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Prélogo
_____________________________________________________________________________________________________________________________

“La formulacion de un problema es mas importante que su solucién”
Albert Einstein

El presente nimero de la Revista del Comité CientiLcd es un claro ejemplo de la multitud de factores que pueden
condicionar la seguridad alimentaria y también re [ejh la transcendencia de las intervenciones por parte de todos los
actores de los diferentes eslabones de la cadena alimentaria e incluso de fuera de ella, desde los que se ocupan de la
produccion primaria hasta los propios consumidores (pues cada uno de nosotros hemos de contribuir activamente
en la gestion individual de los riesgos), pasando por los industriales, los distribuidores y los restauradores, pero sin
olvidar que la seguridad alimentaria también se ve afectada por todos aquéllos que no participan directamente en
actividades alimentarias. Sirva como ejemplo que la contaminacién ambiental, que podemos asociar a casi todas
las actividades humanas, tiene su [ellre [ejb en los alimentos que comemos.

Como consecuencia de esa multiplicidad de peligros y factores que in [uyen en la seguridad alimentaria el Comité
ha tenido que valorar, en los informes que se recogen en este ejemplar, la in [Léncia en la seguridad alimentaria de
contaminantes de las materias primas alimenticias (mercurio en los productos de la pesca), de la formulacién de los
productos alimenticios (efecto de la reduccién de sal en los productos carnicos), de los materiales empleados para
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envasar los alimentos (envases activos o inteligentes), de los métodos para determinar la composicion de los productos
alimenticios (deteccion de proteinas lacteas). También ha revisado el papel de los componentes fundamentales de los
alimentos (los nutrientes) en relacién con un grupo de enfermedades crénicas (las autoinmunes).

La gestion del riesgo relacionado con la presencia de contaminantes ambientales en los productos alimenticios
ha de acompasarse a las nuevas aportaciones cienti[cds y a los nuevos datos que aportan mayor concrecion de
los niveles de los contaminantes en los diferentes alimentos y de la ingesta real de tales peligros por determinados
grupos de consumidores. Dado que la presencia de estos contaminantes ambientales en los alimentos es inevitable,
una de las medidas basicas de gestion del riesgo que a ellos se asocia la constituye el establecimiento de niveles
méaximos para cada uno de los contaminantes en los productos alimenticios, niveles cuya ingesta es segura para
los consumidores. En la evaluacion del riesgo derivado de la presencia de mercurio en los productos de la pesca, el
Comité ha considerado tanto las evidencias del carécter téxico del peligro (en particular de determinadas formas
quimicas) como datos recientes acerca de la presencia de mercurio en los productos alimenticios comercializados en
Espafia y en algunos tejidos de los consumidores espafioles (que re [ejhn la ingesta real del contaminante) asi como
los patrones de consumo de los diferentes alimentos. En funcién de la informacién disponible, y para mantener el
nivel de seguridad actual, el Comité considera que no es recomendable modi [car el nivel maximo de contaminacion
por mercurio actualmente establecido para el pescado y los productos de la pesca. También estima que las medidas
tendentes a reducir la presencia de mercurio en el medio ambiente asi como el seguimiento de las recomendaciones
relativas a limitar la ingesta por los grupos poblacionales especialmente sensibles de carne de las especies de peces
mas contaminadas con mercurio son e [cdces medidas de gestion de este riesgo.

El informe del Comité relativo a la reduccion de la sal en la seguridad microbioldgica de los productos carnicos
curados es un claro ejemplo de la necesidad de valorar adecuadamente todas las consecuencias derivadas de
cualquier intervencién en gestion de riesgos. Siendo muy conveniente, en términos de salud publica y para reducir
los riesgos relacionados con la hipertension arterial y las enfermedades cardiovasculares, rebajar la ingesta de sal
comun por la poblacién espafiola, es necesario evaluar si la reduccién en la cantidad de cloruro sédico empleada
en la elaboracion de los productos alimenticios (una de las medidas basicas a aplicar para reducir la ingesta de
sal por la poblacién) tiene algun efecto indirecto sobre otros factores de riesgo. Tal valoracién es necesaria pues
el cloruro sédico constituye uno de los mdltiples componentes del complejo sistema antimicrobiano que garantiza
la estabilidad y la seguridad microbioldgica de diversos productos alimenticios, en particular de los productos
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carnicos crudos y curados. EI Comité destaca la necesidad de que los industriales alimentarios valoren en cada caso
concreto el posible efecto de la reduccion en el contenido en sal de sus mezclas de ingredientes en la seguridad
microbioldgica de los productos que elaboran, de que adopten alguna de las multiples medidas de intervencion que
permiten garantizar la seguridad de los productos alimenticios obtenidos a partir de estas formulas modi [cadas, y
propone, en base a modelos de prediccion del comportamiento microbiano, un procedimiento muy Gtil para orientar
la actuacion de los técnicos de las industrias alimentarias en la seleccion de las medidas de gestion de la seguridad
microbioldgica de los productos alimenticios elaborados a partir de férmulas con reducido contenido en sal.

