©E  EPg222 1.37 + 0.081°, 174 + 0.164°°, 249 + 0.217°% 257 + 0.210°%,
R
@© 2 P200S34 0.94 + 0.063%°, 1.60 + 0.163%°,, 150 + 0.097 %", 1.21 + 0.151°%;,
P200S34 +
EPg222 1.43 + 0.081°; 1.76 + 0.218°°,, 169 + 0.046°, 1.65 + 0.094%°,,
Control 1.38 + 0.209°; 141 + 0.146°, 1.90 + 0.146°°,, 1.22 + 0.1372%,
c
55 EPg222 1.20 + 0.178"°, 1.94 + 0.107°;, 257 + 0.218°, 217 = 0.162°°,
o
<-§ P200S34 1.37 + 0.125°; 149 + 0.085°°; 2.14 + 0.093°°, 169 + 0.335%°,
P200S34 +
EPg222 1.39 + 0.067°; 160 + 0.119°°,, 2.29 + 0.180"°, 275 * 0.247°,

2P For a given determination (column), values with different letters as the superscript are significantly different (P<0.05).

1,2 For a given determination (row), values with different numbers as the subscript are significantly different (P<0.05).






IV.3.- Influence of starter cultures on the generation of healthy
nitrogen compounds in Iberian dry-fermented sausages.
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ABSTRACT

The purpose of this work was to investigate the influence of a starter culture on the generation
of healthy nitrogen compounds with angiotensin | converting enzyme (ACE) inhibitory,
antiproliferative and antibacterial activities during the ripening of Iberian dry-fermented
sausages. Starters P200S34 (P. acidilactici M200 and S. vitulus RS34) and P198534 (P.
acidilactici MS198 and S. vitulus RS34) were used to make the Iberian dry-fermented sausages
‘salchichén’ and chorizo. The physicochemical and microbial properties were determined
during the ripening process. The antiproliferative activity was measured as ability to inhibit the
growth on Caco-2 colon adenocarcinoma cell line and antibacterial activity was tested against
spoilage and pathogenic bacteria such us Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella
cholerasuis, Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes. These activities were
correlated with the most relevant compounds detected by HPLC-ESI-MS in the final ripened
extracts. The microbial population found in fermented sausages and the fermentation
conditions significantly influenced the low molecular weight nitrogen profile and functional
activities. The inoculation of well-adapted starter cultures with high proteolytic activity
increased the ACE-inhibitory and antiproliferative activity of these extracts, mainly due to an

increase in free amino acids such as Lys and Pro, but also small peptides.

Keywords: dry-fermented sausages, starter cultures, low molecular weight nitrogen

compounds, antiproliferative activity, antibacterial activity.
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Resultados

Introduction

Iberian dry cured sausages are high quality meat products that are traditionally manufactured
from Iberian pigs of South West of Iberian Peninsula. The quality of the final product is tightly
related to the ripening that takes place during drying. This process, which confers on the
product its particular colour, firmness and flavour, is defined by a complex interaction of
physical and chemical reactions associated with the microbiological development (Orddiiez et
al.,, 1999). Several authors have reported the role of the microorganisms on traditional
fermented sausages ripening and sensory traits (Berdagué, et al. 1993; Engelvin, et al. 2000;
Stahnke, 2002; Olesen et al., 2004; Tjener et al., 2004, Casaburi et al. 2008).

The most commonly microorganisms that have been used as starter cultures in the processing
of these meat products are lactic acid bacteria (LAB) and gram positive catalase positive cocci
(GPCP) (Leroy and De Vuyst 2004; Ammor and Mayo 2007; Benito et al., 2007; Martin et al.,
2007). LAB and GPCP possess extracellular and intracellular proteinases and peptidases for
possible application in the production of bioactive peptides (Mauriello et al. 2004; Flores and
Toldra 2011). Many book chapters and articles have reviewed the liberation of bioactive
peptides from milk proteins through microbial proteolysis (Gobetti et al., 2002, 2004;
Korhonen and Pihlanto-Leppald, 2001, 2004; Matar et al., 2003; Smacchi and Gobbetti, 2000).
Most of these studies describe the production of antimicrobial and antihypertensive or ACE-
inhibitory, and antiproliferative peptides have also been identified. However, to determine the
possible beneficial effects of these peptides on health, it is essential to investigate how
gastrointestinal digestion affects to the functional activities (Rutherfurd-Markwick snd
Moughan, 2005).

In meat products, Escudero et al. (2012, 2013) obtained bioactive peptides from dry-cured
ham with in vivo high ACE inhibitory activity. However, there are few studies about the role of

autochthonous starter cultures on the release of nitrogen compounds with antimicrobial or
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antiproliferative activity during the processing or fermented meat products. The starter
cultures used in this study are highly proteolytic, and can produce bioactive nitrogen
compounds during ripening that may have a wide variety of biological functions such as
antimicrobial, ACE inhibitory or antiproliferative activities (Rutherfurd-Markwick and Moughan
2005; Korhonen and Pihlanto 2006; Shahidi and Zhong 2008).

The aim of this work was to study the effect of the starter culture on the presence of nitrogen
compounds  with  antimicrobial, angiotensin  I|-conversing-enzyme-inhibitory  and
antiproliferative activities of peptic extracts obtained from two different Iberian fermented

sausages.

Material and Methods

Starter culture preparation

Starter cultures used in the present work were formed by the union of two strains of
Pedicoccus acidilactici (MS198 or MS200) and one of Staphylococcus vitulus (RS34): starter
P200S34, which included P. acidilactici M200 and S. vitulus RS34 and starter P198534, which
included P. acidilactici MS198 and S. vitulus RS34 (Benito et al., 2007; 2008a; 2008b; Martin et
al 2007).

The P. acidilactici strains were grown in Man Rogosa Sharpe broth (MRS) (Oxoid, Basingstoke,
U.K.) at 372C for 24 hours under anaerobic conditions, and S. vitulus in Brain Heart Infusion
broth (BHI) (Oxoid) at 372C for 24 hours. The starter cultures were inoculated under the same
conditions in flasks with nutrient broth plus 5% NaCl and 10% mannitol (Scharlau Chemie S.A.,
Barcelona, Spain) which has been demonstrated to be protective during drying. The flasks
were mixed until the cell concentration reached 10" CFU ml™. Then cells were collected by
centrifugation (6000 x g for 10 min) under aseptic conditions at room temperature. The

obtained cell pastes were washed once with 2.5% sucrose solution, re-centrifuged, and
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concentrated to 10" CFU ml™® in 2.5% sucrose solution. The cells were quick-frozen by
immersion in a dry ice/isopropanol bath. Behind this, the cells were lyophilized at low
temperatures (-46/-522C) and pressures (0.17/0.22 mbar) in a Cryodos-50 freeze drier (Telstar,
Barcelona, Spain). The dried starter cultures were store in vacuum-sealed bags at -802C until
use. Before use, lyophilized starters were examined for total viable cell counts (TVC), verified
by the standard dilution methods on MRS and BHI agar (Oxoid) after incubation at 372C for 48

h. Powders with a TVC of more than 10" CFU g were used in the dry-fermented sausages.

Preparation of dry-fermented sausages

Iberian dry-fermented sausages, i.e. ‘salchichdn’ and chorizo, were manufactured in the same
factory. The ‘salchichén’ mixtures were prepared using 95.5% Iberian pork, 2% NaCl,, 1.7 g kg™
black pepper, 1-1.5 g kg™ white pepper and a commercial mixture of other spices and additives
(SALAVI, Anvisa, Arganda del Rey, Madrid) specially prepared for this type of meat product
which contains dextrose, dextrin, lactose, sodium ascorbate and sodium nitrate. . The ‘chorizo’
mixtures were prepared using 95.5% lberian pork, 2% NaCl, and a mixture of Spanish paprika,
dextrose, dextrin, , lactose, sodium ascorbate and sodium nitrite sold as CHORAVI from Anvisa
(Madrid, Spain) at the concentrations recommended by the producer. For both Iberian dry-
fermented sausages the casing used was natural gut which diameter was 50mm
approximately.

The starter cultures, i.e. P198534 containing P. acidilactici MS198 plus S. vitulus RS34, and
P200S34 containing P. acidilactici MS200 plus S. vitulus RS34, were added to two different
batches of 50 kg of meat mixture. In order to obtain an initial population of 5 x 10’ CFU g was
added 0.1 g kg™ of lyophilized starter in the meat mixture Three batches (60 sausages per each
batch) were prepared in each fermentation trials: (i) control without starter culture, (ii) starter
culture P198S34, and (iii) starter culture P200S34. The ripening process conditions

(temperature and moisture) were from 0 to 3 days 82 C and 75% relative humidity; from 3 to
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65 days 122C and 70% relative humidity. Threes sausages of each batch were taken at different
time points (15, 35, and 65 days of incubation) for sampling and each analysis was done in

triplicate.

Physicochemical analysis

The pH of the dry-fermented sausages was determined using a Crison model 2002 pH meter
(Crison Instrument, Barcelona, Spain). The moisture content was measured by dehydration at
100°C to a constant weight by the ISO recommended method (ISO, 1973). Water activity (Ay)

was measured using an FA-St/1 apparatus form GBX (France Scientific Instrument).

Microbial analysis

To investigate the presence of strains inoculated at high levels in the sausages, samples were
taken at 15, 35, and 65 days of incubation. Lactic acid bacteria were cultured in Man Rogosa
Sharpe agar (MRS) (Oxoid) at 372C and with the pH adjusted at 5.6 for 24 hours under
anaerobic conditions, and the Staphylococcus count was measured in Mannitol Sal Agar (MSA)
at 302C. To collect strains 10 colonies from the plates with the highest dilutions were isolated
in 5 ml of MRS or MSA broth. Then the DNA was obtained, and 16S rRNA gene sequence
analysis was done as described in Benito et al. (2008a, 2008b). Using the BLAST algorithm,
sequences were compared with the EMBL and GenBank database. The identities of the

isolates were established on the basis of the highest score.

Preparation of peptide extracts

The nitrogen compounds were extracted according to De Ketelaere et al. (1974) and Bauchart
et al. (2006). Using an Omni Mixer Homogenizer, fifteen grams of the sample were
homogenized in 0.6 N perchloric acid. The homogenate obtained was centrifuged at 2000 x g

for 15 min. The soluble fraction located between the upper layer and the precipitate was
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filtered through Whatman No. 54 filter paper. The pH in the filtered recovered was neutralized
with 30% KOH to pH 6. To eliminate the potassium perchlorate that produced during
neutralization, extracts were filtered again. Finally, extracts were ultrafiltered through
hydrophilic 10 kDa and 5 kDa cut-off membranes (Pellicon XL, Millipore Corporation, Billerica,
MA, USA).

The nitrogen compounds content of the 5 kDa-permeate extracts was calculated by a
colorimetric method based on bicinchoninic acid (BCA) (Pierce, Rockford, IL, USA), using bovine

serum albumin as the standard protein.

Antibacterial activity testing

Inhibitory effects of nitrogen compound extracts on selected potential harmful microorganism
were studied by following the ability of the target microbes to grow in a medium containing
sterilized extracts as described Ruiz-Moyano et al. (2009). Selected pathogens bacteria were
obtained from Spanish Type culture collection: Escherichia coli CECT4267, Salmonella
cholerasuis CECT4395, Staphylococcus aureus CECT976, Listeria monocytogenes CECT911,
Bacillus cereus CECT131. The strains were grown at 372C for 18h in Brain-Heart Infusion broth
(BHI) (Scharlab, Barcelona, Spain) at least twice previously to the experiment. The nitrogen
compounds extracts were reconstituted to a concentration of 600 pg/ml in Milli-Q water and
filtered sterilized. The test was carried out in 100-well flat-bottomed honeycomb plates in
which 247 ul of BHI broth was inoculated with 3 pl from a suspension of tested
microorganisms at 10® (cfu/ml) and 50 pl of test fractions. 50 ul of Milli-Q water and BHI broth
inoculated with test microorganisms was used as control. The ability of each strain to grow in
supplemented broth was evaluated with an automated turbidometer Bioscreen C Analysing
System (Labsystems, Finland) by following the microbial growth at 37 2C for 24 h. The optical
density was determined with a wide band filter (OD 420-580 nm). Broth media without

supplement was used as control media. Each assay was carried out in triplicate. The
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absorbance was measured at 15 min intervals preceded by 10 seconds shaking at medium
speed during the incubation period. The inhibitory effect of nitrogen compound extracts on
the food borne pathogens was established by comparing the turbidity readings of each strain
with those obtained in absence of nitrogen compounds extracts. The percent of inhibition was
estimated with the following formula: %inhibition = (Abs contro1— ADBS assay /ADS contror )X100, Where
Abs ol IS the optical density of the growth of the test strain in absence of nitrogen
compounds extracts and Abs .., is the optical density of the growth of the test strain in

presence of nitrogen compounds extracts.

Assessment of angiotensin-converting enzyme-inhibitory activity

ACE-inhibitory activity was determined by fluorescence according to the method developed by
Sentandreu and Toldra (2006a, 2006b) with some modifications (Quirds et al., 2009). ACE was
previously dissolved in 50% glycerol and diluted with 0.15 M Tris buffer (pH 8.3) containing
0.1 uM ZnCl, with 0.04 U/mL of enzyme in the final reaction solution. To perform the assay
ninety-six-well black polystyrene microplate (Porvair, Leatherhead, UK) were used. A total of
40 pL of Milli-Q water or the ACE working solution were added to each microtiter-plate well,
then adjusted to 80 pL by adding Milli-Q water to blank (B) and control (C) or extracts to
samples (S). To take into consideration the interference of the compounds, a sample blank (SB)
was prepared by substituting distilled water per sample. The enzyme reaction was originated
by adding 160 uL of 0.45mM o0-Abz-Gly-p-Phe(NO,)-Pro-OH (Bachem Feinchemikalien,
Bubendorf, Switzerland) dissolved in 150 mM Tris-base buffer (pH 8.3), containing 1.125 M
NaCl, and the mixture was incubated at 37 °C. The fluorescence generated was determined at
30 min using a multiscan microplate fluorimeter (FLUOstar optima, BMG Labtech, Offenburg,
Germany). Excitation and emission wavelengths were 350 and 420 nm, respectively. The
activity of each sample was measured in triplicate. The software used to study the data was

FLUOstar control (version 1.32 R2, BMG Labtech). Inhibitory activity was expressed as the
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nitrogen compounds concentration required to inhibit the original ACE activity. The formula

applied to estimate percentage of ACE-inhibitory activity was: 100 x [(C - B) — (S-SB)]/(C - B).

Determination of antiproliferative activity on HT-29 colon adenocarcinoma cell line.

The antiproliferative test was development using the HT-29 ATCC HTB-38 human colorectal
adenocarcinoma cell line. The cells were routinely grown in flask with McCoy's 5A medium
containing 10% FBS and incubated at 37 C in a humidified atmosphere containing 5% CO,. The
medium was renewal every 48 h. When cells got 90% confluence, were trypsinized by adding
1.6 ml of trypsin-EDTA solution for 5 min. Then, 6 mL of complete fresh medium was added
and cells were centrifuged at 120 g for 5 min. The pellet of cells was suspended in fresh media
and the concentration of cells determined with a hemocytometer. Cells were seeded at 5x10°
cells per well in 96-well plate, and incubated in 100 pL of complete culture medium for 24 h at
372C in a humidified atmosphere containing 5% CO, prior to the addition of the samples. After
24 h, the medium was replaced with 95 pL of complete medium plus 5 pL of phosphate buffer
saline pH 7.4 (PBS) in negative control wells, 99 uL of complete medium plus 1 plL of quercetin
(Sigma) solution at 20 mM in methanol, and in treatment wells 95 pL of complete medium plus
5 uL of nitrogen compounds extracts in PBS obtained as above at 20 mg/mL. The medium of
each treatment and controls was replaced in 96 well plates every 24 h. The proliferation of the
cells was assessment using the colorimetric MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazol;
Sigma) assay according to Olsen et al. (2012) with slight modification, at 24, 48 and 72 h. To
determine the living cells, the medium was removed and 200 pL of not supplemented medium
and 50 pL of MTT solution at 5 mg/ml were added to each well and plates were incubated for
4h at 372C. After incubation, the medium was removed and the resulting blue MTT formazan
precipitated was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO) (200 pL). Finally, the absorbance at
570 nm was determined using a spectrophotometer (Fluostar Optima microplate reader; BMG

LABTECH, Offenburg, Germany). The antiproliferative effect was calculated as the percentage
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of growth inhibition with respect to the negative control cells, according to the following
equation: % Antiproliferative  activity= [(Absorbance negative control- Absorbance

samples)/(Absorbance negative control)]*100

In vitro pepsin—pancreatin simulated Gl digestion

Simulated gastrointestinal digestion using an in vitro pepsin—pancreatin hydrolysis was
performed according to Cing-Mars et al. (2008) and You et al. (2010) with a slight modification.
Extracts were adjusted to pH 2.0 with 1 M HCl and pepsin (4% weight as received/weight of
protein in the powder (~85% protein)) was added. After that, the mixture was incubated for 90
min at 379C. Then the pH was raised to pH 7.5 with 1 M NaOH, pancreatin was added (4%
weight as received/weight of protein in the powder (~85% protein) and the mixture was
incubated again at 379C for 2 h. To finish the digestion, the test tubes were maintained in
boiling water for 10 min. Finally the Gl digests were chilled to room temperature and
centrifuged at 5000 rpm for 5 min.

To study the changes in antimicrobial, antihypertensive and antiproliferative activities of
samples after the simulated gastrointestinal digestion, samples of Gl digests were recovered

and the assays were done as described above.

HLPC-ESI-MS analysis of the extracts

The nitrogen compounds presents in the extracts were analyzed by HLPC-ESI-MS as described
Gbémez-Ruiz et al. (2008) on an Agilent series 1100 apparatus (Agilent Technologies, Palo Alto,
USA). A Supelcosil LC-18 column (SUPELCO, Bellafonte, USA) was used with mobile phases (A) a
medley of water-trifluoroacetic acid (1000:0,37, v/v) and (B) acetonitrile-trifluoroacetic acid
(1000:0,27, v/v) in a gradient of solvent B in A rising from 0 to 45% in 60 min, and from 45 to
70% in 5 min at a flow rate of 0.8 ml min™. Nitrogen compounds were characterized on an

Agilent series 6100 Series Single Quad LC/MS (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) equipped
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with a multimode source in electrospray ionization mode, according to their retention time
and mass spectrum. Standards of biogenic amines (histamine, tyramine, tryptamine,
cadaverine, putrescine, 2-phenylethylamine, spermine, and spermidine), amino acids (alanine,
arginine, aspartic acid, cystine, glutamic acid, glycine, histidine, isoleucine, leucine, lysine,
methionine, phenylalanine, proline, serine, threonine, tyrosine, valine, and taurine), and
carnitine (Sigma—Aldrich Quimica S.A., Madrid, Spain) were used. The other nitrogen

compounds detected were tentatively recognized by their mass spectra.

Statistical analysis

Statistical analysis of the data was realized using SPSS for Windows, 22.0 (SPSS Inc. Chicago, IL,
USA). Physicochemical parameters, microbial counts and the functional activities were studied
by variance mixed ANOVA. Mean values were analyzed by Tukey’s honestly significant
difference (HSD) test (p<0.05). The relationships among the functional activities found in the
extracts and the nitrogen compounds detected at end of the processing of the meat

fermented sausages studied were estimated by principal component analysis (PCA).

Results and Discussion

Physico-chemical and microbial parameters

The physico-chemical values of the two Iberian dry-cured sausages during the ripening
processes are presented in Table 1. There were no relevant differences in the evolution of
moisture between the control batches of the two sausages studied. This parameter was not
clearly affected by the starter cultures, with similar mean values among inoculated batches
and the control batch for ‘salchichén’ and ‘chorizo’ during ripening. The evolution of a, was
associated with moisture loss with final values of less than 0.81 in all the batches (Table 1). The

final pH values ranged from 5.1 to 5.8 for ‘salchichén’ and from 5.8 to 5.9 for ‘chorizo’ (Table
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1). Similar pH levels have been reported for sausages with no initial fermentation period at
high temperatures and with long ripening times, including Iberian dry-fermented sausages
(Mauriello et al., 2004; Fista et al., 2004; Martin et al., 2007; Spaziani et al., 2009). The counts
of LAB and GPCPC in the mass (before stuffing the sausage) were 3 log cfu g™ higher in the
inoculated batches for both microbial groups (data not shown). The microbial values during
ripening showed LAB counts greater than 7 log cfu g at the end of ripening in all batches,
except for the control batch of chorizo, which remained lower than 6 log cfu g™ (Table 1). The
16S rRNA gene sequence analysis indicated the presence of P. acidilactici MS198 and P.
acidilactici MS200 among the predominant LAB in each inoculated batches until the end of
processing. These levels of LAB were similar to those found in other fermented sausages
(Ambrosiadis et al., 2004; Gonzalez and Diez, 2002). With respect to GPCPC, the 16S rRNA gene
sequence analysis showed the presence of S. vitulus RS34 in the inoculated batches of both
studied sausages. At the final of ripening, GPCPC counts were above 5.4 log cfu g™ in all
batches except for ‘salchichdn’ (Table 1). The final numbers in both fermented meat products
(4.14-6.52 log cfu g™*) were similar to the ranges usually reported for other traditional

Mediterranean sausages (Drosinos et al., 2005; Mauriello et al., 2004).

Inhibition of angiotensin-I conversing enzyme activity of extracts

At the end of the ripening process no significant differences were observed in the ACE
inhibitory activity between controls and starter culture P1985S34 batches (Figure 1). However,
Batch P200S34 inoculated with the strain P. acidilactici MS200 showed inhibitions of 55.37% in
‘salchichén’ and 40.37% in ‘chorizo’ sausage. This strain was the best adapted during ripening
of sausages (Casquete et al. 2011b). In addition, the high percentage of activity observed is due
to the microbial proteases activity of the starter culture (Benito et al., 2007; Casquete et al,

20114, b; Martin et al., 2007).
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After gastrointestinal digestion simulation extracts obtained at the end of the ripening
maintained the ACE inhibitory activity. This is important because the ACE inhibitor compounds
released during food processing must be able to survive the gastrointestinal digestion to be
absorbed and reach the cardiovascular system to exercise potential hypotensive effect

(Vermeirssen et al., 2004).

Determination of antiproliferative activity on HT-29 colon adenocarcinoma cell line.

After study antiproliferative activity in ‘chorizo’ sausages it was observed that the extracts
obtained had a low growth inhibition of tumor cells (Figure 2). The observed inhibition
appeared only when the samples were incubated with tumor cells for 72 hours and this
inhibition did not exceed 4%. After gastrointestinal digestion in vitro, the extract activities
increased significantly (p <0.05), but after 24 hours of incubation continued without activity.
After 48 hours, activity appeared in the control batch reaching values around 10% inhibition of
growth of tumor cells.

Finally, when after 72 hours incubation, all digested extracts from ‘chorizo’ sausages showed a
significant activity increased, reaching values ranging between 20% and 37%. This activity
increased is due to the action of digestive enzymes that produce new compounds from
inactive molecules present in the extracts (Matsui et al., 2002; Rutherfurd-Markwick and
Moughan, 2005; Vermeirssen et al, 2004). In these cases, the activity by the extracts obtained
from inoculated with starter cultures batches was equal or lower than the control batch
activity, indicating that in the ‘chorizo’ sausages, the nitrogen compounds produced by the
bacterial proteases are not responsible for the antiproliferative activity found.

However, extracts obtained from ‘salchichén’ sausages showed high degree of growth
inhibition of tumor cells and a clear effect of the incubation time was observed too, so the
longer the incubation, greater inhibition was observed. Furthermore, the inhibition produced

by the inoculated batches was significantly higher (p <0.05) than the control batch throughout

193



336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

347

348

349

350

351

352

353

354

355

356

357

358

359

360

361

Resultados

the assay. The proteolytic activity produced by lactic acid bacteria and staphylococci on meat
proteins (Casaburi et al, 2005, 2008; Drosinos et al., 2007; Fadda et al, 1999a, b, 2010;
Mauriello et al, 2002, 2004; Rodriguez et al, 1998) leads nitrogen compounds with
antiproliferative activity.

After in vitro gastrointestinal digestion, the activity remained or slightly decreased. Despite
this, the extract obtained from P200S34 batch highlight because of its high inhibition
percentage, 47.2% after 48 hours and 61.2% after 72 hours of incubation with tumor cells. Our
results are higher than those obtained by Picot et al.,, (2006) when studying the
antiproliferative activity of 18 hydrolyzed fish protein on the cell lines MCF-7 and MDA-MB-

231, finding 25% and 40% of inhibition after 72 hours of incubation.

Antibacterial activity against pathogenic bacteria

The activity against Escherichia coli growth of the extracts obtained at the end of maturation,
the control batch showed antimicrobial activity significantly higher than that the inoculated
batches (Figure 3). After gastrointestinal digestion, these values remained. In ‘salchichon’
sausages, no significant differences between the control and inoculated with starter cultures
batch were observed. After gastrointestinal digestion, there was a significant increase in
antimicrobial activity in all extract batches. Furthermore, the batch inoculated with the starter
culture P200S34 was significantly higher than the control and P198S34 batch, showing a
inhibition percent around 15%. Again P200S34 batch showed the highest activity and was the
best adapted to the conditions of ripening process (Benito et al., 2007; Casquete et al, 20113,
b; Martin et al, 2007).

In the inhibition caused by the ‘chorizo’ sausages on the growth of Salmonella choleraeuis it
was observed that the P198S34 batch had activity significantly higher than the control and
P200S34 batch (Figure 4), although this was close to 8% growth inhibition. This difference

between ‘chorizo’ batches disappeared after in vitro gastrointestinal digestion. In “salchichon”
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sausages, inoculated batches had a higher antibacterial activity than control batch. After
digestion all batches increased the activity significantly. There are numerous studies that
demonstrate the high resistance of Salmonella sp. to different types of antimicrobial
compounds because of resistance of these microorganisms (Foley and Lynne, 2007, McEwen
and Fedorka-Cray, 2002). This would explain the low sensitivity of S. choleraesuis strain to
antimicrobial compounds present in the extract.

