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Grupo Fermentos Lacticos y
Bioconservacion (DairySafe)

Ana Rodriguez Gonzalez, Beatriz Martinez Fernandez y Pilar Garcia Sudrez
Instituto de Productos Lacteos de Asturias (IPLA-CSIC). 33300-Villaviciosa, Asturias, Espafia

| grupo de investigacion inicid su andadura con la inaugura-

cién del IPLA-CSIC en 1990 promovido por la Dra. Ana Rodri-
guez Gonzalez (Investigador Cientifico del CSIC) quien, junto a
la Dra. Beatriz Martinez (Cientifico Titular del CSIC) y la Dra. Pilar
Garcia Sudrez (Cientifico Titular del CSIC), forma actualmente
el nlcleo cientifico del mismo. Asimismo, forman parte del gru-
po el personal técnico (1 Titulado Superior, 2 Titulados Técnicos
y 1 JAE-Tec CSIC) y 4 becarias predoctorales.

La actividad investigadora se enmarca en la linea estratégica
del IPLA-CSIC denominada: “Calidad y Seguridad de Productos
Lacteos”, y se articula en 2 lineas de trabajo: Fermentos especi-
ficos de nuevo disefio para la industria ldctea y Antimicrobianos
naturales con potencial biotecnolégico.

FERMENTOS ESPECI'FIC’OS DE NUEVO DISENO
PARA LA INDUSTRIA LACTEA

La gran produccién quesera artesanal de Asturias fue determi-
nante para iniciar la primera linea de trabajo, orientada a pro-
porcionar a cada queso su ‘““sefia de identidad” mediante la selec-
cion de aquellas bacterias lacticas silvestres, aisladas de los propios
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quesos, que contribuyen a potenciar sus caracteristicas particu-
lares. Nuestra coleccidn de bacterias [acticas es fruto de la carac-
terizacion microbioldgica de quesos artesanales asturianos (Gamo-
neu, Afuega’l Pitu, Los Beyos) y refleja la biodiversidad presente
enlos quesos artesanales de nuestra region (Figura 1). Las carac-
teristicas tecnoldgicas estudiadas tales como capacidad de acidi-
ficacidn, actividad proteolitica, lisogenia, produccion de compues-
tos aromaticos, de exopolisacdridos, actividad antimicrobiana y
resistencia a bacteriéfagos, han permitido seleccionar las mas
adecuadas para formar parte de cultivos iniciadores (fermentos)
autdctonos. Entre los logros de esta linea de trabajo cabe destacar
el disefio de un fermento mixto autéctono para el queso Afuega’l
Pitu, queso de coagulacién dcida producido en Asturias, que esta
siendo comercializado (IPLA 001 500) por la empresa BIO-GES
Starters. Ademas, el grupo ha definido las condiciones de conser-
vacion de este queso en atmdsfera protectora, en colaboracién
con la Queseria La Figar (La Foz, Morcin, Asturias), lo que se ha
traducido en un notable aumento de su vida dtil.

Actualmente colaboramos con el Profesor José Antonio Ote-
ro (Universidad de Cantabria) en la seleccién de bacterias lacticas
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Miembros del Grupo DairyDafe en 2011. De izquierda a derecha y en fila trasera: Beatriz Martinez Ferndndez, Pilar Garcia Suarez,
Roxana Calvo Méndez (Técnico Superior), Diana Gutiérrez Fernandez (Becaria FPI), Lorena Rodriguez Rubio (Becaria Programa Severo
Ochoa, Principado de Asturias) y Ana Rodriguez Gonzélez; en fila delantera: Silvia Portilla Vazquez (Becaria CONACIT, México), Diana
Lueces Quesada (JAE-Tec CSIC), Pablo Gonzélez Pérez (Técnico Superior), Clara Roces Rodriguez (Becaria JAE-Pre CSIC) y Ana Belén

Campelo Diez (Titulado Superior).
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Fig. 1. Micrografia de la cepa Lactococcus lactis subsp. lactis
IPLA1029 aislada de queso.
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Fig. 2. Visualizacion (microscopio electrénico de transmisién)
de los cambios estructurales provocados por la bacteriocina
Lcn972 en Lactococcus lactis (en Martinez et al. (2000). Micro-
biology 146: 949-955).

Control +Lcn972

silvestres, capaces de producir altas cantidades de acido lactico
utilizando como sustrato subproductos de la industria lactea.