La utilizacion de nuevas tecnologias en el procesado de alimentos Unicamente es factible cuando, entre otros
aspectos, se ha demostrado la seguridad para los consumidores de los productos en cuya elaboracion se han
empleado. Las modi [cdciones en las técnicas y en los procedimientos de envasado de los productos estan en el
origen de algunas de esas nuevas tecnologias. Los desarrollos técnicos permiten disponer de envases activos (que
modi [can la composicion del alimento o de su entorno con una [nalidad determinada: por ejemplo, aumentar su vida
atil) y de envases inteligentes (que son capaces de valorar el estado del alimento que contienen o de las condiciones
en que se ha mantenido y proporcionar alguna informacion derivada de dicha evaluacion: por ejemplo, muestran
un color determinado Unicamente cuando el producto ha sido mantenido a temperaturas inadecuadas). El Comité
realiza una valoracion de los desarrollos mas recientes en relacion con ambos tipos de envases y evala las medidas
legislativas de gestion del riesgo actualmente vigentes, considerandolas adecuadas al nivel actual del conocimiento.

La presencia de proteinas lacteas en los productos alimenticios constituye un factor de riesgo para consumidores
alérgicos a las mismas. Los métodos analiticos que permiten la deteccion de estos componentes alergénicos
constituyen una valiosa herramienta de control. Sin embargo, los diferentes escenarios de utilizacion de dichos
métodos (desde el uso rutinario en la industria alimentaria hasta la investigacion de posibles fraudes) plantean
demandas analiticas diversas. EI Comité emite un informe sobre los métodos actualmente disponibles y valora su
adecuacion para el empleo en diversas situaciones, recordando que la gestion de este riesgo concreto no ha de
basarse exclusivamente en la utilizacion de métodos analiticos de deteccién de proteinas lacteas.

El mejor conocimiento del papel que juegan los diferentes nutrientes en los procesos metabdlicos humanos
estd permitiendo descubrir como determinados nutrientes intervienen activamente en el curso de determinadas
enfermedades humanas, bien favoreciendo su desarrollo, bien retrasando o impidiendo su aparicion. Las
enfermedades autoinmunes constituyen un grupo de padecimientos de caracter cronico cuyo desarrollo puede
verse afectado por la composicion de nuestra dieta. Ademas de resaltar las evidencias claras de la importancia de
una nutricion adecuada y equilibrada en el normal funcionamiento del sistema inmunitario, el Comité considera que,
para la posible utilizacion de nutrientes para la prevencion o la mejora de enfermedades autoinmunes concretas
(uso que pudiera ser factible en base a los datos procedentes de ensayos animales), ain debe demostrarse
adecuadamente su e [Cdcia en ensayos humanos.

Los informes recogidos en este nimero de la Revista son los dltimos adoptados por el Comité del que he formado
parte en los Gltimos siete afios. Como esta establecido estatutariamente y es necesario por multiples razones, se
ha procedido a la renovacion del Comité. Esta oportunidad de prologar este ejemplar que ahora leen me permite
al mismo tiempo agradecer, ademés de tal circunstancia, la con [arza personal que los diferentes gestores de la
Agencia y de los Ministerios en que se ha integrado e integra me han demostrado al seleccionarme para formar
parte de este primer Comité Cienti[cd de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y (desde 2006) Nutricion.
También me permite trasladar mi reconocimiento a todos y cada uno de los veintinueve colegas con los que he
compartido experiencia y a todos y cada uno de los gestores que también han formado parte del Comité o han
participado en alguna de sus actividades. Todos y cada uno de ellos han contribuido signi [cdtivamente a mi mejora
intelectual, profesional y humana.

Andrés Otero Carballeira
Miembro del Comité Cienti[cd de la AESAN
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El sistema inmune esta formado por una red compleja de células y érganos que protegen al cuerpo de
agentes extrafios. El sistema inmune tiene varias lineas de defensa. Una vez que las barreras naturales
han fracasado se ponen en marcha la inmunidad innata y la adquirida. La inmunidad innata es la
primera en actuar, es natural e inespecilcd, no requiere sensibilizacion previa, esta mediada funda-
mentalmente por células con capacidad fagocitica y células asesinas naturales y, por si misma, permite
controlar a la mayor parte de los agentes patogenos que llegan al organismo. La inmunidad adquirida
es especi[cd y posee memoria inmunoldgica cuando el organismo es expuesto por segunda vez a un
antigeno determinado; en ella participan prioritariamente los linfocitos y los anticuerpos y citoquinas
liberados por ellos. La mucosa del aparato digestivo es una extensa puerta de entrada a agentes paté-
genos que también posee un tejido linfoide asociado a ella (GALT), el cual esta formado por nédulos
linfoides solitarios, apéndice, placas de Peyer y linfocitos individuales de la pared intestinal. General-
mente el sistema inmune responde de forma unitaria, por lo que la division en respuesta inespeci[cd y
especi[cd es més tedrica que real. Lo que si ocurre es que, dependiendo de las circunstancias, en unos
casos predomina una u otra. En algunas personas el sistema inmune se encuentra alterado y le cuesta
trabajo reconocer a sus propias estructuras celulares y tejidos, por lo que inicia un ataque frente a ellas.
Cuando esto ocurre se originan las enfermedades autoinmunes. El ataque autoinmunitario puede estar
restringido a tejidos especi [cds o ser generalizado.