Control batch showed an antimicrobial activity against Staphylococcus aureus significantly
higher than inoculated batches (Figure 5). After gastrointestinal digestion, no antimicrobial
activity was observed. In ‘salchichdn’ sausages, the control batch showed the lowest
percentage of inhibition (10.32%), while the extracts obtained from starter cultures batches
had activity values significantly higher, ranging from 12.8 to 14 ,3 %. These values increased
after gastrointestinal digestion, reaching 16% compared to 12% that showed by control batch.
Ammor et al., 2006 examined the antimicrobial activity of 87 lactic acid bacteria, and found
that only three strains of Lactococcus garvieae showed activity against S.aureus.

The antibacterial activity of extracts against Listeria monocytogenes CECT 911 was null (Figure
6). These results indicate that nitrogen compounds of low molecular weight are not
responsible for the inhibition of L. monocytogenes. Furthermore, different authors have
investigated the influence of lactic acid bacteria in the inhibition of L. monocytogenes showing
that this inhibition occurs due to bacteriocin production (Callewaert et al., 2000; Hugas, 1998;
Hugas and Monfort, 1997; Hugas et al., 2003; Johnson et al., 1990; Jones et al, 2008;.
Mataragas et al., 2003; Schobitz et al., 1999; Tantillo et al., 2002).

Finally, the antibacterial activity against Bacillus cereus reached values between 20% and 25%
inhibition (Figure 7), the higher percentage of inhibition obtained in our study. Furthermore,
no significant differences between the control and the inoculated batches were observed.
After gastrointestinal digestion, the activity was maintained except for P200S34 batches that

suffered a significant decreased. The high inhibition obtained on B. cereus could be of great
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interest because a few bacteriocins produced by lactic acid bacteria are effective against the

genus Bacillus (Licke, 2000).

Low molecular weight nitrogen compounds and their influence on functional activities

The analysis of the low molecular weight nitrogen compounds of different batches after of
simulation of gastrointestinal digestion in vitro stage allowed detection for a total of 22 major
compounds, 13 of which were potentially identified (Table 2). The extracts were mainly
constituted by several endogenous compounds and their degradation products (6) but also
small peptides (9), free amino acids (6), and biogenic amines (1) from meat protein
degradation. Most of the identified nitrogen compounds have been reported as majority
components of the NPN fraction in meat products, including fermented sausages (Broncano et
al. 2012).

Natural nitrogen compounds were the most abundant compounds in the extract profiles of
both meat products. This group of compounds included as the major components creatine
(15.30-24.07% of total area) and creatinine (15.23-24.22% of total area), the latter derived
from creatine degradation. These compounds together carnosine were most abundant in
‘chorizo’ after de gastrointestinal digestion in vitro. As well as ‘chorizo’, creatinine (11.76—
27.56% of total area) was most abundant in ‘salchichén’ samples.

Another group of nitrogen compounds included amino acids and amines, and indeed it is
known that some of these compounds show antiproliferative activity (Netke et al., 2003;
Roomi et al., 2005, 2006). The free amino acids Lys, Leu, lle, Pro, Met, and Phe, detected in the
studied extracts, have been described as among the most abundant compounds derived from
proteolytic activity during the process of sausage fermentation (Benito et al. 2005; Leggio et
al., 2012). The biogenic amine tyramine was also detected, which is produced mainly by
microbial decarboxylation of free amino acids that are formed during the maturation process

(Suzzi and Gardini, 2003).
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Finally, the group of presumed peptides (a total of nine compounds) at the final stage of
ripening represented 23.21 and 19.81% of the total area for ‘chorizo’ and ‘salchichén’,
respectively (Table 2). The compounds with m/z 191, 118 and 146 were found in relevant
amounts in both sausages. The compound with m/z 365 were only find out in ‘salchichén’
whereas the compounds with m/z 277, 124, and 159 were only clearly detected in ‘salchichon’
samples.

In order to determine the influence of the extract components on the activities studied, a PCA
was performed with the extract profiles of the samples obtained after the gastrointestinal
digestion and their ACE-inhibitory, antibacterial and antiproliferative activities (Figures 8 and
9). For ‘salchichén’, the most of the identified nitrogen compounds were mainly explained by
the first axis (PC 1) of the PCA. These compounds were clearly associated with P200S34 batch,
suggesting a higher proportion of NPN derived from proteolysis products in the extracts of
inoculated batches. In fact, the second axis (PC 2) of the PCA was defined by the functional
activities, and the amino acids lysine and proline (Figure 8). These amino acids were related
with the antiproliferative activity and have been widely used in combination with arginine and
ascorbic acid, among others, to inhibit the growth of cancer cell lines (Neetke et al., 2003;
Roomi et al., 2005, 2006). The ACE inhibition activity was not associated with any of the
compounds detected.

Regarding the ‘chorizo’ samples, again the natural nitrogen compounds and most amino acids
were related with the first axis (PC1) of the PCA, while activities were again mainly explained
by the second axis (PC2) (Figure 9). The compounds with m/z 146 and 277 showed a significant
correlation with the ACE inhibition activity while antiproliferative activity was associated again
with the amino acids lysine.

The nitrogen compounds and amino acids linked to PC1 in ‘salchichdn’ included natural
compounds that were related to inoculated batches P200S34. However, in contrast to

‘salchichén’, the control samples of ‘chorizo’” were mainly associated with presumed peptides
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and amino acids, probably as a consequence of the higher proteolytic activity of
autochthonous microorganisms in this meat product.

In conclusion, the microbial population found in fermented sausages significantly influences
the profile of the low molecular weight nitrogen compounds and the functional activities. The
inoculation of well-adapted starter cultures with high proteolytic activity increased the ACE-
inhibitory and antiproliferative activity of these extracts, mainly due to an increase in free

amino acids such as Lys and Pro, but also small peptides.
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Figure 1. ACE inhibitory activity values of the peptidic extracts of ‘salchichén’ and ‘chorizo’
obtained during the ripening period and differences among control and inoculated batches
with starter cultures 198534 (198) and 200534 (200). SSB: Statistical significance bar using the
Tukey HSD test.

Figure 2. Antiproliferative activity values of the peptidic extracts of ‘salchichdn’ and ‘chorizo’
obtained during the ripening period and differences among control and inoculated batches
with starter cultures 198534 (198) and 200S34 (200). SSB: Statistical significance bar using the
Tukey HSD test.

Figure 3. Percent inhibition of the starter cultures obtained from the different sausages against
Escherichia coli CECT4267 before and after simulated gastrointestinal digestion. SSB: Statistical

significance bar using the Tukey HSD test.

Figure 4. Percent inhibition of the starter cultures obtained from the different sausages against
Salmonella choleraesuis CECT4395 before and after simulated gastrointestinal digestion. SSB:

Statistical significance bar using the Tukey HSD test.

Figure 5. Percent inhibition of the starter cultures obtained from the different sausages against
Staphylococcus aureus CECT976 before and after simulated gastrointestinal digestion. SSB:

Statistical significance bar using the Tukey HSD test.

Figure 6. Percent inhibition of the starter cultures obtained from the different sausages against
Listeria monocytogenes CECT911 before and after simulated gastrointestinal digestion. SSB:

Statistical significance bar using the Tukey HSD test.

Figure 7. Percent inhibition of the starter cultures obtained from the different sausages against
Bacillus cereus CECT131 before and after simulated gastrointestinal digestion. SSB: Statistical

significance bar using the Tukey HSD test.

Figure 8. PC1 and PC2 (48.6% and 19.6% of the explained variance, respectively) of the PCA for
the ‘salchichén’ samples at the end of processing. Score plot showing the detected nitrogen
compounds in the peptidic extracts and the functional activities (A). Loading plot indicating the

location of the batches analyzed (B). N1-N6; A1-A7; P1-P9: Code for nitrogen compounds in
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Table 2. IACE: Inhibition of Angiotensin-I converting enzyme activity; AP: Antiproliferative

acticity; AB5: Antibacterial activity against Bacillus cereus.

Figure 9. PC1 and PC2 (50.4% and 20.7% of the explained variance, respectively) of the PCA for
the ‘chorizo’ samples at the end of processing. Score plot showing the detected nitrogen
compounds in the peptidic extracts and the antioxidant activity (A). Loading plot indicating the
location of the batches analyzed(B). N1-N6; A1-A7; P1-P9: Code for nitrogen compounds in
Table 2. IACE: Inhibition of Angiotensin-l converting enzyme activity; AP: Antiproliferative

acticity; AB5: Antibacterial activity against Bacillus cereus.
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Table 1. Physicochemical parameters and microbial counts at final of the processing of Iberian dry-fermented sausages.

Physicochemical parameters®

Microbial counts (log CFU/g)*

Moisture (%) A, pH LAB GPCPC

Media SD Media SD Media SD Media SD Media SD
~§: Control 21.2 + 2.02 0.74° + 0.010 5.79° + 0.36 6.62°° + 0.89 4.87°*¢ + 0.41
% P198534 23.8 + 231 0.74° + 0.009 5.72° + 0.10 5.76*° + 0.49 3.51° + 0.48
& P200S34 264 + 191 0.77° + 0.004 5.15° + 0.05 5.95*° + 0.89 467*° + 0.3
g Control 253 + 2.36 0.78°° + 0.008 5.79° + 0.09 5.57° + 0.62 5.38°° + 0.20
E P198534 21.9 + 3.23 0.81° + 0.015 5.92° + 0.04 7.05° + 0.13 5.43°° + 0.38
© p200s34 202 + 1.74 0.80° + 0.010 5.85° + 0.03 7.05° + 0.50 6.05° + 0.95

! Mean values correspond to the analysis of three sausages and each analysis was done in triplicate.
2For a given parameter or count. values with different lowercase are significantly different (P<0.05).
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792  Table 2. Nitrogen compounds detected by HPLC-ESI-MS in extracts of ‘chorizo’ and ‘salchichén’ batches after the gastrointestinal digestion in vitro.

. 5 s Salchichén® Chorizo *
Rt Cd~ Compound ID° m/z Mass fragments - A - A
Min Max Mean SD Min  Max Mean SD

Natural compounds 34.04 43.64

1.9 N1 Taurine a 126.1 109.1; 126.1 0.73 0.98 0.87 0.08 +0.87 <1 -1.37
2.37 N2 Carnosine b 227.1 227.1;210.1 459 981 7.65 194 -032 491 8.10 6.12 0.88 -3.33
2.49 N3 Anserine b 241.1 241.1;170.1 <1 -2.35 <1 -2.25
2.54 N4 Carnitine a 1621 162.1 3,57 5.17 4.45 0.51 -2.06 293 798 5.38 1.47 -4.00
2.8 N5 Creatine b 132.1 132.1; 115.1 15.30 24.07 18.58 2.73 +0.16 9.07 20.26 15.49 4.41 -4.86
2.81 N6 Creatinine b 114.1 114.1 15.23 24.28 21.07 298 +7.75 11.76 27.56 16.65 6.27 -7.57
Amino acids and amines 27.56 30.52

2.17 Al Lysine a 1471 130.1; 147.1 6.63 12.30 9.14 1.84 +4.41 1293 16.42 14.45 1.31 +11.98
2.56 A2 Proline a 116.1 116.1 1.92 274 2.28 0.37 -5.85 396 6.33 5.18 0.75 +0.61
6.29 A3 Methionine a 150.1 133;150.1 1.28 253 187 0.42 +1.87 1.09 2.01 1.61 0.28 0+.26
14.1 A4 Isoleucine a 1321 132.1 1.12 14.43 3.51 3.40 +3.51 <1 -1.21
15.24 A5 Leucine a 1321 132.1 6.40 15.97 592 346 +472 0.00 851 1.02 287 -1.91
16.31 A6 Tyramine a 1211 121.1-138.1 1.36 3.58 243 0.79 +0.93 <1 -3.97
31.09 A7 Phenylalanine a 166.1 120.1-166.1 <1 - 536 8.73 7.24 1.27 +6.25
Presumed peptides and other compounds 19.81 23.21

2.1 P1 Compound 1 ¢ 190.9 190.9;380.9;478.9;614.9;750.9 195 3.72 243 0.54 -2.01 257 7.49 4.13 1.47 +0.63
2.15 P2 Compound 2 c 1181 118.1;203.1 7.72 12.35 10.48 1.76 +4.87 857 11.84 10.07 1.07 -0.27
2.23 P3 Compound 3 ¢ 365.1 365.1 1.54 287 204 0.43 -0.23 <1 -1.01
3.16 P4 Compound 4 ¢ 1461 146.1 0.00 0.91 0.47 030 -1.77 1.88 1092 4.31 3.37 +4.31
3.36 P5 Compound5 c 277.1 227.1;407.1;504.1 <1 -1.92 0.08 1.80 0.59 0.70 +0.59
4.7 P6 Compound 6 c 1241 124.1 <1 -7.82 136 3.66 2.43 0.76 +2.43
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5.63 P7 Compound 7 ¢ 159.1 159;1 295.1 <1 -5.16 132 244 168 0.35 -2.24

5.93 P8 Compound 8 c 1371 137.1 242 526 394 092 -091 048 286 1.62 081 -4.75

7.28 P9 Compound 9 ¢ 2051 204.1 0.25 1.11 0.45 0.27 -232 048 1.70 1.02 0.48 +1.02
'Code used in PCA analysis

793

794

’|dentification levels: a: Standard; b: data base mass bank (http://www.massbank.jp); c: unidentified compound.
* The most abundant fragment ions.

*Values expressed in percentage of the main fragment ions of the nitrogen compounds detected.
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IV.4.- Potential antimicrobial and antiproliferative activities of
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Abstract

This work studied the presence of nitrogen compounds with antimicrobial and antiproliferative
activities in Iberian pork sausages manufactured using different autochthonous starter cultures
Pediococcus and Staphylococcus and protease EPg222. It was tested activity against spoilage
and pathogenic bacteria such us Bacillus cereus, Escherichia coli, Salmonella cholerasuis,
Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes, and the antiproliferative activity on Caco-2
colon adenocarcinoma cell line. Nitrogen compounds smaller than 5 kDa were extracted on
different days of the ripening process. Inhibitory effects of nitrogen compound extracts before and
after simulated gastrointestinal digestion were studied by following the ability of the target
microbes and cell line to grow in a medium containing sterilised extracts. It was generally observed
that the extracts obtained after 90 days were more active, as evidenced by the highest activity
samples being obtained from sausages inoculated with the enzyme EPg222 and the starter
culture P200S34, both together and separately. The extracts were more active against B.
cereus and showed no activity against L. monocytogenes. We can conclude that starter cultures
containing P200S34 and protease EPg222 generate extracts which cause inhibition of the
growth of pathogens, making this a promising tool for biocontrol in the meat industry. On the
other hand, the inoculation of well-adapted starter cultures with high proteolytic activity
increased the antiproliferative activity of these extracts, mainly due to an increase in free amino

acids such as Lys and Pro, but also small peptides.

Keywords: biocontrol, autochthonous starter culture; protease EPg222; sausages; bioactive

nitrogen compounds.
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1. Introduction

Iberian dry cured sausages are high quality meat products that are traditionally
manufactured from lIberian pigs of South West of Iberian Peninsula. They are not heat treated
products, and pathogenic or spoilage bacteria can be found both during and at the end of the
ripening process. Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella
spp. and some Escherichia coli strains are known to be common foodborne pathogenic bacteria
and are frequently isolated from meat and meat products (Borch and Arinder 2002; Ferreira and
others 2006, 2007; Casquete and others 2012b). L. monocytogenes is a ubiquitous
microorganism which has been isolated from almost all environments due to the fact that it can
survive under a wide range of conditions, including in meat products (Soriano and others 2001;
Licke and Zangerl 2014); several outbreaks of listeriosis have even been connected with its
consumption (Farber and Peterkin 1991; Cartwright and others 2013). In addition, S. aureus is
often found in food, being one of the principal causes of foodborne bacterial intoxications, and it
has occasionally been isolated from Iberian pork sausages (Martin and others 2007; Benito and
others 2008a). Despite this, the risk of the growth of foodborne pathogens in dry cured meat
products is considered low due to the composition of these products and the physicochemical
changes that occur during ripening. Therefore, the manufacturing process is essential for
reducing the number of pathogenic microorganisms, although it seems that pathogens can
sometimes survive this process (Moore 2004; Xavier and others 2014), thus making it essential
to control the presence of common pathogens in these kinds of foods.

To ensure appropriate hygiene and safety of these products, starter cultures which
provide the desired fermentation sausages parameters, are used to prevent the growth of
pathogenic and spoilage microorganisms. The most important microorganisms that have been
used as starter cultures in the manufacture of cured meat products are lactic acid bacteria
(LAB) and staphylococci (Leroy and De Vuyst 2004; Ammor and Mayo 2007). LAB, during
ripening, are responsible for the drop in pH as a consequence of organic acid production and
can also produce small peptides called bacteriocins, which contribute to the safety of the final
product (Hugas 1998). However, the effectiveness of bacteriocin in the sausage can be

conditioned to a wide range of factors such as the limited spectrum of action, physical
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conditions, low production under the manufacturing conditions, genetic instability, low diffusion
throughout the product and solubility, inactivation by meat proteases, resistance of the target
strain, and interference by meat components, in particular adsorption to fat and meat particles
or inhibition by salt and curing agents (Schillinger and others 1996; Leroy and others 2006).
Consequently, research into new natural antimicrobial substances to control foodborne
pathogens in dry cured sausages remains an important objective for this industry. In this sense,
many authors have demonstrated the capacity of bioactive peptides derived from food to inhibit
foodborne pathogens (Mine and others 2004; Jang and others 2008; Gong and others 2009;
Daroit and others 2012; Silva and others 2012). These peptides can be produced from
precursor proteins through the proteolytic actions of microorganisms, starter and non-starter
cultures, by in vitro enzymatic hydrolysis with enzymes from microbial, animal or plant origins,
chemical synthesis or food processing (Sibel Akalin 2014). LAB and staphylococci possess
extracellular and intracellular proteinases and peptidases for possible application in the
production of bioactive peptides (Mauriello and others 2004; Flores and Toldra 2011).
Proteolytic starter cultures have been used to generate antimicrobial peptides from different
food matrices (Gagnaire and others 2001; Rizzello and others 2005, 2013; Lee and others
2013). However, there are few studies on the release of antimicrobial peptides by
microorganisms in dry cured meat products.

On the other hand, antiproliferative activity studies against several tumor and normal
human cell lines of different compounds is nowadays very important. Cancer is one of the
largest single causes of death in both men and women (Kaufman and Earnshaw, 2000).
Frequently, resistance to anticancer drugs has been observed (Lind et al., 2001). Therefore, the
research and development of more effective and less toxic drugs by the pharmaceutical industry
has become necessary, prompting a growing interest in the identification and characterization of
natural antitumor agents. The elimination of cancer in the early stages is an integral part of
chemoprevention, and measuring the cytotoxic properties of a given compound against cancer
cells provides useful insight into its chemoprotective potential. However, no reference has been
made in previous reports of any antiproliferative/cytotoxic effect of fermented meat products

derived peptides on cancer cells
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The starter cultures used in this study are highly proteolytic, and can generate bioactive
nitrogen compounds during ripening that may have a wide range of biological functions such as
antimicrobial or antiproliferative activites (Rutherfurd-Markwick and Moughan 2005; Korhonen
and Pihlanto 2006; Shahidi and Zhong 2008).

The aim of this work was to study the presence of nitrogen compounds with
antimicrobial and antiproliferatvie activities in the manufacture of Iberian pork sausages with
different autochthonous starter cultures and protease EPg222. It will be tested activity against
spoilage and pathogenic bacteria and the antiproliferative activity on Caco-2 colon

adenocarcinoma cell line.

2. Materials and Methods

2.1. Biological material

For this work, two kinds of dry fermented sausages, salchichén and chorizo, described
by Casquete and others (2011a, b, ¢, 2012a, b) in two different industries were used to obtain
nitrogen compound extracts. In the manufacture of dry fermented sausage, four autochthonous
microorganisms, three Pediococcus acidilactici (MC184, MS198 and MS200) and
Staphylococcus vitulus RS34, as well as the protease EPg222 were used (Benito and others
2006, 2007; Martin and others 2007; Benito and others 2008a). In total, six different batches for
each industry and product were prepared: a control batch without the addition of a starter
culture (Control), three batches with the association of each P. acidilactici strain and S. vitulus
RS34 (P184S34, P198S34, and P200S34), and finally two batches elaborated with the protease
EPg222, alone (EPg222) and in combination with the starter culture containing P. acidilactici
MS200 and S. vitulus RS34 (EPg222+P200S34). Samples were taken from three different

sausages from each batch at the end of the ripening, at 90 days.

2.2. Preparation of nitrogen compounds extracts
The nitrogen compounds were extracted according to De Ketelaere and others (1974)
and Bauchart and others (2006). Fifteen g of each sample was homogenised in 0.6N perchloric

acid with an Omni Mixer Homogeniser. The homogenate was centrifuged for 15 min at 4,000
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rpm. The soluble fraction located between the upper layer and the precipitate was filtered
through Whatman No. 54 filter paper. The pH was neutralised to pH 6 with 30% KOH. To
eliminate the potassium perchlorate formed during neutralisation, extracts were filtered again.
Finally, extracts were ultrafiltrated through a hydrophilic 10 and 5 kDa cut-off membrane
(Pellicon XL, Millipore Corporation, Billerica, MA, USA). The protein content of the 5 kDa-
permeates extracts was determined by the colorimetric method based on bicinchoninic acid
(BCA) assay kit (Pierce, Rockford, IL, USA), using bovine serum albumin as standard protein.

The different extracts were lyophilised and kept frozen at -80°C until antibacterial activity testing.

2.3. In vitro pepsin-pancreatin simulated Gl digestion

Simulated Gl digestion using an in vitro pepsin—pancreatin hydrolysis was carried out
according to Cing-Mars and others (2008) and You and others (2010), with slight modifications.
The pH of nitrogen compounds extracts was adjusted to pH 2.0 with 1 M HCI and incubated at
37°C with pepsin (4% weight as received/weight of protein in the powder (~85% protein)) for 90
min. Before pancreatic digestion, the pH was adjusted to pH 7.5 with 1 M NaOH. Pancreatin
was added (4% weight as received/weight of protein in the powder (~85% protein)), and the
mixture was incubated at 37°C for 2 h. To terminate the digestion, the test tubes were kept in
boiling water for 10 min and then cooled to room temperature and centrifuged at 5000 rpm for 5
min. Finally, the protein content of the 5 kDa-permeates extracts was determined by the BCA
method (Pierce, Rockford, IL, USA) using bovine serum albumin as standard protein and the

different extracts were lyophilised and kept frozen at -80°C until antibacterial activity testing.

2.4. Antibacterial activity testing

Inhibitory effects of nitrogen compound extracts before and after Gl digestion on selected
potentially harmful microorganisms were studied by following the ability of the target microbes to
grow in a medium containing sterilised extracts, as described Ruiz-Moyano and others (2009).
Selected pathogen bacteria were obtained from Spanish Type culture collection. The strains
were grown at least twice prior to the experiment in Brain-Heart Infusion broth (BHI) (Scharlab,
Barcelona, Spain) for 18h at 37°C (E.coli CECT4267, S.cholerasuis CECT4395, S.aureus

CECT976, L.monocytogenes CECT911, B.cereus CECT131). The nitrogen compounds extracts
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were reconstituted in Milli-Q water at 600 pg/ml and filter-sterilised. The test was performed in
100-well flat-bottomed honeycomb plates; 247 ul of BHI broth was inoculated with 3 ul from a
suspension of tested microorganisms at 10° (cfu/ml) and 50 ul of test fractions (Final
concentration 100 pg/ml). BHI broth inoculated with test microorganisms and 50 pl of Milli-Q
water, was used as a control. The ability of each strain to grow in supplemented broth was
evaluated by following microbial growth at 37°C for 24 h with an automated turbidometer
Bioscreen C Analysis System (Labsystems, Finland). The optical density was measured with a
wide band filter (OD 420-580 nm). Each assay was performed in triplicate. The absorbance was
measured at 15 min intervals during the incubation period preceded by 10 seconds shaking at
medium speed. The inhibitory effect of nitrogen compound extracts on the foodborne pathogens
was determined by comparing the turbidity readings of each strain with those obtained in the
absence of nitrogen compound extracts. The percentage inhibition was calculated with the
following formula:
%inhibition = (ABS control — ADS assay /ADS contror) X 100

where Abs ..ol IS the optical density of the growth of the test strain in the absence of nitrogen
compound extracts and Abs .n is the optical density of the growth of the test strain in the

presence of nitrogen compound extracts.