ANTIMICROBIANOS NATURALES CON POTENCIAL
BIOTECNOLOGICO

Esta linea de trabajo plantea el uso de antimicrobianos natu-
rales (bacteriocinas producidas por bacterias lacticas, bacte-
riéfagos y sus enzimas liticos) con objeto de inhibir los microor-
ganismos indeseables que puedan comprometer la seguridad
y la calidad de los productos lacteos. Hemos aislado cepas de
Lactococcus lactis productoras de nisina Z, lacticina 481y lacto-
cocina 972 (Lcng72), y de Lactobacillus paraplantarum produc-
toras de coagulina A, una variante natural de la pediocina PA-1,
y se ha optimizado su produccién en biorreactor. La incorpora-
cién de una cepa productora de nisina Z a una mezcla de cepas
mesdfilas acidificantes y aromaticas ha permitido el disefio de
un cultivo iniciador protector eficaz en el control del desarrollo
de bacterias alterantes (Clostridium tyrobutyricum) y patégenas
(Staphylococcus aureus) en quesos de pasta lavada y coagulacién
acida. Cabe sefialar ademads que la bacteriocina Lcng72 inhibe Ia
formacién del septo durante la divisién celular en lactococos,
un modo de accidén tnico que utilizamos como herramienta para
el disefio de nuevos antimicrobianos (Figura 2).

Mas recientemente, hemos incorporado a esta linea de tra-
bajo el uso de bacteriéfagos y de sus enzimas liticos (endolisinas
y peptidoglicano hidrolasas) como nuevos agentes de biocon-
trol en la cadena alimentaria. Disponemos de una coleccidn de
bacteriéfagos que infectan a distintas cepas de S. aureus aisladas
del ambiente lacteo (Figura 3). La especificidad de los bacterid-
fagos permite destruir selectivamente bacterias patégenas o

Fig. 3. Bacteriéfagos que infectan Staphylococcus aureus de
origen lacteo.

alterantes sin afectar a la microbiota endégena de un determi-
nado habitat. De este modo, hemos sido pioneros en el control
de S. aureus en leche y queso con bacteriéfagos y sus enzimas
liticos asi como su uso combinado con bacteriocinas.

Alo largo de su trayectoria, este grupo ha mantenido nume-
rosas colaboraciones con distintos investigadores espafioles
entre las que tiene un papel destacado el Profesor Juan Evaristo
Sudrez Fernandez (Area de Microbiologfa, Universidad de Ovie-
do), cuyo grupo de investigacién (Bacterias del Acido Léctico)
es Unidad Asociada al CSIC a través de nuestro Instituto desde
1996. Las colaboraciones con la Dra.Covadonga Barbés Miguel
(Area de Microbiologfa, Universidad de Oviedo), el Dr. Rufino
Jiménez Diaz y el Dr. Antonio Garrido Fernandez (Instituto de
la Grasa, CSIC. Sevilla) han dado lugar a articulos conjuntos. Asi-
mismo, hemos colaborado con la Dra. Eva Valdivia Martinez y
el Dr. Manuel Martinez-Bueno (Departamento de Microbiologia,
Universidad de Granada).

La colaboracién con investigadores argentinos (Dra. Font,
Dra. Savoy, Dra. Pesce y Dr. Sifieriz) de los centros CERELA y
PROIMI (San Miguel de Tucumdn, Argentina) ha sido muy intensa
en los primeros afios de actividad del grupo. Desde época mas
reciente colaboramos con el Dr. Kuipers (Universidad de Gonin-
gen, Holanda), el Dr. Sahl (Universidad de Bonn, Alemania), el
Dr. Turnery la Dra. Rute (ITQB, Oeiras, Portugal), el Dr. Donovan
(ARS-USDA, Maryland, USA), el Dr. Lavigne (Universidad de Leu-
ven, Bélgica) y el Dr. Hudson (Microbiology and Molecular Bio-
logy Christchurch Science Centre, Nueva Zelanda).

En los ultimos 5 afios nuestra actividad investigadora ha es-
tado financiada por proyectos del Plan Nacional de I+D+i
(MICIIN), del Plan de Ciencia, Tecnologia e Innovacién (PCTI) del
Principado de Asturias y de la UE (FP7). Hemos establecido tam-
bién convenios con las administraciones publicas (Universidad
de Cantabria, Mancomunidad del Oriente del Principado de Astu-
rias) y con empresas (Queseria Artesana La Figar, Nestlé-NRC).
La actividad investigadora se ha traducido en la presentacién
de 30 comunicaciones a congresos nacionales e internacionales,
y en la publicacién de 32 articulos SCI, 9 no SCl y 5 capitulos de
libro. Asimismo, se han defendido 2 Tesis Doctorales, 2 Diplomas
de Estudios Avanzados (DEA), 2 Tesinas y 3 Proyectos de Master.