El profundo efecto de la dieta en el sistema inmune es algo claramente reconocido. Una ingesta
inadecuada de macronutrientes o determinados micronutrientes puede conducir a de [Ciéncias en el
sistema inmune que den lugar a manifestaciones clinicas. Un aspecto menos conocido de la estrecha
relacion entre la nutricion y el sistema inmune es el papel de los nutrientes en la patogenia, la clinica
y la evolucidn de las enfermedades autoinmunes. En este sentido se ha demostrado que, en pacientes
con enfermedades autoinmunes: i) la restriccion cal6rica no mejora la clinica o la evolucién de la
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enfermedad; ii) el AGPI (4cido araquiddnico) parece tener una utilidad clinica en las enfermedades
autoinmunes, aunque el mecanismo mediante el cual ejerce sus efectos clinicos no esta aclarado; iii)
determinados péptidos y proteinas presentes en los alimentos estan involucrados en la patogenia de
enfermedades autoinmunes como la celiaquia, la diabetes tipo 1y la artritis reumatoide; iv) todos
los ensayos de intervencion nutricional realizados en pacientes con enfermedades autoinmunes, en
los que se administran vitaminas con actividad antioxidantes, aisladas o en conjunto, han mostrado
unos bene [cibs clinicos muy pequefios o nulos; v) el dé [cit de vitamina D es un factor predisponente
a padecer diabetes tipo 1y esclerosis multiple. La suplementacion en personas con este dé [Cit corrige
esa predisposicion y vi) los escasos ensayos clinicos aleatorizados, doble ciego y placebo controlados,
en los que se administran altas dosis de varias cepas de probiéticos, a pacientes con enfermedades
in [amatorias intestinales, muestran una mejoria de la clinica in [athatoria, siempre y cuando se admi-
nistren simultaneamente con la medicacion adecuada.

En general parece existir una relacion entre determinados nutrientes y la patogenia, la clinica y la
evolucion de las enfermedades autoinmunes. De momento, los estudios realizados con modelos ani-
males de experimentacion parecen arrojar datos mas concluyentes que los ensayos de intervencion nu-
tricional llevados a cabo en pacientes, los cuales son escasos. Seria necesario disponer de mas estudios,
en pacientes, para conocer con mas claridad el impacto de la dieta en las enfermedades autoinmunes.

Palabras clave

Sistema inmune, enfermedades autoinmunes, nutricion, nutrientes, probidticos.

Report of the Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Safety and
Nutrition (AESAN) on the role of nutrition in autoimmune diseases.

The immune system is a network of cells, tissues, and organs that work together to defend the body
against attacks by “foreign” invaders. If pathogens survive the body’s front-line defenses, they still
have to [nd a way to escape a series of general defenses of the innate immune system, which are ready
to attack without regard for speci [C_hntigen markers. These include patrolling phagocytes, natural ki-
ller T cells, and complement. Pathogens that cross the general barriers then confront speci [cWveapons
of the adaptive immune system tailored just for them. These speci[cweapons, which include both
antibodies and T cells, are equipped with singular receptor structures that allow them to recognize and
interact with their designated targets. Other clumps of lymphoid tissue are found in many parts of the
body, especially in the linings of the digestive tract, territories that serve as gateways to the body. The-
se tissues form the gut-associated lymphoid tissue and include the tonsils, adenoids, Peyer’s patches,
lymphoid aggregates and appendix. The immune system works as a unit, thus the distinction between
innate and adaptive is not completely real. In abnormal situations, the immune system can mistake
self for non-self and launch an attack against the body’s own cells or tissues. The result is called an
autoimmune disease. The immune attack may be restricted to certain organs or involve a particular
tissue in different places.