2.5. Determination of antiproliferative activity on HT-29 colon adenocarcinoma cell line.
The antiproliferative test was development using the HT-29 ATCC HTB-38 human
colorectal adenocarcinoma cell line. The cells were routinely grown in flask with McCoy's 5A
medium containing 10% FBS and incubated at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5%
CO,. The medium was renewal every 48 h. When cells got 90% confluence, were trypsinized by
adding 1.6 ml of trypsin-EDTA solution for 5 min. Then, 6 mL of complete fresh medium was
added and cells were centrifuged at 120 g for 5 min. The pellet of cells was suspended in fresh
media and the concentration of cells determined with a hemocytometer. Cells were seeded at
5x10° cells per well in 96-well plate, and incubated in 100 pL of complete culture medium for 24
h at 37°C in a humidified atmosphere containing 5% CO, prior to the addition of the samples.
After 24 h, the medium was replaced with 95 pL of complete medium plus 5 pL of phosphate

buffer saline pH 7.4 (PBS) in negative control wells, 99 pL of complete medium plus 1 pL of
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quercetin (Sigma) solution at 20 mM in methanol, and in treatment wells 95 pL of complete
medium plus 5 L of nitrogen compounds extracts in PBS obtained as above at 20 mg/mL. The
medium of each treatment and controls was replaced in 96 well plates every 24 h. The
proliferation of the cells was assessment using the colorimetric MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)-
2,5-difeniltetrazol; Sigma) assay according to Olsen et al. (2012) with slight modification, at 24,
48 and 72 h. To determine the living cells, the medium was removed and 200 pL of not
supplemented medium and 50 pL of MTT solution at 5 mg/ml were added to each well and
plates were incubated for 4h at 37°C. After incubation, the medium was removed and the
resulting blue MTT formazan precipitated was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSQ) (200 pL).
Finally, the absorbance at 570 nm was measured using a spectrophotometer (Fluostar Optima
microplate reader; BMG LABTECH, Offenburg, Germany). The antiproliferative effect was
determined as the percentage of growth inhibition with respect to the negative control cells,
according to the following equation: % Antiproliferative activity= [(Absorbance negative

control- Absorbance samples)/(Absorbance negative control)]*100

2.6. HLPC-ESI-MS analysis of the extracts

The nitrogen compounds presents in the extracts were analyzed by HLPC-ESI-MS as
explained Gomez-Ruiz et al. (2008) on an Agilent series 1100 apparatus (Agilent Technologies,
Palo Alto, USA). A Supelcosil LC-18 column (SUPELCO, Bellafonte, USA) was utilized with
mobile phases (A) a mixture of water-trifluoroacetic acid (1000:0,37, v/v) and (B) acetonitrile-
trifluoroacetic acid (1000:0,27, v/v) in a gradient of solvent B in A increasing from 0 to 45% in 60
min, and from 45 to 70% in 5 min at a flow rate of 0.8 ml min™. Nitrogen compounds were
distinguished on an Agilent series 6100 Series Single Quad LC/MS (Agilent Technologies, Palo
Alto, USA) equipped with a multimode source in electrospray ionization mode, in agreement to
their mass spectrum and retention time. Standards of amino acids (alanine, arginine, aspartic
acid, cystine, glutamic acid, glycine, histidine, isoleucine, leucine, lysine, methionine,
phenylalanine, proline, serine, threonine, tyrosine, valine, and taurine), biogenic amines
(cadaverine, histamine, putrescine, tryptamine, tyramine,2-phenylethylamine, spermine, and
spermidine), , and carnitine (Sigma—Aldrich Quimica S.A., Madrid, Spain) were used. The other

nitrogen compounds detected were tentatively identified by their mass spectra.
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2.7. Statistical analysis

Statistical analysis of the data was carried out using one-way analysis of variance, and
the means were separated by Tukey's honest significant difference (HSD) test, (p<0.05) using
SPSS for Windows, 22.0. (SPSS Inc. Chicago, IL, USA). The functional activities were studied
by variance mixed ANOVA. The relationships among the nitrogen compounds and the
functional activities found in the extracts at end of the processing of the meat fermented

sausages studied were estimated by principal component analysis (PCA).

3. Results and Discussion

3.1. Antibacterial activity testing

The results showed no significant differences due to type of product variables, chorizo
or salchichon, or type of industry. Therefore, the differences were considered only due to the
starter culture and enzyme EPQ222. Proteolysis occurred during the ripening of dry-cured
sausages due to endogenous meat enzyme and microbial populations and is one of the most
important events resulting in the formation of peptides related to sensory quality of the final
product. The peptides generated during meat fermentation not only contribute to the
development of flavour and texture in the ripening, but could also have different bioactive
functions (Udenigwe and Howard 2013).

Table 1 shows the percent of inhibition of the extracts obtained from the different
batches against E.coli CECT4267. In general, the activity values after 60 days were lower than
at 90 days although no significant differences between days were appreciated, except in the
batch inoculated with P200S34 culture and protease EPg222. During ripening of sausages,
peptides and free amino acids increased due to hydrolysis of the proteins (DeMasi and others
1990; Diaz and others 1993, 1996; Bolumar and others 2001). Thus, at the beginning of the
ripening, high molecular weight peptides are generated, but over time, increasing lower
molecular weight compounds are formed (Henriksen and Stahnke 1997), which may be
responsible for the antimicrobial activity. Previous studies in water soluble extracts obtained

from cheese have demonstrated that the antimicrobial activity was significantly affected by the
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ripening time (Rizzello and others 2005; Lignitto and others 2012). No significant differences
between the control and inoculated batch before or after in vitro gastrointestinal digestion were
observed, although after digestion a significant increase of activity was observed. It is important
that the bioactive compounds maintain their bioactivity to pass through the human digestive
system and perform their roles inside human (Korhonen and Pihlanto 2006; Martinez Augustin
and Martinez de Victoria 2006). The values after simulating gastrointestinal digestion indicate
that the compounds with antimicrobial activity present in the extracts are resistant to the action
of enzymes responsible for gastrointestinal digestion. Furthermore, this digestion can generate
new antimicrobial compounds from other inactive molecules in the extract (Vermeirssen and
others 2004; Rutherfurd-Markwick 2012). It has also been demonstrated in previous studies that
the addition of protease EPg222 during the curing process of meat results in the release of
peptides and free amino acids that may have functional activities (Benito and others 2003a, b).
Although inhibition is not high, the results are interesting because previous studies have not
found inhibition on gram negative bacteria growth of such as E.coli, by lactic acid bacteria
(Ammor et al., 2006; Jack et al., 1995; Tantillo et al., 2002).

For inhibition of the different extracts against S. choleraesuis CECT4395, as well as
against E. coli, the values of inhibition increased from 60 to 90 days of ripening (Table 2). No
significant differences were observed before digestion. However, after the simulation in vitro,
the extracts activity was maintained or even increased in control and P20034 + EPg222 batch
significantly, from 7.5% to 12% inhibition growth. Numerous studies have demonstrated the high
resistance of Salmonella sp. to different types of antimicrobial compounds due to the different
antimicrobial resistance mechanisms (McEwen and Fedorka-Cray 2002; Foley and Lynne
2007).

Table 3 shows percentages of inhibition against S. aureus CECT 976. The extracts
obtained after 60 days of ripening did not show any inhibition, while at 90 days the different
extracts reached values of around 16% inhibition in most cases. The antimicrobial activity of the
extract is due to low molecular weight nitrogen compounds. These compounds are inactive in
the native protein, but they can be activated for release during the ripening of sausages (Vioque
and Millan 2005). This could explain why at 60 days of ripening, no antimicrobial activity

appeared and, due to the increased amount of low molecular weight compounds throughout
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ripening, the activity was increased at the end of this process. No significant differences were
observed between the control and inoculated batches. Ammor et al.,, 2006 examined the
antimicrobial activity of 87 lactic acid bacteria and found that only three strains of Lactococcus
garvieae showed activity against S.aureus. Proteolysis that takes place during ripening of meat
products is influenced by the starter cultures used (Hughes and others 2002), with microbial
proteolysis being most important during the last stages of ripening (Hugas and Monfort 1997;
Lizaso and others 1999; Hughes and others 2002).

With respect to L. monocytogenes CECT911, antimicrobial activity was not detected at
60 days before and after digestion; however, slight inhibition was observed at 90 days, with
values of around 6-7%, but no significant differences between batches were appreciated (Table
4). Although previous studies with water soluble peptide extract from different cheeses have
demonstrated a large spectrum of inhibition against foodborne pathogens including Listeria sp.,
differences in the spectrum of action and in the inhibitory concentration were observed and the
anti-listerial activity was also affected by time of ripening (Rizzelo and others 2005; Lignitto and
others 2012). Moreover, different authors have reported the influence of the LAB in inhibition of
L. monocytogenes growth during the ripening of dry cured sausages, with this antimicrobial
effect probably being the consequence of other factors such as organic acid production or
bacteriocin by LAB (Johnson and others 1990; Hugas and others 2003; Jones and others
2008).

Finally, results of inhibition of the extracts obtained from the different batches against B.
cereus CECT131 are shown in Table 5. As before, samples obtained at 60 days did not show
any inhibition of B. cereus. However, after 90 days of sausage ripening, extracts obtained
inhibited growth clearly, reaching values around 25% inhibition, the highest percentage of
inhibition obtained with the different microorganisms tested. Control batch showed lower activity
than other studied extracts. After gastrointestinal digestion, all extracts values were maintained
except P200S34 batch which suffered a significant decline of activity. This result is interesting
because few bacteriocins produced by lactic acid bacteria are effective against Bacillus sp.
(Lucke 2000). B. cereus has been isolated from fresh meat and meat products (Van Netten and
others 1990; Giffel and others 1996; Konuma and others 1988). This microorganism grows at

temperatures between 5 and 55°C, and pH 4.5 to 9.3, and supports up to 7.5% salt, which
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enables it to grow easily in dry cured sausages. The toxin production is shown to be greater at
12 to 15°C than at 30°C (Finlay and others 2000), which makes B. cereus a microbiological risk
to consider in meat products (Borch and Arinder 2002).

The high proteolytic activity of EPg222 has been previously studied during controlled
ripening of pork sausages containing this enzyme, either alone or with other starter cultures
(Benito and others 2004, 2005; Casquete and others 2011a). It has been observed that the
batches in which the enzyme was added showed a high concentration of nitrogen compounds
(Casquete and others 2011a). Therefore, batches containing EPg222 have a higher activity due
to the increased amount of antimicrobial nitrogen compounds formed by protease activity.
Furthermore, high values of proteolysis in batches with starter culture P200S34 are also due to
the activity of microbial proteases present in the starter culture (Benito and others 2007; Martin
and others 2007; Casquete and others 2011b, c).

It is generally observed that the extracts obtained after longer maturation showed higher
antimicrobial activity, presumably due to the fact that higher protein hydrolysis increases the
generation of different nitrogen compounds. In addition, between batches, the highest
antimicrobial activity was obtained from sausages inoculated with the enzyme EPg222 and the
starter culture P200S34, both together and separately, probably due to the higher proteolytic
activity, as has been shown previously by Casquete and others (2012b). Therefore, the results
of this study showed that the control of the ripening process of dry fermented sausages with
proteolytic starter cultures, alone or in combination with a protease EPg222, can lead to the
production of nitrogen compounds with moderate antimicrobial activity, contributing to
potentially controlling the presence of foodborne pathogens and ensuring the hygienic quality of

this meat product.

3.2. Determination of antiproliferative activity on HT-29 colon adenocarcinoma cell line.
In Figure 1 proliferative activity of the extracts against Caco-2 tumor cells can be
observed. It is noted that all batches increased their antiproliferative activity with the incubation
time. Batches inoculated with the starter culture and EPg222 enzyme, together or separately,
reached their maximum activity at 72 hours of incubation, however the control batch reached its

maximum activity at 48 hours and then decreased to 72 hours. All batches inoculated showed
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significantly higher activity than the control batch, with values around 30% inhibition of tumor
cells at 24 hours of incubation and more than 40% after 72 hours of incubation. Several studies
show that the use of commercial protease is an efficient way to produce bioactive compounds
from food proteins (Korhonen y Pihlanto, 2003, 2006; Lafarga y Hayes, 2014; Pihlanto y
Korhonen, 2003). Several bioactive peptides have been generated by hydrolysis with proteases,
including antiproliferative or antitumor peptides. Hsu et al. (2011) identified two peptides with
high antiproliferative activity of hydrolysates from tuna muscle with papain and protease XXIII.
On the other hand, Aleman et al. (2011) treated gelatin squid with different commercial
proteases obtaining hydrolysates tested on two tumor cells lines finding growth inhibition in all
cases. In addition, they found that the most active hydrolysates were composed mostly of
peptides with molecular weights between 500 Da and 1400 Da.

After in vitro gastrointestinal digestion is observed a decrease in the percentage of
growth inhibition of tumor cells in all batches except batches prepared with the starter culture
P200S34 which maintained its activity. Only in the batch produced with the protease EPg222

increased antiproliferative activity at 72 hours after digestiéon was observed.

3.3. HLPC-ESI-MS analysis of the extracts

The analysis of the low molecular weight nitrogen compounds of different batches at the
final ripening stage allowed detection for a total of 22 major compounds, 13 of which were
potentially identified (Table 2). The extracts were mainly constituted by several endogenous
compounds and their degradation products (6) but also small peptides (9), free amino acids (6),
and biogenic amines (1) from meat protein degradation. Most of the identified nitrogen
compounds have been reported as majority components of the NPN fraction in meat products,
including fermented sausages (Broncano et al. 2012).

A group of nitrogen compounds included amino acids and amines, were the most
abundant compounds in the extract profiles. The free amino acids Lys, Leu, lle, Pro, Met, and
Phe, detected in the studied extracts, have been described as among the most abundant
compounds derived from proteolytic activity during the process of sausage fermentation (Benito

et al. 2005; Leggio et al., 2012). The biogenic amine tyramine was also detected, which is
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produced mainly by microbial decarboxylation of free amino acids that are formed during the
maturation process (Suzzi and Gardini, 2003).

Another group of nitrogen compounds included natural nitrogen compounds. This
group of compounds included as the major components carnosine (7.79—-11.86% of total area).
This compound together carnitina were most abundant in batches before SGID. On the
contrary, creatine (12.44-23.526.51% of total area) was most abundant in samples after SGID.

Finally, the group of presumed peptides (a total of nine compounds) at the final stage of
ripening represented 20.8 and 17.51% of the total area for batches before and after SDGI,
respectively (Table 6). These percentages suggest a noticeable influence of these compounds
on functional activities of the extracts. The compounds with m/z 146, 277 and 159 were not
found in significants amounts in both sausages.

In order to determine the influence of the extract components on the activities studied, a
PCA was performed with the extract profiles of the samples obtained at the final stage of the
ripening process before simulation of gastrointestinal digestion in vitro and their antibacterial
and antiproliferative activities (Figures 2 and 3). Before SGID, the natural nitrogen compounds
and most of the presumed peptides were mainly explained by the first axis (PC 1) of the PCA.
These compounds were mainly linked to samples of the highly proteolytic batch
P200S34+EPg222, suggesting a higher proportion of NPN derived from proteolysis products in
the extracts of inoculated batches. In fact, the second axis (PC 2) of the PCA was defined by
antibacterial activities. Metionine and lysine showed a significant correlation with the
antiproliferative activity. Lysine was related with the antiproliferative activity and have been
widely used in combination with arginine and ascorbic acid, among others, to inhibit the growth
of cancer cell lines (Neetke et al., 2003; Roomi et al., 2005, 2006).

Regarding the samples after SGID, again the natural nitrogen compounds and most
presumed peptides were related with the first axis (PC1) of the PCA, while activities were again
mainly explained by the second axis (PC2) (Figure 3). In this case, also relationship between
the antiproliferative activity and methionine and lysine was observed. The inoculated batches
were related with natural nitrogen compounds, amino acids and presumed peptides, probably
as a consequence of the higher proteolytic activity of autochthonous microorganisms in this

meat product. However, the control samples were only associated with antibacterial activity.
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In conclusion, the microbial population found in fermented sausages significantly
influences the profile of the low molecular weight nitrogen compounds and the functional
activities. We can conclude that starter cultures containing P200S34 and protease EPg222
generate extracts which cause inhibition of the growth of pathogens, making this a promising
tool for biocontrol in the meat industry. On the other hand, the inoculation of well-adapted starter
cultures with high proteolytic activity increased the antiproliferative activity of these extracts,

mainly due to an increase in free amino acids such as Lys and Pro, but also small peptides.
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Figure 1. Growth inhibition on Caco-2 colon adenocarcinoma cell line expressed in percentage,
obtained with the starter cultures and protease EPg222 at the end of ripening process, before
and after gastrointestinal digestion.

Figure 2. PC1 and PC2 (55.4% and 13.8% of explained variance, respectively) of the PCA for
the ‘Salchichén’ samples during processing. Score plot showing the detected nitrogen
compounds in the peptidic extracts and the antibacterial and antiproliferative activities, before
gastrointestinal digestion. Loading plot indicating the location of the batches analysed.

Figure 3. PC1 and PC2 (33.6% and 23.5% of explained variance, respectively) of the PCA for
the ‘Salchichén’ samples during processing. Score plot showing the detected nitrogen

compounds in the peptidic extracts and the antibacterial and antiproliferative activities, after

gastrointestinal digestion. Loading plot indicating the location of the batches analysed.

250



737
738

739

740

741

742

743
744

745

Resultados

Table 1. Percent inhibition of the extracts obtained from the different batches against

Escherichia coli CECT4267.

Sampling Time

60 days

90 days

Pl
Mean SD Mean SD

. Control 14 + 1.73°% 7.2 + 17020 %

2 P184S34 34 + 097* 45 & 1.64°
S P198s34 35 + 209% 76 + 1.48%° =
@ P200S34 6.4 + 1.81° 97 & 1.93%°°
‘E} EPg222 56 + 3.73° 114 x 5927°
P200S34 + EPg222 0.8 + 0.19% 110 # 257°C
Control n.d. 10.8 + 3.12°° *
- P184S34 n.d. 10.2 + 2.02P€  wxx
55 P198S34 n.d. 104 + 1.38°°
T S P200s34 nd. 136 + 131°
° EPg222 n.d. 10.8 + 0.24°° *
P200S34 + EPg222 n.d. 126 + 0.47°° e

n.d.: Not detected.

! P values for 60 an.d. 90 days of ripening: *** (P < 0.001); ** (P < 0.01); * (P < 0.05).

a,b,c

different (P < 0.001).
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Table 2. Percent inhibition of the extracts obtained f

Salmonella choleraesuis CECT4395.

rom the different batches against

Sampling Time 60 days 90 days pt
Mean SD Mean SD
. Control n.d. 4.0 + 3.827%  wxx
2 P184S34 54 + 834 71 & 1.13°%P°
S P198S34 6.9 + 3.78%"° 89 + 1.01°%"¢
@ P200S34 39 + 477* 85 + 1.93*"°¢ »
‘§ EPg222 n.d. 87 + 220%0C
P200S34 + EPg222 8.4 + 0.22?"° 75 + 0.18°2"¢
Control 3.0 + 3.49°° 9.1 + 29120 we
_ P184s34 118 + 1.60° 11.0 + 6.04°°
E"% P198S34 n.d. 13.6 + 1.68°
< 5 P200S34 1.0 £ 1.15% 123 # 3.01°¢
. EPg222 n.d. 8.4 + 0.062¢
P200S34 + EPg222 9.9 + 477°° 121 + 0.17°°

n.d.: Not detected.

! p values for 60 an.d. 90 days of ripening: *** (P < 0.001); ** (P < 0.01); * (P < 0.05).

a,b,c

different (P < 0.001).
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Table 3. Percent inhibition of the extracts obtained from the different batches against

Staphylococcus aureus CECT976.

Sampling Time 60 days 90 days pt
Mean SD Mean SD

. Control n.d. 10.2 + 2.333 wxx
S P184S34 n.d. 15.9 + 0.03 P
S P198S34 n.d. 13.2 + 1.20° *
@ P200S34 n.d. 13.7 + 2.97 P we
§ EPg222 n.d. 125 + 1.34% %
P200S34 + EPg222 n.d. 15.1 + 0.94 2P *
Control n.d. 11.7 + 2403 %

_ P184s34 n.d. 18.7 + 2.15°
55 P198S34 n.d. 15.4 + 1.40°%° »=
2 S P200s34 n.d. 16.0 + 1.772° *
. EPg222 n.d. 15.0 + 2.83 %P x
P200S34 + EPg222 n.d. 14.8 + 1.42°2P we

n.d.: Not detected.

! P values for 60 an.d. 90 days of ripening: *** (P < 0.001).

a,b,c

different (P < 0.01).
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767  Table 4. Percent inhibition of the extracts obtained from the different batches against Listeria

768  monocytogenes CECT911.

Sampling Time 60 days 90 days pt
Mean SD Mean SD

c Control n.d. 47 + 3.97 **
S P184S34 n.d. 2.8 + 391
S P198S34 n.d. 3.1 + 371

@ P200S34 n.d. 4.1 + 323 *

‘E EPg222 n.d. 73 + 239 =
P200S34 + EPg222 n.d. 3.8 + 0.73

Control n.d. 33 + 244 *
_ P184s34 n.d. 2.3 + 0.07
5o P198S34 n.d. 2.6 + 3.07

2 S P200s34 n.d. 31 + 297 *
2 EPg222 n.d. 1.7 + 113

P200S34 + EPg222 n.d. n.d.

769

770  n.d.: Not detected.

771 ' P values for 60 an.d. 90 days of ripening: ** (P < 0.01); * (P < 0.05).
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Table 5. Percent inhibition of the extracts obtained from the different batches against Bacillus

cereus CECT131.

Sampling Time 60 days 90 days pa
Mean SD Mean SD

. Control n.d. 11.9 + 3967
S P184S34 n.d. 245 + 2.65°
S P198S34 n.d. 245 + 1.89° w
@ P200S34 n.d. 246 + 2.12° w
§ EPg222 n.d. 232 + 1.67°
P200S34 + EPg222 n.d. 243 + 1.82° mxx
Control n.d. 15.2 + 3173 i+

_ P184s34 n.d. 14.6 + 5032
55 P198S34 n.d. 19.5 + 2.69°%° »
2 S P200s34 n.d. 187 + 3.03%° *
. EPg222 n.d. 21.1 + 2.33° w
P200S34 + EPg222 n.d. 22.8 + 1.27° w

n.d.: Not detected.

! p values for 60 an.d. 90 days of ripening: *** (P < 0.001).

a,b,c

different (P < 0.001).
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Table 6. Nitrogen compounds detected by HPLC-ESI-MS in extracts of ‘salchichén’ batches at the end of the ripening process.

L ) s Before SDGI * After SDGI *

Rt Cd® Compound ID° m/z Mass fragments - -
Min Max Mean SD Min  Max Mean SD

Natural compounds 19.33 27.21
1.9 N1 Taurine a 126.1 109.1; 126.1 084 135 1.09 019 052 1.41 0.83 0.29
2.37 N2 Carnosine b 2271 227.1;210.1 7.79 11.86 10.73 1.20 529 09.79 7.43 1.27
2.49 N3 Anserine b 2411 241.1;170.1 0.74 139 0.98 0.17 000 0.18 0.09 0.06
2.54 N4 Carnitine a 1621 162.1 428 8.26 653 141 266 498 355 0.65
2.8 N5 Creatine b 1321 132.1;115.1 n.d. 12.44 23.52 15.31 3.13
2.81 N6 Creatinine b 1141 114.1 n.d. n.d.
Amino acids and amines 35.33 55.27
2.17 Al Lysine a 1471 130.1; 147.1 179 728 514 150 6.73 1218 9.44 192
2.56 A2 Proline a 116.1 116.1 236 965 558 211 042 1155 3.23 3.64
6.29 A3 Methionine a 150.1 133; 150.1 072 245 164 056 033 6.36 226 1.59
14.1 A4 Isoleucine a 1321 132.1 1.17 20.25 10.87 6.21 0.00 31.40 10.94 9.35
15.24 A5 Leucine a 1321 132.1 1.19 23.70 18.35 6.56 0.00 34.75 18.47 9.63
16.31 A6 Tyramine a 1211 121.1-138.1 0.00 0.06 0.01 0.02 268 4.81 350 0.58
31.09 A7 Phenylalanine a 166.1 120.1-166.1 315 791 461 149 086 9.19 7.43 218
Presumed peptides and other compounds 20.8 17.51
2.1 P1 Compound 1 c 190.9 190.9; 380.9;478.9; 614.9; 750.9 0.76 839 3.34 246 078 295 1.80 0.69
2.15 P2 Compound 2 c 1181 118.1; 203.1 7.10 1363 9.89 225 094 11.70 9.74 2.90
2.23 P3 Compound 3 c 365.1 365.1 068 330 189 061 070 455 215 1.07
3.16 P4 Compound 4 c 1l46.1 146.1 n.d. n.d
3.36 P5 Compound 5 c 2771 227.1; 407.1; 504.1 n.d. n.d
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4.7

5.63
5.93
7.28

P6
pP7
P8
P9

'Code used in PCA analysis

Compound 6
Compound 7
Compound 8
Compound 9

o O o

C

124.1
159.1
137.1
205.1

124.1

159;1 295.1

137.1
204.1

0.00 1.91

2.66 11.12
0.26 0.56

0.16 055 0.00 233 155 057
n.d. n.d

5.15 244 000 233 155 057
0.37 010 0.00 1.04 0.72 0.25

°|dentification levels: a: Standard; b: data base mass bank (http://mwww.massbank.jp); c: unidentified compound.
® The most abundant fragment ions.
*Values expressed in percentage of the main fragment ions of the nitrogen compounds detected.
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V.1.- ANALISIS FISICO-QUIMICO DE LOS EMBUTIDOS
ELABORADOS

V.1.1.- Humedad

A lo largo de la maduracion de los embutidos se produjo un descenso paulatino de la
humedad de forma similar en todos los lotes elaborados, no produciéndose diferencias
estadisticamente significativas (P>0,05) entre los lotes inoculados con cultivos iniciadores y
los controles (Casquete, 2011). En todos los casos, la reduccién de la humedad se produjo
desde niveles iniciales del 60-65% hasta niveles del 20-30%. La evolucion de la pérdida de
humedad que sufrieron las muestras del presente estudio, fue similar a los niveles observados
por Casaburi y col., (2008) y Franco y col., (2002), siendo estos valores normales para este

tipo de embutidos.
V.1.2.- Actividad de agua

De forma paralela al descenso de la humedad, se pudo apreciar una disminucion
paulatina en el contenido de a,, durante el proceso de elaboracion de los embutidos, tanto en
los lotes inoculados con cultivos iniciadores, como en los controles, no mostrando diferencias
estadisticamente significativas (P<0,05). En los chorizos, los valores descendieron desde 0,95
hasta valores proximos a 0,80 al final de la maduracion mientras que en los salchichones se
produjo un descenso desde niveles iniciales de 0,96 hasta un rango entre 0,82-0,86 al final del
procesado (Casquete, 2011). Por otro lado, en el ensayo con la proteasa EPg222 en la
industria 2, se aprecio una disminucion paulatina en el contenido de a,, durante el proceso de
elaboracion en todos los lotes elaborados, desde niveles iniciales de 0,95 hasta un rango de
0,81-0,84 al final del procesado, no mostrando diferencias estadisticamente significativas
entre ellos(P<0,05) (Casquete, 2011).

Los valores de actividad de agua obtenidos en los chorizos y salchichones fueron

similares a los citados por Casaburi y col., (2008) y Rubio y col., (2008) que llegaron a
niveles finales entre 0,85-0,86 y 0,80-0,83 respectivamente.
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V.1.3.- pH

La evolucion del pH de los embutidos elaborados con el procesado corto durante el
presente estudio no mostré diferencias significativas entre los lotes de los distintos productos,
chorizos y salchichones, excepto para las muestras de salchichdn inoculadas con el cultivo
iniciador P200S34. Este lote comenz6 con niveles de pH de 6,3 y a partir de la primera
semana del procesado fue descendiendo hasta valores de 5,3. Después de los 25 dias de
maduracion, se aprecié una estabilizacion e incluso un ligero aumento hasta el final del
procesado. Sin embargo, el resto de los lotes de ambos embutidos elaborados mostraron un
descenso de pH menos acusado, desde valores proximos a 6 hasta alcanzar valores de 5,8 -

5,7 al final de la maduracion (Casquete, 2011).