Los miembros del grupo participan en Redes Temdticas (Bac-
terias lacticas en la salud humana y calidad alimentaria, y Gend-
mica Bacteriana) y en actividades formativas: cursos dirigidos
al sector lacteo, Programas de Doctorado y Masters en distintas
Universidades (Oviedo, Pablo de Olavide-Sevilla, Auténoma de
Madrid, La Rioja) y cursos de Extensidn Universitaria (Univer-
sidad de Oviedo).

Finalmente, queremos destacar la experiencia en actividades
1+D del grupo, al haber asumido la Presidencia del Comité Orga-
nizador del XIl Congreso Nacional de Microbiologia de los Ali-
mentos (SEM), celebrado en Oviedo en el afio 2000.
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ALGUNAS PUBLICACIONES REPRESENTATIVAS:
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reservation: promising strategies using bacteriocins, bacterio-
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Desarrollo y evaluacion de meétodos
de deteccion, caracterizacion

y eliminacion de microorganismos
en la industria alimentaria

@ [+
a I n l a David Tomas, Amparo de Benito, Alejandro Rodrigo, Sonia Marco,

centro tecnoldgico

| grupo de microbiologia de alimentos de ainia cuenta con

mas de 25 técnicos e investigadores procedentes de dife-
rentes disciplinas académicas y que trabajan en un amplio rango
de tecnologias, que implican desde las técnicas analiticas pro-
pias de laboratorio hasta aspectos relacionados con la ingenieria
de procesos o equipamiento e higiene industrial.

En este sentido y con el principal objetivo de contribuirala
innovaciény desarrollo tecnolégico de las industrias alimenta-
rias, se trabajan en diferentes lineas de una forma multidisci-
plinar, entre las que podemos destacar:

e Desarrollo de métodos rdpidos para deteccién de micro-

organismos de riesgo.

e Estudios de conservacién y modelizacién de técnicas de

inactivacién de microorganismos.

¢ Higieney disefio higiénico en la industria alimentaria. Eva-

luacién de biofilms.

e Normalizacién y validaciéon de métodos analiticos con-

vencionales y alternativos.

El grupo cuenta con el reconocimiento como Agente Inves-
tigador enriesgos bioldgicos en la Plataforma de Investigacion
de Seguridad Alimentaria (PISA N°-23) de la D. G. de Salud Publi-
ca de la Generalitat Valenciana, asi como participa en el Grupo
de Seguridad Alimentaria de la Plataforma Food for Life Spain.

DESARROLLO DE METODOS RAPIDOS
PARA DETECCION Y CARACTERIZACION
DE MICROORGANISMOS

a deteccidn y caracterizacion rdpida y automatizada de
microorganismos de interés en la industria alimentaria

Sonia Porta, Laura Verdq, Irene Llorcay Rafael Soro.
Ainia. Centro tecnologico. Parque Tecnolodgico de Valencia.

C/Benjamin Franklin 5-11 46980 Paterna (Valencia)
www.ainia.es

suponen una herramienta clave para garantizar la seguridad de
los mismos, reducir costes y conocer en mayor profundi-
dad los microorganismos implicados en los procesos de pro-
duccidén de alimentos.

Las principales tecnologias que se emplean para esta apli-
caciéon son técnicas moleculares basadas tanto en PCR con-
vencional, como en PCR a Tiempo Real PFGE (Pulsed Field Gel
Electrophoresis) y DGGE (Denaturalization Gradient Gel Elec-
trophoresis) para la deteccidn y caracterizacién de bacterias,
virus entéricos y hongos. También se han puesto a punto téc-
nicas de Rep-PCR, habiendo tipificado mds de 500 cepas de Sal-
monella de mas de 180 serotipos diferentes asi como la tipifi-
cacioén de levaduras implicadas en el proceso de fermentacion
de la aceituna.

Asi mismo cuenta entre sus infraestructuras con un labora-
torio de contencidn biolégica de nivel P-3.

ESTUDIOS DE CONSERVAC]ON Y MODELIZACION DE
TECNICAS DE INACTIVACION DE MICROORGANISMOS

| aseguramiento de la calidad microbioldgica de los alimen-

tos, depende en muchos casos de la aplicacidn de trata-
mientos de inactivacién de microorganismos, que pueden dar-
se tanto en el alimento como en los envases que los contienen.

Los tratamientos que cominmente se aplican en la industria,
tienen diversas limitaciones, por lo que se han desarrollado
estudios para evaluar diferentes tecnologfas convencionales
(tratamientos térmicos, aditivos... ) asi como soluciones alter-
nativas (ozono, UV pulsado, CO, supercritico, envases activos,
extractos naturales...) y tratamientos combinados de las mis-
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