Varios autores han constatado una evolucion similar a los niveles de pH de los
salchichones elaborados con el cultivo iniciador P200S34 (Benito y col., 2004, 2007,
Gonzalez-Fernandez y col., 2006; Martin y col., 2007; Roseiro y col., 2008). Ademas, el
incremento del pH al final del procesado es consecuencia de la intensa actividad proteolitica
desarrollada por los microorganismos, como ha sido puesto de manifiesto por varios autores
(Ansorena y col., 2002; Astiasaran y col., 1993). Casaburi y col., (2007) resefiaron niveles
similares a los observados en el resto de los embutidos.

En el caso de los salchichones elaborados con el procesado largo, en el ensayo llevado
a cabo con la proteasa EPg222, la evolucion del pH fue similar en todos los lotes. Durante la
primera semana del procesado, el lote P200S34 sufrié un descenso de pH significativamente
mayor que el resto de los salchichones, lo cual esta relacionado con un mayor desarrollo de
las BAL inoculadas en este lote (Casquete, 2011). Posteriormente, el pH disminuy6 hasta
valores de 4,8 a los 76 dias de maduracion en todas las muestras, excepto el lote EPg222 que
llegd a valores de 5,2. Sin embargo, estas diferencias desaparecieron al final del periodo de
maduracion tras sufrir el pH un aumento significativo alcanzando valores en torno a 5,8.
Varios autores han constatado los valores de pH finales obtenidos (Benito y col., 2004, 2007;

Casaburi y col., 2007; Martin y col., 2007), que son normales para este tipo de productos.

Casquete (2011) observo una correlacion negativa entre los valores de pH encontrados

en los embutidos elaborados para este estudio y los recuentos de bacterias acido lacticas, lo
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cual indica que la evolucion de pH observada esta relacionada con el crecimiento de la
poblacion lactica inoculada como cultivo iniciador durante la elaboracion de este tipo de
productos, ya que estas bacterias contribuyen a la produccion de acido lactico. Esto se cumple
de manera clara en los embutidos de salchichdn inoculados con el P. acidilactici MS200.

V.2.- DETERMINACIONES MICROBIOLOGICAS

V.2.1.- Recuento de bacterias acido lacticas

Al inicio de la maduracion, en los salchichones elaborados en la industria 1 se pudo
observar como los lotes inoculados con cepas autéctonas presentaron valores en torno a 7 log
ufc/g, valores superiores (P<0,05) que los encontrados en el lote control, que mostrd recuentos
entre 4 y 5 log ufc/g. Durante las primeras fases del procesado, los lotes inoculados con cepas
autéctonas mostraron un crecimiento significativamente més elevado que el control, siendo este
crecimiento méas acusado en el lote P200S34 ya que a los 15 dias presentd valores de 9,5 log
ufc/g, significativamente mayores que el resto de las muestras. Posteriormente, la evolucion de
las BAL mostré un ligero descenso para mantenerse hasta el final del procesado en torno a

niveles de 7,2 log ufc/g en todos los lotes (Casquete, 2011; Casquete y col., 2012a).

En el inicio del proceso de elaboracion de los chorizos, los lotes inoculados
presentaron valores en torno a 8 log ufc/g, sin embargo, en los controles se observaron
recuentos menores, con valores entre 4 y 5 log ufc/g. Los recuentos de los lotes inoculados se
mantuvieron durante todo el proceso con niveles comprendidos entre 8 logufc/g y 7 log ufc/g,

mientras que en el control los recuentos fueron mas bajos, en torno a 6 log ufc/g.

Casquete (2011) constatd que las cepas de BAL inoculadas se implantan y desarrollan
en ambos embutidos, siendo la cepa de P. acidilactici MS200 la que mejor se adapto.

En cuanto al ensayo realizado con la proteasa EPg222 en la industria 2, los recuentos
de BAL sufrieron una evolucion similar en todas las muestras. Al inicio del proceso de
elaboracion, los lotes inoculados con cultivos iniciadores presentaron valores en torno a 7 log
ufc/g mientras que el control y el lote EPg222 tuvo niveles de 5 log ufc/g. A los 15 dias del

procesado, todos los lotes elaborados, incluyendo tanto el lote control como el EPg222,
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alcanzaron valores en torno a 9 log ufc/g, disminuyendo ligeramente estos niveles hasta

valores de 8 log ufc/g al final de la maduracion.

La evolucidn de los recuentos de BAL observados en los lotes inoculados en nuestro
trabajo ha sido citada en la mayoria de la bibliografia consultada en embutidos fermentados
inoculados con cultivos iniciadores (Baka y col., 2011; Casaburi y col., 2007, 2008; Gonzalez
y Diez, 2002; Talon y col., 2008). Por otro lado, la evolucion de los recuentos de BAL
observados para los controles de los salchichones fue similar a las resefiadas en estudios
(Benito y col., 2004, 2007; Drosinos y col., 2005) de embutidos con un procesado tradicional,
sin cultivos iniciadores. Asi mismo, los niveles en los recuentos de las BAL obtenidos en el
lote control de los chorizos, asi como en el control del ensayo con la proteasa EPg222 y en el
lote inoculado con la proteasa EPg222, han sido descritos en embutidos sin inocular por
diferentes autores (Benito y col., 2004; Cocolin y col., 2001; Comi y col., 2005; Lebert y col.,
2007).

El analisis de la secuencia del gen 16S rRNA muestra la presencia de P. acidilactici
MS198 y P. acidilactici MS200 entre las BAL predominantes en los lotes inoculados hasta el

final del procesamiento (Casquete, 2011).

V.2.2.- Recuento de cocos gram + catalasa +

En los salchichones elaborados en la industria 1, los recuentos de cocos gram + catalasa
+ en agar MSA durante las primeras horas del procesado oscilaron entre 6,4 - 6,7 log ufc/g en los
lotes inoculados con los cultivos iniciadores y entre 4,3 y 5,3 log ufc/g en el lote control. El
crecimiento en las primeras etapas de maduracion fue muy acusado, llegando a niveles de 7,8
log ufc/g. Al final del procesado, tanto en lotes inoculados como en los controles los valores
descendieron hasta niveles finales entre 4 y 5 log ufc/g (Casquete, 2011).

Estos valores fueron similares a los descritos por Hierro y col., (1997) que obtuvieron los
maximos recuentos cercanos a 8 log ufc/g en los 2 y 7 dias del procesado en lotes inoculados
con Staphylococcus spp., mientras que en el control los valores maximos no pasaron de 6 log
ufc/g.
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Durante las primeras horas del procesado de los chorizos, y al igual que en los
salchichones, los recuentos de cocos gram + catalasa + oscilaron entre 6,4 — 6,7 log ufc/g,
niveles superiores a los encontrados en el control (entre 4,2 y 5,2 log ufc/g). Sin embargo, en
este caso los recuentos no descendieron al final de la maduracién como ocurrié en los
salchichones, sino que los recuentos en todos los lotes se mantuvieron en niveles de 6,5 log
ufc/g (Casquete, 2011).

Los recuentos en medio MSA observados en estos chorizos, fueron similares a los
descritos por Bover-Cid y Holzapfel (1999) y Casaburi y col., (2007) que obtuvieron en

embutidos inoculados recuentos en MSA de 6 log ufc/g durante todo el procesado.

En las muestras elaboradas en la industria 2 mediante el ensayo con la proteasa
EPg222, de modo similar a como ocurre con las bacterias acido lacticas, los recuentos al
inicio del procesado oscilaron alrededor de 7 log ufc/g en los lotes inoculos con cultivos
iniciadores, siendo estos valores significativamente mayores que los encontrados en los lotes
control y EPg222. A lo largo del procesado, los recuentos aumentaron, siendo este aumento
significativamente mayor en los lotes inoculados (P200S34 y P200S34+EPg222), llegando a
niveles entre 8 y 9 log ufc/g. Posteriormente, los valores descendieron en los lotes inoculados
con estas cepas hasta el final del procesado entre valores de 6 y 7 log ufc/g. En cambio, en los
lotes EPg222 y control el descenso fue de manera mas marcada llegando a niveles entre 4 y 6
log ufc/g al final de la maduracion, observandose diferencias significativas entre el lote control y

los lotes inoculados (Casquete, 2011).

La evolucion de los recuentos observada en los controles fue similar a la encontrada por
Drosinos y col., (2005) y Mauriello y col., (2004).

Con respecto al analisis de la secuencia del gen 16S rRNA, este evidencid la
implantacién de S. vitulus RS34 en los lotes inoculados (Casquete, 2011).
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V.3.- DETERMINACION DEL NITROGENO NO PROTEICO
(NNP) Y AMINOACIDICO (NA).

V.3.1.- Cuantificacion del nitrogeno no proteico (NNP)

Los resultados obtenidos para el NNP de los salchichones estudiados, mostraron las
concentraciones mas elevadas de NNP al inicio del procesado, con valores entre 3,9-4,3
mg/g. Dichas concentraciones no presentaron muchas variaciones a lo largo del procesado,
observandose una tendencia a disminuir, con concentraciones finales entre 3,0 y 4,1 mg/g
(Casquete, 2011, 2011b).

Al igual que ocurre en los salchichones, los chorizos estudiados no mostraron
variaciones significativas en las primeras etapas del proceso de maduracion. En estas fases
presentaron las concentraciones méaximas con valores entre 4,6 y 7,1 mg/g. Estas
concentraciones van disminuyendo a partir de los 20 dias del procesado de manera
significativa en el control llegando a valores de 3,9 (Casquete, 2011, 2012b).

El hecho de que al inicio del procesado se encuentren las concentraciones maximas,
estdn en consonancia con la reduccion de proteinas miofibrilares en este periodo de la
maduracion encontrado por Casquete (2011), ya que otros estudios muestran que la
proteolisis va seguida de un incremento en el contenido de NNP durante el proceso de
fermentacion de los productos carnicos fermentados (Astiasaran y col., 1993; DeMasi y col.,
1990; Garcia de Fernando y Fox, 1991; Hughes y col., 2002). Ademas, el incremento de la
concentracion del NNP hasta los 20 dias de maduracion ha sido puesto de manifiesto por Lois
y col., (1987). Le6n y col, (1978) partieron de valores iniciales de 4,66 g NNP/100 g de
materia seca observaron un aumento progresivo del NNP hasta el dia 16 de maduracion,

donde se alcanzaron los maximos valores para descender posteriormente.

Los valores finales de NNP obtenidos, entre 3,9 y 4,7 mg/g en los salchichones y
entre 3,0 y 4,1 mg/g en los chorizos, fueron inferiores a los encontrados por Roseiro y col.,
(2010) que obtuvieron 10 mg NNP/g de extracto seco a los tres meses de maduracion y a los
descritos por Benito y col., (2004) que a los cuatro meses de maduracion observaron niveles
entre 4 y 6 mg NNP/g de extracto seco. Estas diferencias encontradas en los niveles de NNP

269



Discusion

podrian estar relacionadas con el grado de picado de la materia prima. Cid y col., (1992)
sefialan que los productos con un grado mas intenso de picado de la materia prima sufren un
mayor aumento del NNP durante la curacion que los productos que mantienen mas integra la
estructura de su tejido muscular. La rotura de las fibras facilita la actuacién de las enzimas
proteoliticas enddgenas produciendo cambios mas intensos en la proteolisis (Toldra y col.,
2000).

Esta evolucion del NNP encontrada en los embutidos del presente estudio no coincide
con las descritas por otros autores (Benito y col., 2004,2005b; Candogan y col., 2009;
Roseiro y col., 2008, 2010) que obtuvieron un incremento a medida que se desarrollaba la
maduracion tanto en embutidos elaborados de forma tradicional como en embutidos

inoculados con cultivos iniciadores.

Por el contrario, en la industria 2, en los salchichones elaborados en el ensayo con la
proteasa EPg222 con el procesado largo, los niveles del NNP no mostraron grandes
variaciones durante las primeras etapas del procesado, presentando concentraciones entre 3 y
4 mg NNP/g extracto seco hasta los 20 dias de maduracion. Posteriormente, estos niveles
aumentaron hasta valores comprendidos entre 5 y 6 mg/g al final de la maduracion. Aunque
no se observaron diferencias estadisticamente significativas entre los lotes, si se aprecié un
aumento mas acusado de los valores de NNP en los lotes inoculados con cepas (P200S34 y
P200S34+EPg222) con respecto al lote control. Benito y col.,, (2004) obtuvieron

concentraciones de 4 y 6 mg NNP/g de extracto seco a los cuatro meses de maduracion.

V.3.2.- Cuantificacion del nitrogeno aminoacidico (NA)

En cuanto al nitrégeno aminoacidico (NA) de los lotes de salchichones elaborados en
la industria 1, se observd que todos presentaron una evolucion de la fraccion del NA similar.
Las concentraciones de las muestras inoculadas fueron incrementandose progresivamente
desde valores entre 0,3 y 0,8 mg/g hasta niveles comprendidos entre 3,5 y 3,8 mg/g,
cantidades significativamente superiores a las encontradas en el lote control (Casquete, 2011,
2011b).
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Lo mismo ocurrio en los chorizos elaborados, en los cuales se observo que todas las
muestras sufrieron un incremento progresivo desde valores entre 0,92 y 2,67 mg/g hasta

niveles entre 2,24 y 3,85 mg/g al final de la maduracion (Casquete, 2011, 2012b).

El incremento de la concentracion del NA a medida que se desarrolla la maduracion
ha sido puesto de manifiesto por numerosos autores (Franco y col., 2002; Mateo y col., 1996;
Salgado y col., 2005), que observaron mayores concentraciones en las primeras etapas, para
posteriormente los niveles permanecer mas o menos estables hasta el final de la maduracion.
Los valores finales de NA obtenidos estan dentro del rango a los encontrados por Salgado y
col., (2005) que observaron niveles de 1,22 y 3,44 mg NA/g de materia seca en lotes de
procesado industrial y tradicional, respectivamente.

Los valores maximos de produccion de aminoacidos libres coinciden con el periodo
de fermentacion de los embutidos, dado que se produce un intenso metabolismo de los
carbohidratos y el méximo crecimiento microbiano (Garcia de Fernando y Fox, 1991,
Nishimuray col., 1988; Ordoiiez y col., 1999).

La fraccion del NA de los salchichones elaborados en el ensayo con la proteasa
EPg222, fue aumentando progresivamente desde valores entre 1 y 2 mg NA/g de extracto
seco hasta niveles superiores a 3 mg/g al final de la maduracion, siendo éstos sus valores
mMAaximos en esta etapa y no observandose diferencias estadisticamente significativas entre las
muestras. Sin embargo, si se aprecié un aumento superior de los niveles del NA en el lote
EPg222 desde la primera semana del procesado. Los valores finales de NA obtenidos fueron
similares a los resefiados en estudios previos (Ruiz-Moyano y col., 2011; Salgado y col.,

2005), estos autores encontraron valores de NA superiores a 3 mg NA/g extracto seco.

V.4.- DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE
COMPUESTOS NITROGENADOS

Los fendmenos de protedlisis que tienen lugar en la elaboracion de los productos
carnicos fermentados se ven influenciados, entre otros factores, por los cultivos iniciadores
utilizados (Hughes y col., 2002). Numerosos autores han descrito el papel que juegan los
microorganismos durante la maduracion de los embutidos fermentados tradicionales y sus

caracteristicas sensoriales (Berdagué y col., 1993; Casaburi y col., 2008; Engelvin y col.,
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2000; Olesen y Stahnke, 2000; Stahnke y col., 2002; Tjener y col., 2004). Concretamente, la
actividad proteolitica sobre las proteinas de la carne ha sido descrita para numerosas cepas de
bacterias &cido lacticas y los estafilococos (Casaburi y col., 2008), siendo estos los
microrganismos mas usados comuUnmente en la elaboracion de productos carnicos
fermentados (Ammor y Mayo, 2007; Benito y col., 2007; Leroy y De Vuyst, 2004; Martin y
col., 2007).

Debido a esto, los cultivos iniciadores utilizados para la elaboracion de nuestros
embutidos fueron seleccionados por sus buenas propiedades tecnoldgicas, su accion
proteolitica frente a las proteinas miofibrilares y sarcoplasmicas, su moderada actividad
lipolitica sobre la carne de cerdo asi como la baja o nula produccion de aminas bidgenas
(Benito y col., 2007, 2008; Casquete y col., 2011b, c; 2012a, b, c; Martin y col., 2007).
Ademas, estos microorganismos han sido propuestos por Talon y Leroy (2011) para el estatus
de presuncion cualificada de seguridad (QPS) debido a su nula o baja produccion de toxinas,

aminas biogenas y resistencia a antibioticos.

Para la determinacion de la concentracion de compuestos nitrogenados en los
extractos obtenidos de los embutidos elaborados con los distintos cultivos iniciadores se
utilizé6 el método colorimétrico del acido bicinconinico (BCA). Smith y col. (1985)
demostraron que, comparado con el método de Lowry y col. (1951), este método muestra una
gran tolerancia hacia las interferencias mas comunes encontradas a la hora de la
determinacion de la concentracion de proteinas y péptidos. Ademas, el método del BCA
mantiene la alta sensibilidad y la baja variabilidad proteina a proteina que se asocian al
método de Lowry. Por otro lado, para la cuantificacion de proteinas no glicosiladas, como es
el caso de nuestros compuestos nitrogenados, es mas fiable el método BCA que el Bradford
(Fountoulakis y col., 1992).

Tras realizar el analisis de los extractos obtenidos a partir de los chorizos elaborados
en el presente estudio, se pudo apreciar que no existio un aumento significativo de la
concentracion de compuestos nitrogenados a lo largo de la maduracién de los distintos lotes
elaborados (Figura V.1). A pesar de no producirse un aumento a lo largo de la maduracion,
las concentraciones de compuestos nitrogenados encontradas en los chorizos tuvieron valores
mas elevados del estudio, oscilando durante todo el proceso de elaboracién de los embutidos
entre 2.000 y 3.000 pl/ml.
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Figura V.1- Evolucién de la concentracion de compuestos nitrogenados menores de 5 KDa a lo largo

de la maduracion de los chorizos, medidos mediante el método del acido bicinconinico (BCA).

Al contrario que sucedid en los chorizos, en los salchichones si se observd un
aumento significativo en la concentracion de compuestos nitrogenados a lo largo de la
maduracion, tanto en los controles como en los lotes inoculados con cultivos iniciadores
(Figura V.2).
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Figura V.2- Evolucién de la concentracion de compuestos nitrogenados menores de 5 KDa a lo largo
de la maduracion de los salchichones, medidos mediante el método del &cido bicinconinico (BCA).
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Cabe destacar el aumento significativo que se produjo en el lote inoculado con el
cultivo iniciador P200S34, que presentd una concentracion de compuestos nitrogenados de
327,89 pl/ml al inicio de la maduracién y aumentd hasta valores de 921,42 ul/ml al final de la
misma. Esta cepa de P. acidilactici fue la que mejor adaptacion presentd durante la
maduracion de salchichones elaborados por Casquete y col. (2011b). Ademas, su uso junto al
S. vitulus RS34, mostrd los mejores resultados en la produccion tradicional de embutidos
curados, manteniendo sus caracteristicas sensoriales tipicas a la vez que mejoraba su
homogeneidad y seguridad (Casquete y col., 2011a). Asimismo, el alto grado de protedlisis
presentado por el lote elaborado con el cultivo iniciador P200S34 también es debido a la
actividad de las proteasas microbianas presentes en dicho cultivo iniciador (Benito y col.
2007; Casquete y col., 2011a, b; Martin y col., 2007). A pesar de este aumento, este lote
presento una concentracion de compuestos nitrogenados significativamente menor que el lote
control y el lote inoculado con el cultivo iniciador P198S34. Ambos lotes no presentaron
diferencias entre ellos y su concentracidén de compuestos nitrogenados vario desde valores de
720-750 pl/ml al inicio de la maduracién y 1100 y 1200 pl/ml al final de la misma. Estos
datos difieren de los observados por Casquete y col. (2011b), en cuyo estudio observo que no
existian diferencias significativas en los valores de NA, al final de la maduracion, entre el

lote control y los embutidos inoculados con cultivos iniciadores autéctonos.

Unos valores tan bajos de compuestos nitrogenados en los extractos obtenidos a partir
de los salchichones, en relacién a los que se observaron en los chorizos, se explicaria debido
a que los patrones de protedlisis que tienen lugar durante la maduracion de los productos
carnicos fermentados se ven influenciados por variables como es la composicion inicial de
los ingredientes utilizados, asi como los cultivos iniciadores adicionados (Hughes y col.,
2002). Bergarmini y col., (2006) demostraron que el uso de distintas bacterias acido lacticas
influian de manera diferente en la protedlisis producida en la maduracion de quesos. En
embutidos, Aro Aro y col., (2010) estudiaron el efecto de varios cultivos iniciadores sobre la
proteolisis durante la maduracion de productos carnicos fermentados, sefialando que los
cultivos iniciadores compuestos por la combinacion de cepa de bacteria acido lactica y un
estafilococo, frente a las cepas por separado, fueron los que mayor grado de proteodlisis
produjeron. Otros autores también han llegado a la conclusion de que la combinacion de
ambas cepas de bacterias producen mayores grados de prote6lisis en productos carnicos

fermentados (Casaburi y col., 2008; Dalmis y Soyer., 2008).
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La actividad proteolitica sobre las proteinas de la carne que se ha descrito in vitro para
cepas de bacterias acido lacticas y estafilococos (Casaburi y col., 2005; Drosinos y col., 2007;
Fadda y col., 1999a, b; Mauriello y col., 2002, 2004; Rodriguez y col., 1998) conduce a la
hipdtesis de que las peptidasas bacterianas son necesarias para la hidrdlisis completa de los
oligopéptidos presentes en la carne. La liberacion de aminoacidos, asi como de otros
compuestos nitrogenados de bajo peso molecular, a partir de proteinas y péptidos mediante la
protedlisis que tiene lugar durante la maduracion, se ha atribuido a la accion de enzimas
bacterianas, ademas de a las enzimas enddgenas de la carne (Verplaetse, 1994; Hughes y col.,
2002; Casaburi y col., 2007, 2008). Los péptidos generados por las enzimas enddgenas
durante la protedlisis muscular pueden ser absorbidos por las bacterias y convertidos en
aminoacidos y compuestos nitrogenados de bajo peso molecular (Leroy y col., 2006).
Ademas, cabe destacar que la diferencia en el contenido de los compuestos nitrogenados de
bajo peso molecular encontrados al final de la maduracién se debe a los cultivos iniciadores
utilizados (Aro Aro y col., 2010; Cardogan y col., 2009; Casaburi, 2008).

En los lotes de salchichones elaborados durante el ensayo con la proteasa EPg222,
también se observé un incremento en la concentracion de los compuestos nitrogenados
durante la maduracion de los embutidos (Figura V.3), la cual alcanzdé su maximo valor a

partir de los 65 dias de maduracion.
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Figura V.3- Evolucidn de la concentracion de compuestos nitrogenados menores de 5 KDa a lo largo
de la maduracién de los salchichones elaborados en el ensayo con la proteasa EPg222, medidos

mediante el método del &cido bicinconinico (BCA).
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A partir de este momento, en el lote inoculado con el cultivo iniciador P200S34 se
produjo una disminucion de la concentracion de compuestos nitrogenados. Esto se debe a que
los microorganismos del cultivo iniciador metabolizan péptidos pequefios durante las Ultimas
fases de la maduracion (Bover-Cid y col., 2001a, b; Ordofiez y col., 1999; Sekikawa y col.,
2003). Numerosos autores han puesto de manifiesto, que aunque la protedlisis en los
productos carnicos fermentados se debe principalmente a la accion de las catepsinas, que son
las responsables de la descomposicién de las proteinas sarcoplasmicas y miofibrilares, las
enzimas microbianas son mas importantes durante las ultimas etapas de la maduracion
(Hugas y Monfort, 1997; Hughes y col., 2002; Lizaso y col., 1999; Molly y col., 1997; Sanz y
col., 1999).

Por otro lado, los lotes con la proteasa EPg222, con o sin el cultivo iniciador,
mantuvieron la cantidad de compuestos nitrogenados hasta el final de la maduracién debido a
la actividad adicional de la proteasa. La capacidad de una gran variedad de proteasas
microbianas para acelerar la prote6lisis durante la maduracion de los productos carnicos
fermentados ha sido estudiada por numerosos autores (Diaz y col., 1993, 1997; Fernandez y
col., 2000; Naes y col., 1995; Zapelena y col., 1997, 1999). Asi, la mayor proteo6lisis
producida por el uso de proteasa exdgenas durante la maduracion de productos carnicos
crudos curados ha sido demostrada en el caso de la pronasa E (Diaz y col., 1993, 1997) o la
neutrasa procedente de Bacillus subtilis (Zapelena y col., 1997), entre otras. Todos estos
datos estan en concordancia con los obtenidos por Casquete y col. (2011a), en cuyo estudio
encontraron que el uso de cultivos iniciadores y la proteasa EPg222 producian un incremento
en la cantidad de nitrogeno no proteico (NNP) al final de la maduracién de los embutidos,

siendo el lote inoculado con EPg222 el que mostro el mayor valor de NNP.

De este modo, al final de la elaboracion de los embutidos, se obtuvieron extractos
cuyos valores se encontraban entre 782,17 y 1176,83 pl/ml en los salchichones, y entre
2650,89 y 2975,33 ul/ml en los chorizos (Figura V.4). Como se ha comentado anteriormente,
el hecho de que la concentracion encontrada en los chorizos sea significativamente superior
(P<0,05) a la presente en los salchichones, se debe a la diferente composicion que tienen
ambos tipos de embutido (Hughes y col., 2002), asi como al grado de picado de la materia
prima (Cid y col., 1992; Toldra y col., 2000), ya que ambos factores influyen en el patrén de

proteolisis que tiene lugar durante la maduracion.
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Al observar la concentracion obtenida con cada cultivo iniciador, se pudo comprobar
que en los chorizos, no aparecian diferencias significativas entre las cantidades de
compuestos nitrogenados obtenidos en el lote control y los lotes inoculados con los cultivos
iniciadores. Sin embargo, en los salchichones el lote inoculado con el cultivo iniciador
P200S34 mostré una concentracion de compuestos nitrogenados menor que el resto de lotes
de salchichones. Por otro lado, en el ensayo llevado a cabo con la proteasa EPg222,
destacaron los lotes inoculados con la proteasa EPg222 y la combinacion de esta con el
cultivo iniciador P200S34, ya que ambos presentaron concentraciones de compuestos
nitrogenados significativamente mas altas que el resto de los lotes elaborados. Esto se debe a
la actividad exopeptidasa de la enzima EPg222, la cual también es responsable del
incremento en la generacion de NA durante la maduracién de lomo de cerdo y embutidos que
contenian la enzima EPg222 (Benito y col., 2003a, 2004). Ademas de la actividad de la
enzima, la alta concentracion de compuestos nitrogenados producida por el lote
P200S34+EPg222 también se deben al efecto de las proteasas procedentes del cultivo
iniciador (Benito y col., 2007; Martin y col., 2007).
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Figura V.4- Concentracion de compuestos nitrogenados menores de 5 KDa al final de la maduracion

de los embutidos, antes y después de la simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro(SDGI).
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Es importante conocer como se comportan los compuestos nitrogenados presentes en
los extractos de nuestro estudio tras la simulacion in vitro de la digestion gastrointestinal ya
que, para que los compuestos nitrogenados con funciones bioactivas liberados durante la
maduracion de los embutidos puedan ejercer su actividad, deben ser liberados de las proteinas
en las que se encuentran, superar la accion de las proteasas gastricas e intestinales y han de
poder atravesar el epitelio intestinal y llegar a los tejidos periféricos a través de la circulacion
sanguinea (Korhonen y Pihlanto, 2003; Meisel, 2004; Rutherfurd-Markwick y Moughan,
2005; Vermeirssen y col., 2004). Por lo tanto, la aplicacion de modelos de digestién in vitro
es un paso necesario para estudiar la liberacion de péptidos potencialmente bioactivos a partir
de proteinas de alimentos e identificar las secuencias mas interesantes (Bax y col., 2013;
Bordoni y col., 2014; Storcksdieck y col., 2007). Los modelos que, como el nuestro, son
modelos simplificados basados en el uso de enzimas gastricas y duodenales con el pH tipico
de cada ambiente, han sido ampliamente utilizados (Aleman y col., 2013; Escudero y col.,
2010; Hernandez-Ledesma y col., 2004).

De este modo, tras realizar la simulacion in vitro de la digestion gastrointestinal
(SDGI) de los extractos, las diferencias significativas que se observaban entre los lotes de
chorizo y salchichones desaparecieron debido a que se produjo una disminucién en la
concentracion de los compuestos nitrogenados presentes en los extractos de chorizo, mientras
que en el caso de los salchichones, estas concentraciones aumentaron o se mantuvieron,
oscilando todas entre valores de 1000 y 1400 pl/ml. Es de suponer que los compuestos
presentes en los extractos de chorizo son mas sensibles a la accion de las enzimas digestivas
(Vermeirssen y col., 2003) mientras que en el caso de los salchichones, se produjeron nuevos
compuestos nitrogenados a partir de los ya formados durante la maduracion de los embutidos.
Los compuestos nitrogenados pueden presentar actividad funcional y ser generados a partir
de las proteinas de los alimentos por accion de las enzimas digestivas durante la digestion
gastrointestinal (Pihlanto-Leppéld y Korhonen, 2003). Adje y col., (2011) determinaron que
la generacion de péptidos bioactivos puede ocurrir de forma natural en los mamiferos dentro
del tracto gastrointestinal durante el metabolismo normal de las proteinas, incluyendo entre
estas a las proteinas carnicas. Majumder y Wu (2009) realizaron la digestion gastrointestinal
de huevo frito y cocido y encontraron que se producian péptidos bioactivos con una potente
capacidad antihipertensora. También Lo y Li-Chan (2005) comprobaron que algunos de los
péptidos bioactivos presentes en hidrolizados de proteina de soja se formaban tras la

simulacion de la digestion gastrointestinal. En el caso de los péptidos procedentes de
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productos lacteos también se ha estudiado la resistencia a las enzimas digestivas. Picariello y
col., (2010) encontraron regiones de la B-lactoglobulina con una alta resistencia tras someter

a caseinas y proteinas del suero a la accion de las enzimas digestivas.

Aunque cada vez hay mas estudios sobre la liberacion de compuestos nitrogenados
con actividad funcional procedentes de matrices carnicas, bien por la acciéon del procesado
del alimento o bien por la digestion gastrointestinal, todavia son pocos los que se centran en
los productos carnicos fermentados.

V.5.- ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD INHIBIDORA DE LA
ENZIMA CONVERSORA DE LA ANGIOTENSINA I (IECA).

Al analizar la capacidad de inhibir a la enzima conversora de la angiotensina-I en los
extractos obtenidos de los chorizos elaborados, se observd una disminucion en la actividad
inhibidora de la ECA desde el inicio hasta la mitad de la maduracién de los lotes elaborados
con los cultivos iniciadores. A partir de este momento, se produce un aumento significativo
de la actividad en ambos lotes inoculados, llegando a valores en torno al 35% de inhibicion
de la ECA (Figura V.5). Por el contrario, en el lote control se observé un aumento de la
actividad que tuvo el maximo hacia la mitad de la maduracién del embutido para después

disminuir significativamente hasta similares a los obtenidos con el cultivo iniciador P198S34.
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Figura V.5- Evolucion de la actividad inhibidora de la enzima conversora de la angiotensina-I
presente en los compuestos nitrogenados menores de 5 KDa de los chorizos elaborados, a lo largo de

la maduracion.

Numerosos autores estan de acuerdo en la importancia que tienen las proteasas
enddgenas de la carne en la ruptura inicial de las proteinas sarcoplasmicas y miofibrilares de
la misma, siendo las principales responsables de la protedlisis los primeros dias de
maduracion (Hughes y col., 2002; Kenneally y col., 1999; Molly y col., 1997; Verplaetse y
col., 1989). Este hecho explicaria la diferencia en el comportamiento del lote control respecto
a los lotes inoculados con cultivos iniciadores. Por otro lado, las proteasas microbianas son
mas importantes durante las Gltimas etapas de la maduracion (Hughes y col., 2002; Lizaso y
col., 1999; Sanz y col., 1999;). Estas enzimas bacterianas son ademas mas activas en la
degradacion de oligopéptidos hasta pequefios péptidos y aminoacidos libres (Verplaetse,
1994; Molly y col., 1997), lo cual se traduce en el aumento de la actividad inhibidora de la
ECA que se observa al final de la maduracion y que es debido a que los péptidos bioactivos
se encuentran en un estado “latente” en el interior de las proteinas y mediante la proteolisis
son liberados (Meisel, 1997; Smacchi y Gobbetti, 1998). Asimismo, numerosos autores han
descrito la liberacion de péptidos inhibidores de la ECA a partir de proteinas de la leche
mediante la protedlisis microbiana (Gobetti y col., 2002, 2004; Korhonen y Pihlanto-Leppala,
2001, 2004; Matar y col., 2003). Tsai y col., (2008) comprobaron que en leche fermentada
con bacterias acido lacticas (Streptococcus thermophilus y Lactobacilus bulgaricus)
aumentaba el contenido de proteinas solubles a la vez que lo hacia la actividad inhibidora de
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la ECA. En queso Cheddar elaborado con distintas cepas de bacterias acido lacticas, Ong y
Shah (2008) identificaron 6 péptidos con una potente actividad inhibidora de la ECA. Este
tipo de péptidos también ha sido generado a partir de proteinas de musculo esquelético de

cerdo por accion de bacterias acido lacticas (Arihara y col., 2004).

Por otro lado, la actividad inhibidora de la ECA encontrada en los extractos obtenidos
de los salchichones se mantuvo constante durante todo el periodo de maduracién en todos los
lotes de embutidos, tanto en el lote control como en los lotes inoculados. Unicamente, el lote
elaborado con el cultivo iniciador P200S34 present6 un aumento significativo de la actividad
al final de la maduracion, alcanzando un 55% de inhibicion de la enzima conversora de la
angiotensina (Figura V.6). Este porcentaje de inhibicién es similar al obtenido por Sentandreu
y Toldra (2007) cuando utilizaron dipeptidil peptidasas para degradar carne de cerdo,
encontrando varios dipéptidos de los cuales el méas potente inhibi6 a la enzima conversora de

la angiotensina-1 en un 60%.
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Figura V.6- Evolucion de la actividad inhibidora de la enzima conversora de la angiotensina-I
presente en los compuestos nitrogenados menores de 5 KDa de los salchichones elaborados, a lo

largo de la maduracion.

Cabe destacar que el lote inoculado con el cultivo iniciador P200S34 presente el
mayor grado de actividad, ya que la cepa de P. acidilactici MS200 fue la que mejor
adaptacion present6 durante la maduracion de salchichones (Casquete y col. 2011b). Ademas,

como se ha comentado anteriormente, el alto porcentaje de actividad inhibidora de la

281



Discusion

angiotensina-1 observado por este lote también es debido a la actividad de las proteasas
microbianas presentes en dicho cultivo iniciador (Benito y col., 2007; Casquete y col., 2011a,
b; Martin y col., 2007).

En la Figura V.7 se muestra la evolucion de la actividad inhibidora de la enzima
conversora de la angiotensina-l producida por los extractos obtenidos en el ensayo con la

proteasa EPg222, elaborados con el procesado mas largo en la industria 2.
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Figura V.7- Evolucion de la actividad inhibidora de la enzima conversora de la angiotensina-I
presente en los compuestos nitrogenados menores de 5 KDa de los salchichones elaborados en el

ensayo con la proteasa EPg222, a lo largo de la maduracion.

Exceptuando el lote control, que mantuvo valores constantes, todos los lotes que
habian sido inoculados con la proteasa, el cultivo iniciador o la combinacién de ambos,
presentaron altos niveles de actividad inhibidora de la ECA, con méximos valores a los 65
dias de maduracion. Estos valores fueron del 74,64% para el lote P200S34 y en torno al 95%
para los lotes que contenian la enzima, sola o en combinacién con el cultivo iniciador
P200S34. Después de ese momento y hasta el final de la maduracion, la actividad disminuyd
significativamente en los tres lotes alcanzando una inhibicion del 57,47% en el lote inoculado
con la proteasa EPg222, llegando a valores similares a los encontrados al inicio de la
maduracion en el lote P200S34 y siendo incluso significativamente inferiores a los del inicio
en el lote P200S34+EPg222. Este hecho se debe a la protedlisis que sigue teniendo lugar

hasta el final de la maduracion de los embutidos y, por tanto, a la degradacion de los
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compuestos inhibidores de la ECA activos hasta moléculas inactivas (Ryhanen y col., 2001).
Este suceso se ha observado anteriormente en quesos, en los cuales la prote6lisis que tiene
lugar durante la maduracion incrementa la actividad inhibidora de la ECA hasta un pico, tras
el cual la actividad disminuye (Smacchi y Gobbetti, 2000).

La utilizacién de proteasas comerciales es una manera eficiente de producir péptidos
bioactivos a partir de proteinas de los alimentos. Muchos péptidos bioactivos se han generado
experimentalmente de esta forma (Korhonen y Pihlanto, 2003; Pihlanto y Korhonen, 2003).
En estudios previos, se ha comprobado la liberacion de péptidos inhibidores de la ECA en
hidrolizados de proteinas y en productos fermentados de soja (Gibbs y col., 2004) asi como
en hidrolizados de proteinas de huevo (You y Wu, 2011) mediante la adiccién de proteasas.
Proteinasas de origen animal, vegetal y microbiano se han utilizado para la generacién de
péptidos bioactivos a partir de proteinas de la carne. Fujita y col., (2000) aislaron péptidos
inhibidores de la ECA a partir de proteinas de musculo de pollo tratadas con termolisina.
Arihara y col., (2001) hidrolizaron proteinas de musculo esquelético de cerdo con ocho
proteasas distintas y encontraron que el hidrolizado con termolisina mostraba una potente
actividad inhibidora de la ECA. Mas recientemente, Jang y Lee (2005) hidrolizaron carne de
ternera con varias combinaciones de proteasas obteniendo un hidrolizado con termolisina y
proteinasa A que poseia un 66,4% de inhibicion de la ECA. Mas recientemente, Chen y col.,
(2007b) observaron que la fermentacion de leche con un cultivo iniciador compuesto por
cinco cepas de bacterias acido lacticas seguido de una hidrolisis con una proteasa microbiana

incrementaba la actividad inhibidora de la ECA de los hidrolizados.

Comparando las actividades obtenidas al final de la maduracion de todos los
embutidos elaborados, no se observaron diferencias significativas en la actividad inhibidora
de la ECA en los lotes controles y los lotes elaborados con el cultivo iniciador P198S34
(Figura V.8). Sin embargo, como se ha comentado anteriormente, destaca el lote inoculado
con la cepa de P.acidilactici MS200 en los salchichones de la industria 1, asi como el lote
elaborado con la proteasa EPG222 en la industria 2, presentando ambas muestras porcentajes

de inhibicion cercanos al 60%.

283



Discusion

~
o

Tukey HSD 0,05
SSB (£ 15,44)

|

[e2}
o
4

ul

o
1
_|
[
)

o
o
—
—

w

o
I
-l

N
o
|

Inhibicién de la ECA (%)

[any
o
I

o
|

Antes SDGI |Después SDGI| Antes SDGI |Después SDGI| Antes SDGI [Después SDGI

Chorizo Salchichdn.Ind 1 Salchichén.Ind 2

H Control mP198S34 P200S34 mEPg222 mP200S34+EPg222

Figura V.8- Porcentajes de inhibicién de la enzima conversora de la angiotensina-l presente en los
extractos obtenidos al final de la maduracion de los embutidos, antes de la simulacion de la digestion

gastrointestinal (SDGI).

Tras la simulaciéon de la digestion gastrointestinal, en general todos los extractos
obtenidos al final de las maduraciones de los embutidos mantuvieron la actividad inhibidora
de la ECA sin que aparecieran diferencias significativas entre las actividades presentadas en
cada extracto (Figura V.8). El hecho de que la actividad se mantenga es importante ya que los
compuestos inhibidores de la ECA producidos durante la maduracién de los embutidos tienen
que poder sobrevivir a la digestion gastrointestinal para ser absorbidos y alcanzar el sistema
cardiovascular como forma activa para poder ejercer su potencial efecto hipotenso
(Vermeirssen y col., 2004). Por este motivo, la simulacién de la digestion gastrointestinal es
importante para determinar si estos compuestos bioactivos permanecen intactos y mantienen
su actividad tras pasar a traves del sistema digestivo humano (Korhonen y Pihlanto, 2003;
Meisel, 2004; Rutherfurd-Markwick y Moughan, 2005; Vermeirssen y col., 2004). Por otro
lado, esta digestion puede generar nuevos componentes bioactivos a partir de moléculas
inactivas presentes en los extractos (Matsui y col., 2002; Rutherfurd-Markwick y Moughan,
2005; Vermeirssen y col., 2004), ya que las proteinas que son ingeridas con los alimentos son
atacadas por enzimas como la pepsina, tripsina, quimiotripsina, elastasa y carboxipeptidasa
(Pihlanto y Korhonen, 2003). Asi, algunos péptidos que han demostrado ser bioactivos in

vitro, pierden su actividad in vivo, mientras que, por el contrario, compuestos que no
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presentaban ningln tipo de actividad in vitro han demostrado ser activos en experimentos con
animales (lwaniak y col., 2014). Esto se relaciona con la degradacion o modificacion del
péptido debido a la accion de las enzimas existentes en el tracto digestivo o por su
modificacion en el higado (Iwaniak y col., 2014; Yamada y col., 2002).

A este respecto, varios estudios han sefialado la importancia del papel de la digestion
gastrointestinal en la formacién de péptidos inhibidores de la ECA. Maeno y col. (1996)
encontraron un potente péptido antihipertensivo in vivo que mostraba baja actividad in vitro.
Estos autores demostraron que este peptido de bajo peso molecular era liberado por accién de
la digestion pancreatica a partir de una forma del péptido mas larga. Del mismo modo, otros
estudios han confirmado un incremento en la actividad inhibidora de la ECA debido a la
accion de las enzimas digestivas sobre soluciones de caseinas fermentadas (Pihlanto-Lepéld y
col., 1998; Vermeirssen y col., 2003), asi como en huevos cocinados (Majumder y Wau,
2009). En hidrolizados de colageno de calamar, Aleman y col., (2013) encontraron que la
digestion con pepsina apenas modifico la actividad encontrada en los extractos, mientras que
tras la digestion con pepsina seguida de pancreatina se produjo un aumento de los péptidos de
bajo peso molecular, incrementandose asi la actividad inhibidora de la ECA. Ademas, Matsui
y col., (2002) comprobaron que la accion de las enzimas digestivas hacia que apareciera
poder inhibidor de la ECA en jalea real, que anteriormente carecia de él. En contraste,
compuestos que muestran una actividad inhibidora de la ECA evidente in vitro, pueden no
mostrar actividad antihipertensora in vivo si estos compuestos son sustratos de la ECA en

lugar de verdaderos inhibidores de la enzima (Fujita y col., 2000).

Finalmente, la hidrolisis de proteinas procedentes de carne por accion de enzimas
digestivas también puede generar péptidos capaces de inhibir considerablemente la ECA
(Arihara y col., 2001; Jang y Lee, 2005). En estudios previos se han encontrado péptidos
inhibidores de la ECA in vitro generados por la simulacion de la digestion gastrointestinal
sobre carne de cerdo (Escudero y col.,, 2010). Ademas, cuando estos péptidos fueron
administrados a ratas espontaneamente hipertensas (SHR) se comprob6 que mantuvieron su
actividad, lo cual sugiere que la carne de cerdo constituye una importante fuente de

componentes bioactivos (Escudero y col., 2012b).

En conclusion, la actividad inhibidora de la ECA producida por nuestros extractos se

vio influenciada por el tipo de producto y por el procesado del mismo, apareciendo
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diferencias significativas entre el lote de salchichones elaborado con el cultivo iniciador
P200S34 en la industria 1 y el lote que incluia a la proteasa EPg222 en la industria 2. Sin
embargo, no se vio afectada tras la realizacion de la simulacion de la digestion
gastrointestinal, lo cual hace creer que los compuestos presentes en nuestros extractos

podrian tener efecto hipotensor en los seres vivos.

V.6.- ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIOXIDANTE
MEDIANTE LA CAPACIDAD DE ABSORCION DE
RADICALES DE OXIGENO (ORAC).

La industria de la carne busca soluciones cada vez més naturales para minimizar la
rancidez oxidativa y prolongar la vida til de los productos carnicos, en lugar de usar aditivos
sintéticos que pueden tener efectos negativos en la salud (Saito y col., 2003). Por otro lado,
también se investiga la presencia de antioxidantes naturales en los alimentos que pueden
proteger el cuerpo contra los radicales libres y retardar muchas enfermedades cronicas (Liu y
Finley, 2005).

La actividad antioxidante de los extractos de los compuestos nitrogenados se
determindé como la capacidad de absorcion de radicales de oxigeno por la fluoresceina
(ORAC-FL), expresada como pumol de Trolox/mg de compuestos nitrogenados presentes en
el extracto. De este modo, el valor 1 indica que la capacidad antioxidante del extracto es igual

que la del Trolox.

Al analizar las muestras de los chorizos elaborados en el presente estudio, se observo
que la actividad antioxidante mostrd valores entre 0,53 y 0,71 umol de equivalentes de
Trolox/mg de extracto al final de la maduracion, sin que aparecieran diferencias significativas

a lo largo del procesado (Figura V.9).
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Figura V.9- Evolucién de la actividad antioxidante, expresada como pmol Trolox/mg proteina,
presente en los compuestos nitrogenados menores de 5 KDa de los chorizos elaborados, a lo largo de
la maduracion.

Los valores de ORAC de las muestras de chorizo inoculados con los distintos cultivos
iniciadores no mostraron diferencias o fueron puntualmente menores que el lote control. Al
final de la maduracion tampoco se encontraron diferencias significativas entre los lotes
inoculados y el control, sugiriendo un escaso o un menor efecto de los cultivos iniciadores en
la generacion de compuestos antioxidantes en comparacion con los microorganismos
autoctonos presentes en el lote control de los chorizos. Estos datos difieren de los obtenidos
por Broncano y col. (2011), que utilizaron proteasas de origen microbiano para mejorar la
estabilidad oxidativa de chorizos, consiguiendo un incremento en la actividad antioxidativa

de los mismos.

Por otro lado, la actividad antioxidante de los extractos de salchichones se incremento
durante la maduracion debido a la extensa degradacion enzimética de proteinas y
polipéptidos, la cual libera amino acidos libres y pequefios péptidos nuevos con actividad
antioxidante (Korhonen y Pihlanto, 2006; Smacchi y Gobbetti, 2000). Las actividades
encontradas en los lotes control y P200S34 aumentaron a lo largo del periodo de maduracion
mientras que la actividad antioxidante encontrada en el lote elaborado con el cultivo iniciador

P198S34 se mantuvo constante durante todo el proceso (Figura V.10).
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Figura V.10- Evolucion de la actividad antioxidante, expresada como pmol Trolox/mg proteina,
presente en los compuestos nitrogenados menores de 5 KDa de los salchichones, a lo largo de la

maduracion.

El lote inoculado con el cultivo iniciador P200S34, que fue el cultivo iniciador que
mejor se adapté a las condiciones de maduracién de los salchichones (Casquete y col.,
2011b), mostr6 una actividad antioxidante de 1,84 pumol equivalentes de Trolox/mg de
extracto peptidico, valor significativamente mayor a los obtenidos en el lote control y en el
lote inoculado con el cultivo iniciador P198S34, que presentaron valores de 1,03 y 1,19
pmoles equivalentes de Trolox/mg de extracto peptidico, respectivamente. Este hecho sugiere
una generacion de péptidos antioxidantes debido a la actividad de las proteasas microbianas
presentes en dicho cultivo iniciador (Benito y col., 2007; Casquete y col., 2011a, b; Martin y
col., 2007).

En la Figura V.11 se presentan los resultados obtenidos durante el ensayo realizado
con la proteasa EPg222. Se observa que todos los lotes elaborados sufrieron un ligero
aumento de la actividad antioxidante a lo largo de la maduracion de los salchichones aunque
Gnicamente en el caso del lote elaborado con la enzima EPg222 este aumento fue
significativo, alcanzando un valor de 2,57 umol equivalentes de Trolox/mg de extracto
peptidico al final del proceso de maduracion. Al igual que ocurre en la actividad inhibidora
de la ECA, los lotes con la proteasa EPg222 mostraron la mayor actividad antioxidante. Esto
se debe a su alta actividad proteolitica (Benito y col., 2002b, 2003a, 2004, 2006, Casquete y
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col., 2011a), responsable de que dichos lotes muestren también una alta concentracion de
compuestos nitrogenados (Casquete y col., 2011a). Ademas, el uso de la enzima EPg222
mejora las caracteristicas sensoriales de los productos crudos curados y, en asociacion con el
cultivo iniciador P200S34, reduce la acumulacion de aminas biogenas en carne (Casquete y
col., 2011c).
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Figura V.13- Evolucion de la actividad antioxidante, expresada como pmol Trolox/mg proteina,
presente en los compuestos nitrogenados menores de 5 KDa de los salchichones elaborados en el

ensayo con la proteasa EPg222, a lo largo de la maduracion.

Los valores de actividad antioxidante obtenidos con la proteasa EPg222 fueron
similares a los obtenidos por otros autores en hidrolizados de proteinas del suero con distintas
proteasas (Hernandez-Ledesma y col., 2005), quienes encontraron una secuencia de
aminoacidos con una actividad antioxidante de 2,621 umoles equivalentes de Trolox/pmoles
de péptidos. Sin embargo, estos resultados son superiores a los obtenidos por otro autores en
hidrolizados de proteinas de suero de leche (Tavares y col., 2011) y proteina de huevo (You y
Wu, 2011). El uso de otras proteasas ha demostrado el importante papel que juegan en la
produccion de compuestos con actividad antioxidante. Asi, Wang y col., (2013) utilizaron
diferentes proteasas para hidrolizar proteinas de mejillones demostrando que el uso de la
neutrasa aumentaba significativamente la actividad antioxidante de los extractos. Del mismo
modo, el uso de papaina y actinasa E para hidrolizar proteinas miofibrilares porcinas produjo
hidrolizados con una alta actividad antioxidante (Saiga y col., 2003b). En proteinas de la

leche, Hogan y col., (2009) demostraron la utilidad de utilizar proteasas de origen microbiano
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para generar peptidos antioxidantes Ademas, varios autores han puesto de manifiesto que el
uso de proteasas de origen microbiano aumenta la actividad antioxidante en productos
carnicos. Li y col., (2007) aislaron cuatro péptidos con gran actividad antioxidante de
hidrolizados de colageno de cerdo con una mezcla de proteasas que incluia una proteasa de
Streptomyces y otra de Bacillus polymyxa. Otros autores han utilizado proteasas comerciales
de origen microbiano para aumentar significativamente la cantidad de compuestos con
actividad antioxidante en chorizos y mejorar asi su estabilidad oxidativa (Broncano y col.,
2011; Petron y col., 2013). Por todo esto, se realza la importancia de afiadir enzimas a los
procesos de curado.

En resumen, al final del procesado de los embutidos se puede observar que los
chorizos fueron los productos carnicos que menor actividad antioxidante mostraron y que,
como se ha comentado anteriormente, destacan el lote de salchichones inoculado con el
cultivo iniciador PS200S34 en la industria 1 y el lote elaborado con la proteasa EPg222 en la
industria 2 (Figura V.12).
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Figura V.12- Actividad antioxidante, expresada como pmol Trolox/mg proteina, presente en los
extractos obtenidos al final de la maduracion de los embutidos, antes y después de la simulacion de la
digestion gastrointestinal (SDGI).

290



Discusion

Los resultados obtenidos después de llevar a cabo la simulacion de la digestion
gastrointestinal in vitro con pepsina y pancreatina se muestran en la Figura VV.12. Al igual que
ocurre con otras actividades bioldgicas, es importante que los compuestos antioxidantes
mantengan su actividad al pasar a través del sistema digestivo humano para poder realizar su
funcion en el organismo (Korhonen & Pihlanto, 2006; Martinez Augustin & Martinez de
Victoria, 2006). En los lotes de chorizo elaborados se observo que se produjo un aumento de
la actividad antioxidante tras la accion de las enzimas digestivas, aunque no se presentaron
diferencias significativas entre el lote control y los lotes inoculados con los cultivos
iniciadores. Esto indica que los compuestos con capacidad antioxidante presentes en los
extractos de chorizo son resistentes a la accion de las enzimas activas en la digestion
gastrointestinal, y ademas, estas enzimas producen nuevos compuestos con actividad
antioxidante a partir de las moléculas inactivas presentes en los extractos (Matsui y col.,
2002; Rutherfurd-Markwick y Moughan, 2005; Vermeirssen y col., 2004), lo cual incrementa
la bioactividad después de la digestion. Varios autores han utilizado enzimas digestivas con el
fin de simular la digestion gastrointestinal y liberar péptidos antioxidantes (Rival y col.,
2001; Suetsuna y col., 2000). Gémez-Ruiz y col., (2008) obtuvieron varios péptidos con una
potente actividad antioxidante hidrolizando caseina ovina con enzimas gastrointestinales. Del
mismo modo, Ko y col., (2013) purificaron dos péptidos antioxidantes de hidrolizados de
pescado usando para ello enzimas digestivas. You y col., (2010) también utilizaron proteasas
gastrointestinales para producir péptidos antioxidantes a partir de carne de pescado, con la
ventaja afiadida de que estos compuestos son resistentes a la digestion que se produce en el

tracto gastrointestinal.

En el caso de los salchichones, la actividad antioxidante no se altero tras la simulacion
de la digestion gastrointestinal, exceptuando al lote inoculado con la proteasa EPg222 en
combinacion con el cultivo iniciador P200S34, que aumenté significativamente su actividad
antioxidante tras sufrir la digestion gastrointestinal. De nuevo, esto se debe a la alta capacidad
proteolitica de la enzima EPg222 (Benito y col., 2002b, 2003a, 2004, 2006, Casquete y col.,
2011a) en combinacién con la actividad de las proteasas microbianas presentes en el cultivo
iniciador (Benito y col., 2007; Casquete y col., 2011a, b; Martin y col., 2007). Estudios sobre
los productos finales de la protedlisis han descrito varios péptidos de bajo y medio peso
molecular, oligopéptidos y aminoécidos libres con efecto antioxidante de extractos de
proteinas obtenidos de productos carnicos fermentados (Sun y col., 2009; Vastag y col.,
2010).
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En términos de los efectos sobre la salud humana, la actividad antioxidante es
importante porque los compuestos antioxidantes son sustancias presentes en los alimentos
gue disminuyen significativamente los efectos adversos producido por especies reactivas,
tales como el oxigeno y el nitrégeno reactivos, en las funciones fisiologicas normales (Huang
y col., (2005). Ademas, en relacion a los alimentos, los antioxidantes son capaces de retrasar

0 prevenir los procesos de autooxidacion (Mielnik y col., 2003).

V.7.- ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIPROLIFERATIVA.

La actividad antiproliferativa producida por compuestos naturales (fenoles, indoles o
flavonas, entre otros) presentes en frutas como frambuesas o arandanos (Parry y col., 2006) y
en hortalizas como la col rizada (Olsen y col., 2012) o el brécoli (Bachiega y col., 2016) ha
sido estudiada. Proteinas, péptidos y aminoacidos también pueden presentar actividad
antitumoral o antiproliferativa. Asi ha sido descrito para hidrolizados de garbanzo (Xue y
col., 2012, 2105), soja (Kim y col., 1999), huevo (Yi y col., 2003) y proteinas de pescado
(Hsu y col., 2001; Picot y col., 2006) y calamar (Aleméan y col., 2011), pero apenas hay
estudios sobre la actividad antiproliferativa que se puede encontrar en compuestos presentes

en la carne y en los productos carnicos fermentados.

Tras llevar a cabo el estudio de la actividad antiproliferativa en los chorizos
elaborados, se observé que los extractos obtenidos presentaban una baja inhibicion del

crecimiento de las células tumorales (Figura V.13).

La inhibicién observada solo aparecié cuando las muestras se incubaron con las
células tumorales durante 72 horas y aun asi, esta inhibicion no supero el 4%. Tras llevar a
cabo la simulacién de la digestion gastrointestinal in vitro, la actividad de los extractos
aumento6 significativamente (p<0,05) aunque tras 24 horas de incubacién los extractos
siguieron sin presentar actividad. Después de 48 horas, aparecio actividad en el lote control
llegando a valores en torno al 10% de inhibicion del crecimiento de las celulas tumorales.
Finalmente, cuando el tiempo de incubacion fue de 72 horas, todos los extractos de chorizos
digeridos mostraron un aumento significativo de la actividad, alcanzando valores que
oscilaron entre el 20% y el 37%. Este aumento en la actividad se debe, como se ha

comentado anteriormente, a la accion de las enzimas digestivas que producen nuevos
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compuestos a partir de las moléculas inactivas presentes en los extractos (Matsui y col., 2002;
Rutherfurd-Markwick y Moughan, 2005; Vermeirssen y col., 2004). En los casos observados,
la actividad presentada por los extractos obtenidos de los lotes inoculados con cultivos
iniciadores fue igual o inferior a la mostrada por el lote control, lo cual indica que, en los
chorizos, los compuestos nitrogenados producidos por accion de las proteasas bacterianas no

son los responsables de la actividad antiproliferativa encontrada.

Tukey HSD 0,05
SSB ( 1,88)
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Inhibicidn del crecimiento (%)

Antes SDGI |Después SDGI| Antes SDGI |Después SDGI| Antes SDGI [Después SDGI

24 h 48 h 72 h
Tiempo de incubacién

m Control mP198S34 P200S34

Figura V.13. Efecto de los extractos obtenidos al final de la maduracion de los chorizos sobre el
crecimiento de las células tumorales Caco-2, antes y después de la simulacién de la digestion

gastrointestinal.

Sin embargo, en los salchichones estudiados si aparecio un alto grado de inhibicion
del crecimiento de las células tumorales por parte de los extractos, y se observo un claro
efecto del tiempo de incubacidn, de modo que a mayor tiempo de incubacién, se produjo
mayor inhibicidn del crecimiento celular (Figura 1VV.14). Ademas, la inhibicion producida por
los lotes inoculados fue significativamente superior (p<0,05) a la del lote control durante todo
el ensayo, por lo que en este caso, la actividad proteolitica producida por las bacterias acido
lacticas y los estafilococos sobre las proteinas de la carne (Casaburi y col., 2005, 2008;
Drosinos y col., 2007; Fadda y col., 1999a, b, 2010; Mauriello y col., 2002, 2004; Rodriguez
y col., 1998) durante la maduracion de los salchichones, da lugar a compuestos nitrogenados

con actividad antiproliferativa.
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Figura V.14. Efecto de los extractos obtenidos al final de la maduracion de los salchichones sobre el
crecimiento de las células tumorales Caco-2, antes y después de la simulacidén de la digestion

gastrointestinal.

Tras la digestion gastrointestinal in vitro de los extractos de compuestos nitrogenados,
la actividad se mantuvo o disminuyd ligeramente. A pesar de esto, el extracto del lote
inoculado con el cultivo iniciador P200S34 siguié destacando por su alto porcentaje de
inhibicion, ya que mostro un 47,2% tras 48 horas y un 61,2% tras 72 horas de incubacion con
las células tumorales. Nuestros resultados son superiores a los obtenidos por Picot y col.,
(2006) cuando estudiaron la actividad antiproliferativa de 18 hidrolizados de proteinas de
pescado sobre las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231, encontrando que la mayoria de
los hidrolizados inhibia el crecimiento celular entre un 25% y un 40% a las 72 horas de

incubacién.

En la Figura V.15 puede observarse que todos los salchichones elaborados en la
industria 2, durante el ensayo con la proteasa EPg222, también aumentaron su actividad
antiproliferativa con el tiempo de incubacion. Todos los lotes inoculados produjeron una
inhibicion significativamente superior a 72 horas de incubacion. Ademaés, todos los lotes
inoculados presentaron porcentajes de inhibicion del crecimiento de las celulas tumorales

significativamente superiores al control (p<0,05) sin que aparecieran diferencias entre ellos.
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Figura V.15. Efecto de los extractos obtenidos al final de la maduracion de los salchichones
elaborados en la industria 2 sobre el crecimiento de las células tumorales Caco-2, antes y después de

la simulacion de la digestion gastrointestinal.

La utilizacién de proteasas comerciales es una manera eficiente de producir péptidos
bioactivos a partir de proteinas de los alimentos (Korhonen y Pihlanto, 2003, 2006; Lafarga y
Hayes, 2014; Pihlanto y Korhonen, 2003). Numerosos péptidos bioactivos, incluidos péptidos
antiproliferativos o antitumorales, se han generado experimentalmente de esta forma. Hsu y
col., (2011) identificaron dos péptidos con alta actividad antiproliferativa a partir de
hidrolizados de musculo de atin con papaina y proteasa XXIII. Por otro lado, Aleméan y col.,
(2011) trataron gelatina de calamar con distintas proteasas comerciales obteniendo
hidrolizados que probaron sobre dos lineas de células tumorales. En ellas observaron que en
todos los casos se producia inhibicion del crecimiento. Ademas, comprobaron que los
hidrolizados mas activos, estaban compuestos en su mayoria por péptidos con pesos

moleculares entre 500 Da y 1400 Da.
Tras la digestion gastrointestinal in vitro se observo una disminucién en el porcentaje

de inhibicion del crecimiento de las células tumorales que presentaban todos los lotes, a

excepcion de las muestras del lote elaborado con el cultivo iniciador P200S34 que mantuvo
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su actividad. Unicamente en el lote elaborado con la proteasa EPg222 se observa un aumento

de la actividad antiproliferativa a las 72 horas, tras la SDGI.

V.8.- ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA
FRENTE A BACTERIAS PATOGENAS.

Péptidos antimicrobianos han sido aislados y caracterizados a partir de proteinas de
leche (Hayes y col., 2006: McCann y col., 2005, 2006; Minervini y col., 2003) y de huevo y
col., 2007). Liu y col., (2008) produjeron un péptido antimicrobiano, a partir de carne de
ostra mediante la digestion con alcalasa y bromelina, que inhibi6 el crecimiento de E. Coli, B.
subtilis y S. aureus, entre otros. A partir de proteinas de ternera, Jang y col., (2008)
obtuvieron hidrolizados por la accion de enzimas de distintos origenes como la termolisina, la
proteasa A, la proteasa K, la pepsina, la tripsina, la tirosinasa y la papaina. Probaron la
actividad antimicrobiana de los péptidos presentes en los hidrolizados péptidos frente a
bacterias gram negativas como E. coli y Salmonella typhimurium, y gram positivas como
Staphylococcus aureus, B. cereus y Listeria monocytogenes, descubriendo que todos los
péptidos estudiados presentaban actividad frente a uno o varios de los patégenos probados.En
nuestro estudio se pudo comprobar la accién de las bacterias acido lacticas y la proteasa

extracelular EPg222 sobre el crecimiento de estos microorganismos patégenos.

Los porcentajes de inhibicion de los extractos obtenidos de los distintos lotes al final
de la maduracion de los embutidos frente a Escherichia coli CECT 4267 se muestran en la
Figura V.16. En general, hasta el final de la maduracion de los embutidos no se observo
actividad antimicrobiana frente a E.Coli. Este aumento de la actividad al final del procesado,
se debe a que al principio de la maduracion predomina la formacion de fragmentos de alto
peso molecular, pero a lo largo del tiempo se van incrementando los compuestos de menor

peso (Henriksen y Stahnke, 1997) que son los responsables de las actividades funcionales.
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Figura V.16. Porcentaje de inhibicidn de los extractos obtenidos al final de la maduracion de los
embutidos elaborados contra Escherichia coli CECT 4267, antes y después de la simulacién de la

digestidn gastrointestinal.

En los chorizos elaborados, al final de la maduracion el lote control fue el que mayor
actividad antimicrobiana presentd, siendo esta significativamente superior a la de los lotes
inoculados. Ademas, el lote elaborado con el cultivo iniciador P200S34 tuvo una actividad
antimicrobiana significativamente menor que el resto de los lotes, en torno al 2%. Tras la
simulacion de la digestion gastrointestinal, no se produjo ninguna variacion en la actividad

antimicrobiana frente a E.coli presente en los extractos.

En los salchichones, no se apreciaron diferencias significativas entre el lote control y
los lotes inoculados con los cultivos iniciadores, con valores en torno al 8% de inhibicion del
crecimiento de E.Coli. Como se ha indicado en los apartados anteriores, la digestion
gastrointestinal puede generar nuevos compuestos antimicrobianos a partir de otras moléculas
inactivas presentes en la matriz (Matsui y col., 2002; Rutherfurd-Markwick y Moughan,
2005; Vermeirssen y col., 2004). Asi, tras la SDGI, se produjo un aumento significativo en la
actividad antimicrobiana presente en todos los extractos. Ademas, el lote inoculado con el
cultivo iniciador P200S34 fue significativamente superior al control y al lote elaborado con el
cultivo iniciador P198S34, presentando un porcentaje de inhibicién en torno al 15%. Al igual

que ocurrio en las actividades antihipertensora y antimicrobiana, vuelve a destacar el cultivo
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iniciador P200S34, altamente proteolitico (Benito y col., 2007; Casquete y col., 2011a, b;
Martin y col., 2007), y que fue el que mejor se adapto a las condiciones de maduracion de los

salchichones (Casquete y col., 2011b).

En el ensayo llevado a cabo con la proteasa EPg222, no se observaron diferencias
significativas entre el lote control y los inoculados, ni antes ni después de la digestion

gastrointestinal in vitro.

Aunque la inhibicién producida no es muy alta, los resultados obtenidos son
interesantes ya que estudios anteriores no han encontrado inhibicion en el crecimiento de
bacterias gram negativas, como E.coli, por parte de bacterias acido lacticas (Ammor vy col.,
2006; Jack y col., 1995; Tantillo y col.,, 2002). Ademaés, aunque los niveles de este
microorganismo durante la fermentacion y el secado de embutidos fermentados disminuyen
de 1 a 2 unidades logaritmicas (Hinkens y col., 1996; Muthukumarasamy y Holley, 2007;
Naim y col., 2003; Riordan y col., 1998) debido a la disminucion de los niveles de pH, a la
aw, a la sal y al aumento de los niveles de nitritos (Casey y Condon, 2000; Riordan y col.,
1998), numerosos estudios han indicado que cepas de E. coli pueden sobrevivir tras la
maduracion de los productos carnicos fermentados siendo dificil su eliminacion
completamente (Calicioglu y col., 2002; Glass y col., 1992; Whiting, 1993). En esta
situacién, el efecto inhibidor de las BAL adicionadas como cultivo iniciador, es decisivo para
la obtencion de embutidos de una elevada calidad higiénica (Coppola y col., 2000; Papa y
col., 1995).

En cuanto a la inhibicion de los diferentes extractos frente a Salmonella choleraesuis
CECT 4395, asi como ocurria frente a E. coli, la actividad inhibitoria no se presento hasta el

final de la maduracion de los embutidos.

Al final del proceso de maduracion (Figura V.17) se observd que el lote de chorizos
inoculado con el cultivo iniciador P198S34 presentd una actividad significativamente
superior a la del control y el lote P200S34, aunque esta no fue muy alta, sino que estuvo
proxima al 8% de inhibicion del crecimiento. Esta diferencia entre los lotes de chorizo
desaparecid tras la digestiéon gastrointestinal in vitro, debido a que la actividad presente en el

lote P198S34 disminuyo significativamente.
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En los salchichones, los lotes inoculados presentaron mayor actividad antibacteriana
frente al lote control. Al igual que ocurrio para la actividad inhibidora del crecimiento de
E.Coli, tras la SDGI, todos los lotes aumentaron significativamente su actividad, aunque los

lotes inoculados siguieron siendo mayores que el lote control.

En los lotes elaborados en el ensayo con la proteasa EPg222 no se observaron
diferencias significativas antes de la SDGI. Sin embargo, tras realizar la simulacion in vitro,
la actividad presente en los extractos se mantuvo o en el caso de los lotes control y
P20034+EPg222 aumentO significativamente, aumentando este ultimo de presentar una

actividad del 7,5% al 12% de inhibicion del crecimiento.
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Figura V.17. Porcentaje de inhibicion de los extractos obtenidos al final de la maduracion de los
embutidos elaborados contra Salmonella choleraesuis CECT 4395, antes y después de la simulacion

de la digestion gastrointestinal.

Son numerosos los estudios que demuestran la alta resistencia del género Salmonella a
distintos tipos de compuestos antimicrobianos debido a la facilidad que muestran estos
microorganismos para crear resistencias (Foley y Lynne, 2008; McEwen y Fedorka-Cray,
2002). El uso extensivo de aditivos alimentarios y el control y tratamiento de infecciones de
Salmonella en el ganado son factores importantes en la aparicion de cepas multi-resistentes,

como Salmonella typhimurium DT104 (John y col., 1997; Gustafson y Bowen, 1997). Este
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hecho explicaria la baja sensibilidad de nuestra cepa de Salmonella choleraesuis a los

compuestos antimicrobianos presentes en el extracto.

En la Figura V.18 se muestran los porcentajes de inhibicion frente a Staphylococcus
aureus CECT 976 al final de la procesado de los embutidos. Los extractos obtenidos a lo
largo de la maduracién de los embutidos no mostraron ninguna actividad, mientras que al
final, los diferentes extractos alcanzaron valores en torno al 15% de inhibicién. La actividad
antimicrobiana de los extractos se debe a aminodcidos libres, asi como a compuestos
nitrogenados de bajo peso molecular (Martinez Augustin y Martinez de la Victoria, 2006;
Mulero y col., 2011; Vioque y Millan, 2005). Como se ha dicho anteriormente, estos
compuestos se encuentran inactivos dentro de la proteina intacta pero pueden activarse al ser
liberados durante la maduracion de los embutidos (Vioque y Millan, 2005). De este modo se
explica a lo largo del proceso de maduracién no aparezca actividad antimicrobiana y que,
debido al aumento de la concentracién de compuestos de bajo peso molecular (Henriksen y
Stahnke, 1997), la actividad se incremente al final de dicho proceso.
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Figura V.18. Porcentaje de inhibicion de los extractos obtenidos al final de la maduracién de los

embutidos elaborados contra Staphylococcus aureus CECT 976, antes y después de la simulacion de

la digestién gastrointestinal.
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Al igual que ocurria frente a E. coli, en los chorizos elaborados, el lote control
presentd una actividad antimicrobiana significativamente superior a la de los lotes
inoculados, al final de la maduracion. Tras la simulacién de la digestion gastrointestinal, no
se perdid actividad antimicrobiana en los lotes y ademas, se mantuvo la diferencia entre el

lote control y los lotes inoculados con los cultivos iniciadores.

En los salchichones, el lote control fue el que mostrd6 el menor porcentaje de
inhibicion (10,32 %), mientras que los extractos obtenidos de los embutidos inoculados con
los cultivos iniciadores presentaron valores de actividad significativamente superior, variando
desde 12,8 al 14,3 %. Estos valores aumentaron tras la digestion gastrointestinal, alcanzando

valores del 16% frente al 12% que mostro el control.

En los extractos elaborados en el ensayo con la proteasa EPg222, la actividad
antibacteriana gird en torno al 15% y no se apreciaron diferencias significativas entre el lote

control y los lotes inoculados, ni tras la digestion con enzimas gastrointestinales.

S. aureus es un microorganismo endémico en el entorno de la industria carnica (Borch
y col., 1996) por lo que su presencia en la carne de cerdo no es infrecuente (Atanassova y
col.,, 2001; Pala y Sevilla, 2004). El grado de contaminacién en productos carnicos
fermentados por S. aureus depende fundamentalmente de las materias primas empleadas y de
la manipulacion durante el procesado. Drosinos y col., (2005) y Lebert y col., (2007) no
encontraron presencia de S. aureus durante la elaboracion y maduracion de embutidos
fermentados, en cambio, Garriga y col., (2005) detectaron S. aureus en el 5,9% de las
muestras que estudiaron. Previo a nuestro estudio, Ammor y col., 2006 estudiaron la
inhibicion en el crecimiento de S.aureus por parte de numerosas cepas de bacterias acido
lacticas, encontrando que sélo tres cepas de Lactococcus garvieae mostraban actividad
antimicrobiana Gonzéalez-Fandos y col., (1994) y Schillinger y Licke, (1991) también han
investigado la inhibicion que produce el crecimiento de las bacterias lacticas sobre el de S.

aureus.

En la Figura V.19 puede observarse la actividad antibacteriana de los extractos de
embutidos de nuestro estudio frente a Listeria monocytogenes CECT 911. En ella puede

observarse que la actividad frente a este patdgeno fue practicamente inexistente, con valores
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maximos del 7% de inhibicion en los salchichones elaborados en el ensayo con la proteasa
EPg222.
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Figura V.19. Porcentaje de inhibicidn de los extractos obtenidos al final de la maduracion de los
embutidos elaborados contra Listeria monocytogenes CECT 911, antes y después de la simulacion de
la digestion gastrointestinal.

Estos resultados indican que los compuestos nitrogenados de bajo peso molecular no
son los responsables de la inhibicién de L. monocytogenes. Ademas, diferentes autores han
investigado la influencia de las bacterias acido lacticas en la inhibicién de L. monocytogenes
comprobando que esta inhibicion tiene lugar debido a la produccién de bacteriocinas
(Callewaert y col., 2000; Hugas, 1998; Hugas y Monfort, 1997; Hugas y col., 2003; Johnson
y col., 1990; Jones y col., 2008; Mataragas Yy col., 2003; Schobitz y col., 1999; Tantillo y col.,
2002).

Finalmente, los resultados de la inhibicion obtenida con los extractos de los distintos
lotes contra Bacillus cereus CECT 131 se muestran en la Figura V.20. Como ocurre con el
resto de microorganismos patdgenos, a lo largo de la maduracion de los embutidos no
aparecio inhibicion de Bacillus cereus en ninguno de los embutidos elaborados. Sin embargo,

al final de la maduracidn, los extractos obtenidos inhibieron el claramente el crecimiento del
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microorganismo, alcanzandose valores entre el 20% y el 25 % de inhibicion, el mayor

porcentaje de inhibicion obtenido con los diferentes microorganismos ensayados.

Unicamente el extracto del lote control del salchichon elaborado en el ensayo con la
proteasa EPg222 presentd una actividad significativamente menor al resto de extractos
estudiados.

Tras la SDGI, los valores de todos los extractos se mantuvieron exceptuando la
actividad presente en los dos lotes de salchichones inoculados con el cultivo iniciador
P200S34, que sufrieron una disminucién significativa.

35 Tukey HSD 0,05
SSB (+ 4,24)

30 I

25 T T

Inhibicién crecimiento bacteriano (%)

|
20 - : I T
15 ~ ‘
10 +
5
0 -

Antes SDGI |Después SDGI| Antes SDGI |Después SDGI| Antes SDGI [Después SDGI

Chorizo Salchichén.Ind 1 Salchichén.Ind 2

H Control mP198S34 P200S34 mEPg222 mP200S34+EPg222

Figura V.20. Porcentaje de inhibicion de los extractos obtenidos al final de la maduracién de los
embutidos elaborados contra Bacillus cereus CECT 131, antes y después de la simulacion de la
digestion gastrointestinal.

Es interesante la alta inhibicion obtenida sobre B. cereus ya que pocos compuestos
producidos por las bacterias acido lacticas son efectivos frente al género Bacillus (Liicke,
2000). Ademas, se ha aislado Bacillus cereus de diferentes tipos de alimentos, incluyendo
carne fresca y productos carnicos (Konuma y col., 1988; Giffel y col., 1996; Van Netten y
col., 1990), y aparece con facilidad en los embutidos debido a que crece a temperaturas entre
5y 55°C, a pH de 4,5 a 9,3 y soporta hasta el 7,5% de sal. Asimismo, el alto predominio de
las especies de Bacillus en productos carnicos comparados con la carne fresca (Konuma y
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col., 1988; Kramer y Gilbert, 1989), confirma el papel que juegan los aditivos carnicos
utilizados, especias, sal y/o alifios, como fuente de contaminacion. Giffel y col. (1996)
analizaron todas las especias y alifios que se afiadieron a distintos productos carnicos,
encontrando que todas estaban contaminadas con B. cereus y B. subtilis. Sin embargo, en los
productos en los que estos agentes fueron usados como aditivos, B.cereus fue el
microorganismo encontrado. Por otro lado, se ha demostrado que la produccion de toxina es
mayor a 12-15°C que a 30°C (Finlay y col., 2000). Todo esto hace de B. cereus un riesgo
microbioldgico a tener en cuenta en los productos carnicos curados (Borch y Arinder, 2002).

En conclusion, se observa que los extractos no presentaron actividad antibacteriana
hasta el final de la maduracion de los embutidos, presumiblemente debido al mayor tiempo
de maduracién y por tanto, a la mayor hidrolisis proteica y un incremento en la generacion de
diferentes compuestos nitrogenados. Por otro lado, es evidente que las muestras que
presentan las mayores actividades son las obtenidas con los embutidos inoculados con la
enzima EPg222 y el cultivo iniciador P200S34, juntos o separados. Estos resultados estan en
concordancia con los obtenidos por Casquete y col. (2011, 2012b), en cuyo estudio demostrd
que el uso de cultivos iniciadores autoctonos tiene efecto sobre la flora microbiana presente
en los embutidos asi como disminuia la presencia de microorganismos patégenos a lo largo
de la maduracion. Ademas, al igual que en nuestro estudio, se observo que el cultivo iniciador

P200S34 era el que mayor inhibicion en el crecimiento de patégenos producia.

V.9.- IDENTIFICACION DE LOS COMPUESTOS PRESENTES
EN LOS EXTRACTOS MEDIANTE HPLC-ESI-MS.

El analisis de los compuestos nitrogenados de bajo peso molecular obtenidos de los
distintos lotes de embutidos elaborados, al final de la maduracion y tras la simulacién de la
digestion gastrointestinal, permitio detectar un total de 22 componentes mayoritarios, 13 de
los cuales fueron potencialmente identificados (Tablas V.1 y V.2). Los extractos se
constituian principalmente por compuestos enddgenos de la carne y sus productos de
degradacion (6) pero también por pequefios compuestos de naturaleza peptidica (9), amino
acidos libres (6) y aminas bidgenas (1) procedentes de la degradacién de las proteinas de la

carne. Muchos de los compuestos nitrogenados han sido descritos como componentes
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mayoritarios de la fraccion de NNP de productos carnicos, incluyendo los embutidos

fermentados (Broncano y col., 2012).

Los compuestos nitrogenados naturales fueron los mas abundantes en los perfiles de
los extractos de los embutidos elaborados en la industria 1 (Tabla V.1). En estos embutidos,
este grupo de compuestos incluye como mayores componentes la creatina (20,33-18,42% del
total) y la creatinina (24,22-13,32% del total), este ultimo derivado de la degradacion de la
creatina. Estos compuestos junto a la carnosina (9,45-7,97% del total) fueron los maés
abundantes en ambos embutidos al final del proceso de maduracion. Por el contrario, en los
salchichones elaborados en la industria 2, con el procesado mas largo, este grupo de
compuestos fue el menos abundante. Debido al mayor tiempo de maduracién y a la alta
accion proteolitica producida por la proteasa EPg222 vy el cultivo iniciador, los compuestos
nitrogenados naturales en la carne fueron degradados a aminoacidos libres y otros
compuestos nitrogenados (Benito y col., 2007; Casquete y col., 2011a,b; 2012b; Martin y
col., 2007). A pesar de esto, la carnosina fue el compuesto méas abundante (10,73% del total).
Tras la simulacion de la digestidn gastrointestinal, este grupo sigui6 siendo el mas abundante
en los embutidos de la industria 1 (Tabla V.2) y, del mismo modo que anteriormente, la
creatinina (16,65-21,07% del total), la creatina (20,26-18,58% del total y la carnosina (6,12-
7,65% del total) fueron los compuestos en mayor concentracion. Sin embargo, en los
salchichones de la industria 2 la creatina (15,3% del total) supero a la carnosina (7,43% del
total).
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Tabla V.1. Compuestos nitrogenados detectados por HPLC-ESI-MS en los extractos de los embutidos obtenidos al final del proceso de maduracion.

. , ID . Chorizo.Industria 1 ° Salchichén.Industria 1 ° Salchichén.Industria 2 °

Tr- Cd° Compuesto 3 m/z Fragmentos : : - - - -

Min  Max Media DTE Min Max  Media DTE Min  Max Media DTE
Componentes naturales 59,00 48,57 19,33
1.9 N1 Taurina a 126,1 109,1; 126,1 082 191 137 041 <1 084 135 109 0,19
2.37 N2 Carnosina b 2271 227,1; 210,1 481 14,09 945 3,18 533 12,70 7,97 2,64 7,79 11,86 10,73 1,20
249 N3 Anserina b 2411 241,1;170,1 1,20 378 225 084 1,43 3,60 2,35 0,60 0,74 139 098 0,17
2.54 N4 Carnitina a 1621 162,1 057 223 138 047 521 9,14 6,51 1,08 428 826 653 141
2.8 N5 Creatina b 1321 132,1; 115,1 16,10 39,67 20,33 7,38 13,44 27,41 18,42 454 n.d.
2.81 N6 Creatinina b 1141 114,1 16,21 37,31 24,22 6,62 9,21 20,04 1332 3,39 n.d.
Aminoacidos y aminas 17,49 15,55 46,2
2.17 Al Lisina a 1471 130,1; 147,1 1,27 3,76 247 0,82 2,61 6,53 4,73 1,22 1,79 728 514 150
256 A2 Prolina a 1161 116,1 383 646 457 082 6,11 10,39 8,13 1,57 236 965 558 211
6.29 A3 Metionina a 150,1 133; 150,1 059 221 135 055 <1 0,72 245 164 0,56
141 A4 Isoleucina a 1321 132,1 049 199 121 054 <1 1,17 20,25 10,87 6,21
15.24 A5 Leucina a 1321 132,1 125 424 293 095 0,62 2,12 1,2 0,58 1,19 23,70 18,35 6,56
16.31 A6 Tiramina a 1211 121,1; 138,1 242 576 397 1,26 0,54 2,07 1,50 0,49 <1
31.09 A7 Fenilalanina a 166,1 120,1; 166,1 000 204 09 083 <1 315 791 461 1,49
Posibles péptidos y otros compuestos 25,64 37,58 20,8

190,9; 380,9;
2.1 P1 Compuestol ¢ 1909 478,9; 614,9; 269 728 350 143 3,41 6,22 4,44 0,81 0,76 839 334 246
750,9

215 P2 Compuesto2 c¢ 1181 118,1; 203,1 7,07 12,75 10,34 2,24 3,85 7,77 5,61 1,17 710 13,63 989 2,25
223 P3 Compuesto3 c¢ 3651 365,1 089 409 151 1,02 2,19 3,65 2,77 0,51 068 330 189 0,61
316 P4 Compuesto4 c¢ 1461 146,1 <1 1,74 3,13 2,24 0,52 n.d.
336 P5 Compuestos ¢ 2771 20y :27'1; <1 115 315 192 052 nd.
4.7 P6 Compuesto6 ¢ 1241 124,1 <1 6,55 9,49 7,82 0,84 <1
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5.63 P7 Compuesto7 c¢ 159,11 159;1295,1 2,79 690 392 120 4,38 6,47 5,16 0,70 n.d.
593 P8 Compuesto8 c¢ 1371 137,1 491 957 637 146 2,61 7,75 4,85 1,47 2,66 11,12 515 2,44
728 P9 Compuesto9 c¢ 2051 204,1 <1 1,63 3,34 2,77 0,48 <1

n.d.: No detectado

! Tiempo de retencion

2Nomenclatura utilizada en el analisis de componentes principales

¥ Niveles de identificacion: a: Estandar; b: base de datos del “mass bank” (http://www.massbank.jp); c:compuestos sin identificar
* Fragmento iénico mas abundante.

®Valores expresados en porcentajes del fragmento i6nico principal del compuesto nitrogenado detectado.
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Otro grupo de compuestos nitrogenados incluye los aminoacidos y aminas. Los
aminoacidos libres Lys, Leu, lle, Pro, Met, y Phe, detectados en los extractos estudiados, se
han descrito como uno de los compuestos mas abundantes derivados de la actividad
proteolitica durante el proceso de fermentacion de los embutidos (Benito et al 2005; Leggio
et al., 2012). También se detectd amina biogénica tiramina, que se produce principalmente
por descarboxilacién microbiana de los aminodacidos libres que se forman durante el proceso
de maduracion (Suzzi y Gardini, 2003). Este grupo de compuestos fue el mas abundante en
los extractos obtenidos de los salchichones elaborados en la industria 2 (Tabla V.1). Ademas,
cabe destacar que la cantidad de tiramina que se detectd fue del 0,01%. La concentracion de
este grupo de compuestos, tras la simulacién de la digestion gastrointestinal, aumentd en
todos los embutidos estudiados (29,5%, 25,15% y 55.27% en chorizos y salchichon

elaborados en la industria 1, y salchichon de la industria 2, respectivamente) (Tabla V.2).

Finalmente, el grupo de presuntos péptidos (un total de nueve compuestos) al final de
la maduracion de los embutidos represento el 25,64%, el 37,58% y el 20,8% del total del
chorizo y salchichdn de la industria 1 y el salchichon de la industria 2, respectivamente
(Tabla V.1). Los compuestos con m/z 191, 118, 365 y 137 se encuentran en cantidades
relevantes en todos los embutidos elaborados, mientras que el compuesto con m/z 159 s6lo
aparece en cantidades notables en los embutidos (chorizo y salchichdn) elaborados en la
industria 1. Los compuestos con m/z 146, 277, 124, y 205 solo se detectaron claramente en
las muestras de salchichdn elaborado en la industria 1, con el procesado corto. Al llevar a
cabo la simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro se observo una disminucion en la
cantidad de compuestos incluidos en estos grupos y solo los compuestos con m/z 191, 118 y
137 aparecieron en los extractos de los tres embutidos elaborados. EI compuesto denominado
P3 solo fue detectado en cantidades relevantes en el salchichon elaborado en la industria 1
mientras que los compuestos P4 (m/z 146), P7 (m/z 159) y P9 (m/z 204) s6lo se apreciaron en
los chorizos. Finalmente, el compuesto con m/z 277 no se detect6 en cantidades apreciables

en ninguno de los extractos.
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Tabla V.2. Compuestos nitrogenados detectados por HPLC-ESI-MS en los extractos de los embutidos obtenidos al final del proceso de maduracion, tras la

simulacién de la digestion gasrointestinal

. ) ID . Chorizo.Industria 1 ° Salchichén.Industria 1 ° Salchichon.Industria 2 °

Tr- Cd° Compuesto 3 Mz Fragmentos - - - - - -

Min Max Media DTE Min Max  Media DTE Min Max Media DTE
Componentes naturales 43,64 51,75 26,29
1.9 N1 Taurina a 126,1 109,1; 126,1 n.d. <1 <1
2.37 N2 Carnosina b 2271 227,1;210,1 491 810 612 0,88 4,59 9,81 7,65 1,94 529 9,79 743 127
249 N3 Anserina b 2411 241,1;170,1 n.d. n.d. <1
254 N4 Carnitina a 162,1 162,1 293 798 538 147 3,57 5,17 4,45 0,51 266 498 355 0,65
2.8 N5 Creatina b 1321 132,1; 115,1 9,07 20,26 1549 441 1530 24,07 1858 2,73 12,44 2352 1531 3,13
281 N6 Creatinina b 1141 114,1 11,76 2756 16,65 6,27 15,23 24,28 21,07 2,98 n.d.
Aminoacidos y aminas 29,5 25,15 55,27
2.17 Al Lisina a 1471 130,1; 147,1 12,93 16,42 1445 131 6,63 12,30 9,14 1,84 6,93 1218 944 192
2.56 A2 Prolina a 116,1 116,1 396 633 518 0,75 1,92 2,74 2,28 0,37 0,42 1155 323 3,64
6.29 A3 Metionina a 150,1 133; 150,1 1,09 201 161 0,28 1,28 2,53 1,87 0,42 033 636 226 1,59
141 A4 Isoleucina a 1321 132,1 <1 1,12 14,43 3,51 3,40 0,00 31,40 10,94 9,35
15.24 A5 Leucina a 1321 132,1 0,00 851 1,02 287 6,40 1597 592 3,46 0,00 34,75 1847 9,63
16.31 A6 Tiramina a 1211 121,1; 138,1 n.d. 1,36 3,58 2,43 0,79 268 481 350 058
31.09 A7 Fenilalanina a 166,1 120,1; 166,1 536 873 7,24 127 n.d. 086 919 743 218
Posibles péptidos y otros compuestos 25,26 18,89 16,79

190,9; 380,9;
2.1 P1 Compuestol c¢ 1909 478,9; 614,9; 257 749 413 147 1,95 3,72 2,43 0,54 0,78 295 180 0,69
750,9

215 P2 Compuesto2 c¢ 1181 118,1; 203,1 8,57 11,84 10,07 1,07 7,72 12,35 10,48 1,76 094 11,70 9,74 2,90
223 P3 Compuesto3 c¢ 3651 365,1 n.d. 1,54 2,87 2,04 0,43 0,70 455 215 1,07
316 P4 Compuesto4 c¢ 1461 146,1 1,88 10,92 431 337 <1 n.d.
336 P5 Compuesto5 c¢ 2771 227’5164427’1; <1 n.d. n.d.
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4.7 P6 Compuesto6 c¢ 1241 124,1 136 366 243 0,76 n.d. 000 233 155 0,57
563 P7 Compuesto7 ¢ 159,1 159;1 2951 132 244 168 0,35 n.d. n.d.
593 P8 Compuesto8 ¢ 137, 137,1 048 286 162 081 2,42 5,26 3,94 0,92 000 233 155 0,57
728 P9 Compuesto9 c¢ 2051 2041 048 170 102 048 <1 <1

n.d.: No detectado

! Tiempo de retencion

2 Nomenclatura utilizada en el analisis de componentes principales

®Niveles de identificacion: a: Estandar; b: base de datos del “mass bank” (http://www.massbank.jp); c:compuestos sin identificar
* Fragmento i6nico més abundante.

®Valores expresados en porcentajes del fragmento iénico principal del compuesto nitrogenado detectado.
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Para considerar de forma general la relacion de los compuestos nitrogenados
identificados en los extractos peptidicos con las actividades estudiadas (actividad
antioxidante, actividad inhibidora de la ECA, actividad antiproliferativa y actividad
antibacteriana frente a B. cereus), se realiz6 un analisis de componentes principales (ACP)

englobando el total de muestras del estudio obtenidas al final de la maduracion (Figura V.21).

El componente principal 1 (PC1), que explicé el 65,5 % de la varianza del modelo, se
relaciond positivamente con la mayoria de los compuestos identificados. Varios de los
mismos mostraron una correlacion significativa con la actividad antioxidante de los extractos.
Es el caso de compuestos de naturaleza endogena como la carnosina (N2), aminoacidos como
la lisina (A1), la metionina (A3) o aminas como la tiramina (A6). Todos ellos presentaron
coeficientes de correlacion (r) con la actividad antioxidante superiores a 0,730 (p<0,001).
Tambien algunos compuestos de naturaleza peptidica como los denominados P6 (m/z 124,1),
P8 (m/z 137,1) y P9 (m/z 205,1) se correlacionaron positivamente con dicha actividad. La
carnosina es un histidil dipéptido y es uno de los antioxidantes naturales mas relevantes de la
carne fresca (Arihara, 2006; Guiotto y col., 2005; Wu y col., 2003). Por otro lado, los efectos
antioxidantes de la tiramina han sido descritos como comparables a los del a-tocoferol (Yeny
Hsieh, 1997). Ademas, algunos de estos compuestos peptidicos que se relacionan con la
actividad antioxidante (m/z 137 y 205) han sido descritos por otros autores como compuestos
antioxidantes de bajo peso molecular en chorizos (Broncano y col., 2012). La mayor
abundancia de estos compuestos fue encontrada en las muestras de salchichon
correspondientes a la industria 2, en especial en las muestras del lotes inoculados con
P200S34 y la enzima EPg222 de manera individual o conjunta asociados a una mayor
actividad proteolitica.

En el caso de los extractos de los lotes de chorizo de la industria 1, son los inoculados
con los cultivos iniciadores P198S34 y P200S34 los que muestran una mayor cantidad de
compuestos péptidicos como el P4, P5 y P7, explicados principalmente por el PC2 (10,6% de
la varianza del modelo). Estos estos compuestos se correlacionan de manera significativa con
la actividad inhibidora de la ECA y con la moderada actividad antimicrobiana de los
extractos hacia B. cereus. En estudios anteriores, se han identificado numerosos péptidos
cuyas secuencias incluyen entre tres y diez aminoacidos obtenidos de hidrolizados de carne
con actividad inhibidora de la ECA (Aleman y col., 2013; Jang y Lee, 2005; Sentandreu y
Toldrga, 2007). Asi, Arihara y col., (2001) identificaron hasta seis tripéptidos en cuya
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secuencia incluian aminoacidos como la lisina, la prolina o la metionina, con una potente
actividad inhibidora de la ECA. Mas recientemente, Escudero y col., (2012b) aislaron e
identificaron un tripéptido y dos decapéptidos a partir de jamon curado, que presentaban
actividad inhibidora de la ECA. Sin embargo, no son muchos los péptidos inhibidores del

crecimiento bacteriano identificados a partir de matrices carnicas.

Por otra lado la PC3, que explica el 7,9% de la variabilidad del modelo, se asocia a la
actividad antiproliferativa, mas intensa en los extractos de los lotes de salchichon de la
industria 1. Dicha actividad no muestra correlacion con ninguno de los compuestos
nitrogenados identificados pudiendose atribuir la misma a compuestos minoritarios no
identificados durante en analisis. En otros tipos de matrices proteicas, han sido identificados
compuestos nitrogenados de bajo peso molecular con actividad antiproliferativa. En
hidrolizados de carne de atin rojo, Hsu y col., (2011) encontraron que la fraccion de
compuestos con pesos moleculares comprendidos entre 390 y 1400 Da, era la que mayor
grado de actividad antiproliferativa presentaba. Del mismo modo, Aleméan y col.,(2013)
hidrolizaron gelatina de calamar observando que el hidrolizado que mayor actividad

presentaba era una combinacion de compuestos con pesos moleculares entre 500 y 1400 Da.
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Figura V.21. Representacion de los compuestos nitrogenados y de las muestras de extracto peptidico de las industrias 1 y 2 al final de la maduracién en el

espacio definido por las componentes 1, 2 y 3 del analisis factorial.
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Industria 1 (Cultivos iniciadores)

Ch1: Chorizo

S1: Salchichén

Industria 2 (Cultivo iniciador mas enzima)
S2: Salchichén

Lotes

C: Control

198: Cultivo iniciador P198534

200: Cultivo iniciador P200S34

E: Proteasa EPg222

200E: Cultivo iniciador P200534 + EPg222

Actividades

ORAC: Actividad antioxidante

IECA: Actividad inhibidora de la ECA

AP: Actividad antiproliferativa

AB: Actividad antibacteriana frente a B. cereus

Compuestos (Codigos en tabla V.3)
N: Compuestos endégenos de la carne
A: Aminoacidos y aminas

P: Péptidos y otros compuestos
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Estos resultados corroboran el papel de los cultivos iniciadores ensayados y del
enzima EPg222 en la generacion de compuestos nitrogenados con efectos saludables en
embutidos de cerdo Ibérico. Si bien, también ponen de manifiesto la importancia del
procesado Y tipo de embutido en la produccion de estos compuestos, discriminandose en el
ACP de forma clara los lotes permenecientes al mismo embutido. Queda probado a lo largo
del estudio la importancia en el papel antioxidante de los extractos péptidicos (digeridos y sin
digerir) de varios compuestos tanto de naturaleza enddgena (carnosina, anserina, entre otros)

como provenientes de la proteolisis (lisina, metionina, tiramina, entre otros).

Respecto a la actividad inhibidora de la ECA, més patente en los extractos de chorizo
(industria 1) inoculados, su correlacion con varios péptidos (P4, P5 y P7) en los extractos
digeridos se manifiesta tanto en el analisis de los datos referidos a este embutido (chorizo de

la industria 1) como en el estudio global de los mismos.

La correlacion del resto de actividades ensayadas (actividad antimicrobiana y
actividad antiproliferativa) con los compuestos identificados no es clara, pudiendose deber las
mismas a diversos compuestos nitrogenados minoritarios, los cuales pueden variar en funcion
de los factores estudiados (tipo de embutido, inoculacién de cultivo iniciador y enzima
EPg222 o digestion del extracto). De hecho, en el estudio de los extractos digeridos del
salchichdn de la indutria 2 (con un gran peso de los aminoacidos en el perfil de compuestos

identificados), actividad antiproliferativa se vinculo a una mayor cantidad de lisina y prolina.
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Conclusiones

PRIMERA

Los dos tipos de embutidos elaborados con los cultivos iniciadores P198S34 y P200S34
mostraron una alta actividad proteolitica a lo largo del proceso de maduracion. Una
tendencia similar mostraron los lotes inoculados con la enzima EPg222. Se ha
constatado que esta intensa proteolisis deriva en una elevada proporcion de compuestos
nitrogenados de bajo peso molecular. La simulacién de la digestion gastrointestinal in
vitro mostré que los compuestos nitrogenados presentes en los extractos obtenidos de
los chorizos fueron sensibles a la accion de las enzimas digestivas mientras que los
compuestos generados durante la maduracion de los salchichones fueron resistentes a la
misma. En ambos casos, las concentraciones finales de compuestos nitrogenados

presentes en los extractos fueron elevadas.

SEGUNDA

El andlisis de la actividad inhibidora de la enzima conversora de la angiotensina | reveld
una mayor actividad en los lotes, tanto de salchichones como de chorizos, elaborados
con el cultivo iniciador P200S34 en la industria 1. En cuanto a los salchichones
elaborados en la industria 2, el ensayo mostrd que el maximo de actividad se conseguia
a los 65 dias de maduracion, destacando el lote elaborado con la proteasa EPg222 y la
combinacion de esta con el cultivo iniciador P200S34. Esta actividad se encontrd6 méas
asociada a los lotes de chorizos elaborados en la industria 1 y a los compuestos
nitrogenados P4, P5 y P7. Por otro lado, en los lotes de salchichones no ha podido
asociarse a ninguno de los compuestos nitrogenados mayoritarios encontrados en los
extractos obtenidos al final de la maduracion, por lo que la inhibicion de la enzima
conversora de la angiotensina | detectada se atribuye a otros compuestos sin identificar

que se encuentran en los extractos en concentraciones minoritarias.

TERCERA

La inoculacion de cultivos iniciadores bien adaptados con alta actividad proteolitica
aumento la actividad antioxidante en los extractos de embutidos estudiados, debido no
solo a un aumento en aminoacidos libres y aminas tales como lisina, metionina y
tiramina, sino también a los compuestos nitrogenados de bajo peso molecular P6, P8 y
P9 detectados entre los componentes mayoritarios de los extractos. Destacan los lotes de
salchichon inoculados con el cultivo iniciador P200S34 en la industria 1, asi como los

lotes que contenian la enzima EPg222, sola o en combinacion con el cultivo iniciador,
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en la industria 2. Por tanto, el uso de estos cultivos iniciadores en embutidos ibéricos

puede contribuir a retrasar cambios oxidativos durante el almacenamiento.

CUARTA

La mayor actividad antiproliferativa frente al crecimiento de células tumorales de colon
Caco-2 la presentaron los lotes de salchichones elaborados en ambas industrias,
apreciandose una clara relacion positiva entre el grado de actividad y el tiempo de
incubacion de las células con los compuestos nitrogenados. Destacan los lotes
inoculados con el cultivo iniciador P200S34 en la industria 1, y con la proteasa EPg222,
en combinacion o separada del cultivo iniciador P200S34, en la industria 2, en los que
la inhibicion del crecimiento celular se asocié con aminoécidos libres como la lisina,

prolina y metionina.

QUINTA

La actividad antimicrobiana frente a bacterias patdgenas no aparecid en los extractos de
compuestos nitrogenados hasta el final del proceso de maduracién de los embutidos. La
mayor inhibicidn se observé sobre el crecimiento de Bacillus cereus, siendo los lotes de
embutidos que contienen el cultivo iniciador P200S34 y la proteasa EPg222 los que
provocaron las mayores inhibiciones sobre el crecimiento de los microorganismos
patogenos, haciendo de estos una herramienta prometedora para el control bioldgico en
la industria carnica. Ademas, se ha constatado una correlacion entre la actividad
inhibidora del crecimiento de B. cereus y los compuestos nitrogenados de bajo peso
molecular P4, P5y P7.

SEXTA

La realizacion de la simulacion de la digestion gastrointestinal in vitro sobre los
extractos obtenidos en ambas industrias y en ambos productos no produjo disminucion
de las actividades funcionales, haciendo que estas se mantuvieran e incluso en algunos
casos aumentaran significativamente. Esto se relaciona con el hecho de que estas
actividades estan asociadas a compuestos nitrogenados de bajo peso molecular, como
los aminoéacidos libres, que son resistentes o pueden ser liberados por la accion de las
enzimas digestivas a partir de péptidos de mayor peso molecular
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SEPTIMA

Dado que el uso de la enzima EPg222 en asociacion con el cultivo iniciador P200S34
mejora las caracteristicas sensoriales, su uso en la elaboracion de productos cérnicos
curados podria ser de gran importancia debido a su probada capacidad para producir
compuestos con excelentes actividades bioldgicas, tales como actividad inhibidora de la

ECA, antioxidante, antiproliferativa y antimicrobiana.
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Resumen

En este trabajo se han utilizado, de entre las cepas de BAL, micrococaceas y
estafilococaceas autdctonas de embutidos de cerdo ibérico de diferentes industrias de
Extremadura, dos cepas de Pediococcus acidilactici (MS198 y MS200) y una de
Staphylococcus vitulus (RS34), que fueron las que mostraron mejores caracteristicas
acorde con los criterios tecnologicos y de seguridad para ser usadas como cultivos
iniciadores mixtos en la elaboracion de embutidos de cerdo Ibérico de procesado
tradicional. Asi, dos cultivos iniciadores mixtos (P198S34 y P200S34) formados por la
combinacion de una cepa de P. acidilactici y la cepa de S. vitulus han sido inoculados
en dos productos diferentes (chorizo y salchichon) elaborados en la industria 1, donde
los embutidos sufria un proceso de maduracion mas corto. El cultivo iniciador P200S34
y la proteasa EPg222, obtenida por sobreexpresion de Penicillium chrysogenum, se
utilizaron en también, juntos y por separado, para elaborar salchichones en la industria

2, con un procesado de maduracion mas largo.

El analisis de las diferentes muestras a lo largo de la maduracién de los
embutidos, mostro que todos los cultivos iniciadores mixtos estudiados fueron capaces
de implantarse y desarrollarse en los dos procesos de elaboracion ensayados, sin
modificar significativamente las caracteristicas fisico-quimicas de los embutidos.
Ademas el cultivo mixto P200S34, formado por la cepa de P. acidilactici MS200 y S.
vitulus RS34 mostr6 una mejor adaptacion a las condiciones del procesado de los

salchichones de la industria 1.

Se ha estudiado la actividad proteolitica de los distintos cultivos iniciadores y su
capacidad para formar compuestos nitrogenados con actividades funcionales. Ademas,
se ha comprobado la estabilidad de estos compuestos nitrogenados frente a la accion de
las enzimas digestivas mediante la simulacion de la digestion gastrointestinal (SDGI) in

vitro.

Los resultados obtenidos mostraron que se producia una mayor concentracion de
compuestos nitrogenados en las muestras obtenidas de los chorizos, sin que aparecieran
diferencias significativas entre los cultivos iniciadores utilizados y el lote control. En las
muestras de salchichones, destacaron los lotes elaborados con la proteasa EPg222, sola
0 en combinacion con el cultivo iniciador P200S34. Tras la SDGI, las concentraciones

de los chorizos descendieron a la vez que aumentaba la de los salchichones, de modo
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que se igualaron las concentraciones de compuestos nitrogenados, sin que aparecieran

diferencias significativas entre los distintos cultivos iniciadores utilizados.

El analisis de la actividad inhibidora de la enzima conversora de la angiotensina
reveld una mayor actividad en los lotes elaborados con el cultivo iniciador P200S34 en
la industria 1. Ademas, la inhibicion producida fue similar a la que mostraron los lotes
inoculados con la proteasa EPg222 al final de la maduracién (90 dias) en la industria 2.
Sin embargo, el maximo de actividad se observé en estos dos ultimos lotes a los 65 dias
de maduracion de los salchichones en la industria 2. En cuanto a la actividad
antioxidante presente en los extractos, volvieron a destacar el cultivo iniciador P200S34
en los salchichones elaborados en la industria 1, asi como el lote que contenia la enzima
EPg222, sola o en combinacion con el cultivo iniciador P200S34. La actividad
observada en los chorizos. La SDGI mantuvo o produjo un aumento de ambas
actividades en todos los lotes elaborados, excepto en el lote de salchichones inoculado
con el cultivo iniciador P200S34 en la industria 1 que disminuy6, lo cual hace pensar
que los compuestos nitrogenados liberados por este cultivo iniciador durante los 65 dias
de maduracion de los salchichones son mas sensibles a la accion de las enzimas

digestivas.

Se observo un claro efecto del tiempo de incubacion de los extractos de
compuestos nitrogenados con las células tumorales de colén, de modo que a mayor
tiempo de incubacién, mayor inhibicion del crecimiento se produjo. Asi, tras 72 horas
de incubacion se observaron los mayores porcentajes de inhibicion por parte de los
compuestos nitrogenados presentes en los extractos. A pesar de esto, apenas se observo
inhibicidn por parte de los extractos obtenidos de los chorizos. Sin embargo, en los
extractos obtenidos de los salchichones se observaron porcentajes de inhibicion entre el
40% y el 60%, destacando los lotes inoculados frente a los lotes control. La SDGI
aumento significativamente la actividad presente en las muestras de chorizo mientras
que en los salchichones, dicha actividad se mantuvo e incluso en algunos lotes

disminuyo.

Por otro lado, la actividad antimicrobiana frente a bacterias patdgenas no se
observo en los extractos de los distintos lotes y embutidos hasta el final del proceso de
maduracion de los embutidos. No se detectd inhibicion del crecimiento de Listeria
monocytogenes, aunque si se produjo inhibicidn en el crecimiento de otros patdgenos
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gram negativos como Escherichia coli y Salmonella choleraesuis, y gram positivos
como Staphylococcus aureus y Bacillus cereus. Sobre este microorganismo se produjo
la mayor inhibicién observada. Los cultivos iniciadores que contienen el cultivo
iniciador P200S34 vy la proteasa EPg222 tuvieron los mayores efectos inhibitorios sobre
el crecimiento de patdgenos, haciendo de estos una herramienta prometedora para el
control bioldgico en la industria carnica. De nuevo, la SDGI aumentd el grado de
actividad presente en los extractos.

Finalmente, se identificaron los componentes nitrogenados mayoritarios
presentes en los extractos y se observo una clara relacion entre estos y el tipo de
producto y procesado utilizado, sin existir muchas diferencias en cuanto al cultivo

iniciador inoculado.
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Anexos

Tabla IX.1. - Evolucion de la concentracion de compuestos nitrogenados menores de 5 KDa a lo largo de la maduracion de los chorizos elaborados en la industria 1, antes y

después de la SDGI, medidos mediante el método del acido bicinconinico (BCA).

Toma de
muestra Principio * Medio 1 2 Medio 2 ° Final *
Media DTE’ Media DTE Media  DTE Media DTE

» _ Control 276511 + 138,318° 282578 + 664,673° 2830,22 + 270,593 ° 282544 + 787,987 °
£ P198S34 230178 + 100,480 *° 2464,78 + 359,255° 2792,33 + 680,826 " 297533 + 280,587 "
< P200S34  2577,33 * 265,665 236922 + 484,229° 2366,44 + 559,324 ° 2652,89 + 634,826 "
25 control 2068,67 * 102,076 °3 1257,83 + 69,753%;,  1232,00 * 129,747 %y, 1371,58 + 84,130°,
23 P198S34  2183,67 * 325325, 1207,83 + 68532°%; 1074,92 + 99,152 %, 114325 + 28,777,
OS5 P200S34 192311 + 25,019°% 1273,67 + 97,924°%, 1042,83 + 47,168°; 1171,58 + 157,084°;,

b valores con superindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre los lotes
123-valores con subindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre tomas de muestra
1 20 dias de maduracion

2 35 dias de maduracion

® 45 dias de maduracion

* 65 dias de maduracion

® DTE: desviacion tipica
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Tabla 1X.2. - Evolucion de la concentracion de compuestos nitrogenados menores de 5 KDa a lo largo de la maduracion de los salchichones elaborados en la industria 1,

antes y después de la SDGI, medidos mediante el método del &cido bicinconinico (BCA).

Toma de
muestra Principio * Medio 1 2 Medio 2 ° Final *
Media DTE® Media DTE Media DTE Media DTE

« _ Control 746,78 + 189,331°; 94558 + 183,655°°1, 110142 * 210,059°, 1176,83 + 120,866 ",
g% P198S34 724,00 + 186,461 °, 993,08 + 198,684 °°;,  1002,25 + 117,606°;, 1133,08 + 129,739°,
< poo0s34 327,89 + 147,876°; 563,92 + 161,386 %1, 520,58 + 139,371%1, 921,42 + 857281°%,
g5 Ccontrol 1228,11 + 123,188°, 990,56 + 42,487 °°, 124933 + 136,681°;,  1391,67 + 144,826°,
;T% P198S34 1351,00 + 215,814°, 1142,78 + 96,590 © 1, 1156,11 + 202,390°;,  1163,56 + 83,584°,
03 p200S34 1210,22 + 110,829 ¢, 842,06 + 190,061°, 1068,89 + 116,665°,,  1210,22 + 1153867 °°,

ab¢ valores con superindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre los lotes

L2valores con subindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre tomas de muestra

120 dias de maduracion
235 dias de maduracion
% 45 dias de maduracion
* 65 dias de maduracion
® DTE: desviacion tipica
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Tabla IX.3. - Evolucion de la concentracion de compuestos nitrogenados menores de 5 KDa a lo largo de la maduracion de los salchichones elaborados con los distintos

cultivos iniciadores y la proteasa EPg222 en la industria 2, antes y después de la SDGI, medidos mediante el método del &cido bicinconinico (BCA).

Toma de muestra Principio ! Medio 1 * Medio 2 * Final *
Media DTE® Media DTE Media DTE Media DTE

,  control 358,67 + 32,286 %, 592,33 + 40,700 %, 705,67 *+ 39,375°%, 797,44 + 31,7912,
© & EPg222 538,22 + 38,662 %, 561,44 + 35234°%, 1050,11 + 32,162°%, 1127,78 + 40,581°,
%9) P200S34 493,83 + 25296°%;, 587,86 + 21,731%, 1002,83 + 43,103°%; 782,17 + 29,4032,

P200S34 + EPg222 710,17 + 21,524°, 766,00 + 37,404°;, 984,00 + 22,856°%;, 1067,56 + 22,798°,
., — Control 1049,44 + 285,719°, 1396,89 + 92,290 %, 1377,44 + 44,804°, 1017,22 + 30,744°,
3 Q EPg222 1079,44 + 60,504 ", 1354,67 + 53,114 °, 129522 + 77,679°,3 844,44 + 95024°,
gg P200S34 1230,56 + 69,926 °, 5 1428,00 + 65,583 %9, 1401,89 + 73,791°,4 948,89 + 133,090 °,

P200S34 + EPg222  1194,44 + 27,521°, 1540,22 + 69,046, 1274,67 + 108,546 ", 1028,33 + 126,903°,

abed yvalores con superindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre los lotes

123-valores con subindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre tomas de muestra

120 dias de maduracion
240 dias de maduracion
% 65 dias de maduracion
*90 dias de maduracion
® DTE: desviacion tipica
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Tabla IX.4. — Actividad antihipertensora, expresada en porcentajes de inhibicion de la enzima conversora de la angiotensina, obtenida con los distintos cultivos iniciadores a

lo largo de la maduracién de los chorizos elaborados en la industria 1, antes y después de la simulacién de la digestion gastrointestinal

Toma de
muestra Principio * Medio 12 Medio 2 ° Final *
Media DTE° Media DTE Media DTE Media DTE

2 _ Control 2452 + 8,335%; 27,20 + 7,484°, 4431 + 7,614°, 32,99 + 5436°%;
é § P198S34 33,54 + 2,655, 11,12 + 7,513%; 19,12 + 3,0522P, 31,97 + 5,862°%;
< P200S34 28,52 + 2,966 %, 15,82 + 5,023°%; 12,18 + 6,432°%; 4037 + 4,478%",
é __ Control 36,27 + 3,166 ", 45,73 + 11,483°, 40,39 + 9,437°, 49,76 + 6,031°,
i?)-).é P198S34 37,01 = 4,389 bl,z 38,53 + 4,225°, 29,71 + 11,128°, 41,71 + 8,6842P,
a P200S34 30,76 + 6,020 "4, 37,12 + 4321°%, 26,92 + 5721°, 3426 + 13,539°%,

ab¢ yalores con superindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre los lotes
1.23.valores con subindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre tomas de muestra
! 15 dias de maduracion

2 35 dias de maduracion

% 44 dias de maduracion

* 62 dias de maduracion

®> DTE: desviacion tipica
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Tabla IX.5. — Actividad antihipertensora, expresada en porcentajes de inhibicion de la enzima conversora de la angiotensina, obtenida con los distintos cultivos iniciadores a

lo largo de la maduracién de los salchichones en la industria 1, antes y después de la simulacidn de la digestién gastrointestinal

Toma de
muestra Principio * Medio 1 2 Medio 2 3 Final *
Media DTE° Media DTE Media DTE Media DTE

L _ Control 37,14 + 8,341, 15,73 + 8,230%, 36,59 + 7,397%, 33,26 + 5488°%,
é g P198S34 33,62 + 12,092, 41,67 + 3,056 °° 12 50,75 + 8,259°¢, 4439 + 8232° 12
< P200S34 36,88 + 9,237, 37,72 + 6,139°, 4411 + 14,000 *P 12 55,37 + 4,937°,
é _ Control 43,82 + 17,611, 56,22 * 8,727 °3 51,16 + 4,410°¢ 23 2460 + 7,183°%;
i?)-). g P198S34 46,48 + 13,6931, 62,99 + 13,318°, 58,37 + 4,791°, 4043 + 56242°,
a P200S34 47,40 + 11,387, 44,01 + 20,968 "%, 64,10 + 6,086 °, 41,30 + 11,110*",

abed v/alores con superindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre los lotes

123 valores con subindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre tomas de muestra
! 21 dias de maduracion

2 35 dias de maduracion

% 49 dias de maduracion

* 63 dias de maduracion

®> DTE: desviacion tipica
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Tabla IX.6. — Actividad antihipertensora, expresada en porcentajes de inhibicion de la enzima conversora de la angiotensina, obtenida con los distintos cultivos iniciadores y

la proteasa EPg222 a lo largo de la maduracidn de los salchichones elaborados en la industria 2, antes y después de la simulacién de la digestion gastrointestinal.

Toma de muestra Principio ! Medio 1 ? Medio 2 3 Final *
Media DTE® Media DTE Media DTE Media DTE
© Control 32,40 = 3,182° 29,99 + 3,506 2° 32,52 + 3,179° 23,96 + 1,759°"
2O EPg222 38,14 + 1,905°;, 68,61 + 2,769°, 9541 + 3,291°; 57,47 + 3,472°,
£3  P200s34 21,70 + 1,938%; 58,57 + 3,521°, 74,64 + 3378°; 34,92 + 3,285%"¢,
< P200S34 + EPg222 61,79 + 31749, 80,27 + 3,140°%; 95,35 + 6,132°; 41,41 + 2,393°¢,
. — Control 4126 + 1,166°°, 2443 + 1,404°%°, 31,06 + 2,855%, 19,04 + 1,765°%;
S8 EPg222 4708 + 2,234°, 37,78 + 0,790 *¢, 89,83 + 3,763 4486 + 3532°°,
8 ¢ P200S34 41,08 + 0,639, 28,60 + 23247, 48,39 + 3,126%, 32,24 + 2627%P¢,
= P200S34 + EPg222 53,90 + 14449, 4291 + 1,690°°, 93,44 + 3,445°, 50,72 + 2,666 °1,

abed yvsalores con superindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre los lotes
L23y/alores con subindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre tomas de muestra

121 dias de maduracion
2 35 dias de maduracién
% 49 dias de maduracién
* 63 dias de maduracién
® DTE: desviacion tipica
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Tabla IX.7. — Actividad antioxidante expresada en pumol Trolox/mg proteina, obtenida con los distintos cultivos iniciadores a lo largo de la maduracién de los chorizos

elaborados en la industria 1, antes y después de la simulacién de la digestion gastrointestinal.

Toma de
muestra Principio * Medio 12 Medio 2 ° Final *
Media DTE® Media DTE Media DTE Media DTE

= _ Control 0,98 + 0,378 1, 0,77 + 0,238°%, 1,07 + 0,185°;, 0,66 + 0,135°%
.§8 P198S34 0,62 + 0,229 0,48 + 0,223° 061 + 0,165° 053 + 0,193°
< p200s34 0,80 + 0,306 1, 0,67 *+ 0,122°%, 0,61 + 0,107°% 0,71 + 0,134°%,
¢ = Control 0,98 + 0,238 1, 1,24 + 0,229°, 1,37 + 0,322°, 1,34 + 0,303°,
%% P198534 1,04 + 0,263 1,07 + 0,280°%P 1,19 + 0,349° 1,22 + 0,298°
05 p200S34 1,20 + 0,461, 126 + 02945, 096 + 0,282%°,, 103 + 0196%,,

ab¢ valores con superindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre los lotes

123 valores con subindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre tomas de muestra
115 dias de maduracion

2 35 dias de maduracion

® 44 dias de maduracion

* 62 dias de maduracion

® DTE: desviacion tipica
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Tabla 1X.8. - Actividad antioxidante expresada en pumol Trolox/mg proteina, obtenida con los distintos cultivos iniciadores a lo largo de la maduracion de los salchichones

elaborados en la industria 1, antes y después de la simulacién de la digestion gastrointestinal.

Toma de
muestra Principio Medio 12 Medio 2 ° Final *
Media DTE” Media DTE Media DTE Media DTE

o _ Control 0,63 + 0,061%; 1,08 = 0,224, 1,40 + 0,170, 1,03 + 0,182°%;,
é g P198S34 1,08 + 0,293 a,bl 1,23 + 0,141 1,28 + 0,151 1,19 + 0,162°2
<”  p200s34 1,12 + 0,197°,, 147 + 0452, 1,16 + 0,534, 1,84 + 0349°,
25 Control 1,01 + 0,427*°, 157 + 0,356 12 1,71 + 0,519, 1,33 + 0,346°%;,
%% P198S34 1,07 + 0,309 ab 1 1,37 £ 0,348 1, 1,70 + 0,385, 1,03 + 0,278%;
° 8 P200s34 1,08 + 0214%°; 1,66 + 05301, 155 + 0,530, 145 + 0277%,

abed yvialores con superindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre los lotes
L23y/alores con subindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre tomas de muestra

121 dias de maduracion
235 dias de maduracion
% 49 dias de maduracion
* 63 dias de maduracion
® DTE: desviacion tipica
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Tabla IX.9. — Actividad antioxidante expresada en umol Trolox/mg proteina, obtenida con los distintos cultivos iniciadores y la proteasa EPg222 a lo largo de la maduracion

de los salchichones elaborados en la industria 2, antes y después de la simulacién de la digestion gastrointestinal.

Toma de muestra Principio ! Medio 1 ° Medio 2 * Final *
Media DTE” Media DTE Media DTE Media DTE
, control 0,68 + 0,146°; 0,70 + 0,096°; 1,14 + 0,169°;, 1,21 + 0,027%;,
° & EPg222 1,37 + 0,081°, 1,74 + 0,164°°;, 249 + 0,217°, 2,57 + 0,210°,
£ 3 P200s34 0,94 + 0,063*", 1,60 + 0,163°°;, 1,50 + 0,0972°;, 1,21 + 0,151°%;,
< P200S34+EPg222 1,43 + 0,081°; 1,76 + 0,218°¢;, 1,69 + 0,046°, 1,65 + 0,004%°,,
., — control 1,38 + 0,209°; 1,41 + 0,146°; 1,90 = 0,146°°, 1,22 + 0,137°%;
gg EPg222 1,20 + 0,178°; 1,94 + 0,107, 2,57 + 0,218°, 2,17 + 0,162°°,
gg P200S34 1,37 + 0,125°, 1,49 + 0,085°¢, 2,14 + 0,093°¢, 1,69 + 0,335%,,
P200S34+EPg222 1,39 + 0,067, 1,60 + 0,119°°,, 2,29 + 0,180°°, 275 + 0,247°,

ab¢ valores con superindices distintos son significativamente diferentes (0,05) entre los lotes

123 valores con subindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre tomas de muestra

1 19 dias de maduracion
240 dias de maduracion
% 63 dias de maduracion
*90 dias de maduracion
® DTE: desviacion tipica

398



ANexos

Tabla 1X.10. - Inhibicién del crecimiento de células tumorales (Caco-2) expresada en porcentaje,
obtenida con los distintos cultivos iniciadores al final de la maduracién de los chorizos elaborados en la

industria 1, antes y después de la simulacion de la digestion gastrointestinal.

Tiempo de
incubacion 24 horas 48 horas 72 horas
Media DTE! | Media DTE Media DTE

5 _ Control n.d. n.d.?; 39 + 048%,
8 8| P198S34 n.d. n.d. 2 06 + 1,62°
S wm
< | P200S34 nd. nd. 2, 24 + 1392,
25 Control nd. 108 + 0,24°, 379 + 227°9%
03’,79, P198S34 n.d. nd. ?; 203 + 152°,
0 S| p200S34 nd.; n.d.?; 250 + 4,68°,

n.d.: No detectado

abcdel valores con superindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre los lotes

123 valores con subindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre tiempos de
incubacion

! DTE: desviacion tipica
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Tabla I1X.11. - Inhibicién del crecimiento de células tumorales (Caco-2) expresada en porcentaje,

obtenida con los distintos cultivos iniciadores al final de la maduracién de los salchichones elaborados

en la industria 1, antes y después de la simulacion de la digestion gastrointestinal.

Tiempo de
incubacion 24 horas 48 horas 72 horas
Media DTE! | Media DTE Media DTE

= | Control 212 *+ 2,16%; 280 + 407°; | 411 * 114",
8 8| P198S34 385 + 1,81°¢,; 40,9 + 0,77°, 55,1 + 0,91°,
< | p200s34 39,9 + 256°; 50,0 + 1,359, 56,1 + 1,41°,
2 | Control 298 + 216", 96 + 472°%; 149 + 259%;
%8 P198S34 26,0 + 1,572"; 347 + 097°, | 451 + 092",
S 8| p00S34 32,9 + 042°¢; 472 + 157°%%, | 612 + 3,01%

a,b,c,de,

incubacion

! DTE: desviacion tipica

400

"Valores con superindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre los lotes
123, valores con subindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre tiempos de
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Tabla 1X.12. - Inhibicién del crecimiento de células tumorales (Caco-2) expresada en porcentaje,
obtenida con los distintos cultivos iniciadores y la proteasa EPg222 a lo largo de la maduracién de los
salchichones elaborados en la industria 2, antes y después de la simulacién de la digestion

gastrointestinal.

Tiempo de
incubacion 24 horas 48 horas 72 horas
Media DTE! | Media DTE Media DTE
Control 6,1 + 255°% 20,7 + 0,642, 139 + 126%,
§5 P200S34 29,8 + 2,93°, 322 + 224° 423 + 296°,
2A
Z @ | EPg222 320 + 220°, 349 + 381° 415 + 3,96°,
P200S34 + EPg222 31,8 + 0,83° 340 + 117°¢% 435 + 0,39°,
o Control 42 + 1,662 135 + 042%, 90 + 0,82°9,
©
85 P200S34 28,2 + 2,64°¢, 339 + 484° 452 + 327°,
[a)
7 ? | EPg222 23,3 + 0,93°%, 231 + 0,51°% 450 + 2,53°,
[a)
P200S34 + EPg222 89 + 1,20%; 158 + 1,49°%, 331 + 0,72°,

abedefy/alores con superindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre los lotes

123 valores con subindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre tiempos de
incubacion

! DTE: desviacion tipica
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Tabla IX.13. - Porcentaje de inhibicion de los extractos obtenidos de los embutidos elaborados contra

Escherichia coli CECT 4267, antes y después de la simulacion de la digestion gastrointestinal.

Muestra Chorizo.Ind 1 Salchichon.Ind 1 Salchichén.Ind 2
Media DTE' Media DTE Media DTE
Control 8,44 + 224° 759 + 0,38° 79 + 1,56

@ _ P198S34 576 + 0,21°° 806 + 1,102
8 K P200S34 200 + 1,06 7,72 + 0,44° 75 + 3,08
< @ Epg222 93 + 2,96
P200S34+EPg222 11,0 + 2,57
Control 868 + 025° 12,32 + 1,47° 124 + 051

S _ P198S34 592 + 1,55° 1036 + 058"
2 B P200S34 359 + 029°° 1498 + 0,07° 12,4 + 1,05
8 Epg222 10,8 + 0,24
P200S34+EPg222 12,6 + 0,47

b valores con superindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre los lotes
123-valores con subindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre embutidos
! DTE: desviacion tipica
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Tabla IX.14. - Porcentaje de inhibicion de los extractos obtenidos de los embutidos elaborados contra

Salmonella choleraesuis CECT4395, antes y después de la simulacion de la digestién gastrointestinal.

Muestra Chorizo.Ind 1 Salchichén.Ind 1 Salchichén.Ind 2
Media DTE' Media DTE Media DTE
Control 538 + 0,32% 451 + 0,50° 59 + 2,07°
@ _ P198S34 810 + 1,87° 818 = 054"
8 8 P200S34 441 + 090%° 9,19 + 0,86° 62 + 053°
< @ EPg222 87 + 2,20
P200S34+EPg222 75 + 0,18°%°
Control 468 + 0,97° 9,13 + 0,12° 12,0 + 1,36"
§ _ P198S34 378 + 0,15% 12,49 + 0,32°
‘§8 P200S34 339 + 094% 1354 + 1,74° 88 + 0,702°
8 EPg222 84 + 0,062
P200S34+EPg222 12,1 + 0,17°

22 valores con superindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre los lotes
123-valores con subindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre embutidos
! DTE: desviacion tipica
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Tabla IX.15. - Porcentaje de inhibicion de los extractos obtenidos de los embutidos elaborados contra

Staphylococcus aureus CECT976, antes y después de la simulacidn de la digestion gastrointestinal.

Muestra Chorizo.Ind 1 Salchichén.Ind 1 Salchichén.Ind 2
Media DTE' Media DTE Media DTE
Control 1212 + 1,77¢ 10,32 + 0,137 14,9 + 0,74
@ _ P198S34 10,9 + 0,71°° 12,87 + 085"
8 K P200S34 494 + 110° 14,37 + 0,31°¢ 105 + 0,17
< @ EPg222 125 + 1,34
P200S34+EPg222 151 + 0,94
Control 11,83 + 0,09¢ 1239 + 0,65° 15,7 + 1,07
§ _ P198s34 6,92 + 2,08 1570 + 0,67°
S B P200S34 726 + 1,66 16,73 £ 0,73° 13,8 + 045
8 Epg222 16,0 + 1,42
P200S34+EPg222 14,8 + 1,42

b valores con superindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre los lotes

123-valores con subindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre embutidos

! DTE: desviacion tipica
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Tabla IX.16. - Porcentaje de inhibicion de los extractos obtenidos de los embutidos elaborados contra

Listeria monocytogenes CECT911, antes y después de la simulacién de la digestion gastrointestinal.

Muestra Chorizo.Ind 1 Salchichdon.Ind 1 Salchichén. Ind 2
Medi
a DTE! Media DTE Media DTE
Control n.d. n.d. 74 + 281
3 _ P198S34 6,53 + 0,58 b.e n.d.
8 8 P200S34 433 + 0,682 n.d. 65 + 1,12
< EPg222 73 + 239
P200S34+EPQg222 3,8 + 0,73
Control 350 + 0,14° 33 + 121° 09 + 1,27
é _ P198S34 855 + 2,21° n.d.
= B P200S34 251 + 1,20° 647 + 0,74° 18 + 2,53
8 EPg222 17 + 1,13
P200S34+EPg222 n.d.

22 valores con superindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre los lotes
123-valores con subindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre embutidos
! DTE: desviacion tipica
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Tabla IX.17. - Porcentaje de inhibicion de los extractos obtenidos de los embutidos elaborados contra

Bacillus cereus CECT131, antes y después de la simulacién de la digestion gastrointestinal.

Muestra Chorizo.Ind 1 Salchichén.Ind 1 Salchichén. Ind 2
Media DTE' Media DTE Media DTE
Control 20,78 + 145%* 2545 + 1711° 16,3 + 2,32°
@ _ P198S34 2146 + 1,06 2385 + 2,00°
8 & P200S34 2302 + 093% 22,74 + 1,64° 250 + 1,95°
< @ EPg222 232 + 1,67°
P200S34+EPg222 243 + 1,82°
Control 26,32 + 221° 2163 + 4,43%° 19,3 + 141°
S _ p198S34 27,90 + 176° 2054 + 2,65°"
‘§8 P200S34 28,98 + 3,28° 17,7 + 417° 19,0 + 1,992
8 “ Epg222 21,1 + 2,332
P200S34+EPg222 228 + 127"

b valores con superindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre los lotes
123-valores con subindices distintos son significativamente diferentes (P<0,05) entre embutidos
! DTE: desviacion tipica
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