The profound effect of diet on the immune system is well-known since many years ago. Lack of ade-
quate macronutrients or selected micronutrients can lead to clinically signi [cant immune de [ciéncies.
However, the relationship between nutrition and autoimmune diseases is not clearly established. In
this regard, it has been established that: i) it is not yet possible to conclude whether caloric restriction
improves the pathology of human autoimmune diseases; ii) polyunsaturated fatty acids seem to re-
duce autoimmune disease severity, however, its mechanisms of action is still unclear; iii) some dietary
peptides and proteins are capable of inducing autoimmune diseases, such as celiac disease, type 1
diabetes and rheumatoid arthritis; iv) human studies investigating the effects of antioxidant vitamins,
administered alone or together, have shown not quite signi [cant bene [Islon clinical symptoms; v) vi-
tamin D de [ciéncy is associated with a higher risk of type 1 diabetes and multiple sclerosis. De [Ciéncy
supplementation ameliorates this predisposition and vi) the few randomised, double-blind placebo-
controlled trials, with high doses of several probiotics strains, carried on patients with in [athmatory
bowel diseases, show a decrease in clinical in [athmatory score, in medically treated patients.

Taken together, various dietary components have been suggested to impact on autoimmune disea-
ses. To date, human studies are encouraging, but not as straightforward as expected from experiences
with experimental animal models. There is a clear need for more good-quality studies assessing the
putative effects of nutritional compounds on autoimmune diseases.

Immune system, autoimmune diseases, nutrition, nutrients, probiotics.

[N
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En los Gltimos afios la aparicion de alimentos con propiedades funcionales ha aumentado considera-
blemente. En algunas ocasiones, a estos alimentos se les atribuyen propiedades bene [cibsas sobre el
sistema inmune. Este aspecto podria llevar a confusiones sobre los posibles efectos de los nutrientes en
las enfermedades autoinmunes. Por estas razones, el objetivo de este informe es analizar y evaluar el
papel que tiene la nutricion sobre la patogenia y la evolucién clinica de las enfermedades autoinmunes.

El sistema inmune esta formado por una intrincada red de tejidos especializados, 6rganos, células y
sustancias quimicas que protegen de los agentes infecciosos, las toxinas, las células cancerosas y los
tejidos extrafios. Existen muchas variaciones individuales en las funciones inmunes originadas por la
dotacion genética, el estado nutricional del individuo, el estrés, la edad y los habitos de conducta. Al-
gunos de estos factores podrian ser la causa de que en determinados individuos el sistema inmunitario
sufra alteraciones llegando a no establecer diferencias entre el tejido propio y los agentes extrafios.
El resultado es una respuesta inmunitaria que altera y destruye los tejidos corporales normales de las
personas que lo padecen, originando las enfermedades autoinmunes.

1. El sistema inmune

Los primeros mecanismos de defensa destinados a combatir y eliminar los elementos extrafios im-
plican factores fisicos, quimicos y biolégicos tales como la barrera de la piel, las mucosas, el pH del
estomago, las enzimas digestivas, la biota normal de ciertos tejidos y otros. Cuando estos mecanismos
fallan o son superados, actua el sistema inmune.

El sistema inmune posee dos vias interactivas: la inmunidad innata o inespeci[cd y la inmunidad ad-
quirida o especi[cd. Ambas estan mediadas por proteinas y células procedentes de los drganos linfoides
(timo, bazo, nddulos linfoides y placas de Peyer) que son transportadas a los lugares diana a través del
torrente circulatorio y linfatico.

Inmunidad innata

Es la primera en actuar. Es de naturaleza inespeci[cd, es decir, su actuacion no necesita una exposicion
previa al patdgeno y no aumenta por la exposicion reiterada a los mismos. Existen varias respuestas
de inmunidad innata:

« La respuesta in [afhatoria, cuya consecuencia [nal es el fendmeno de eliminacién por fagocitosis,
de elementos extrafios y que esta a cargo de los monocitos 0 macréfagos y los neutr6 gk, segun
tenga lugar en la sangre o en los tejidos. Ante una agresion las células liberan sustancias media-
doras de la in[amacion (histamina, prostaglandinas, leucotrienos, etc.) que actdan sobre: i) los
capilares provocando su vasodilatacion y un aumento de su permeabilidad y ii) sobre los fagocitos
activando la sintesis de las enzimas digestivas y quimiotaxis. Las células fagociticas activadas
salen de los capilares, se dirigen hacia la lesion y alli aislan, fagocitan y destruyen los elementos
extrafios.

« El mecanismo del interferdn (IFN). El interferon es un grupo de glicoproteinas séricas que inter-
vienen en el rechazo y control de la infeccion virica y, en general, de los patdgenos intracelulares,
cualquiera que sea su origen (virus o bacterias). Ademas, pueden ser inducidas por ARNbc (ARN



producidos como parte del proceso de replicacion/transcripcion del ARN virico), antigenos de mu-
chos tipos, lipopolisacaridos y mitdgenos, con capacidad para inhibir la replicacion del patdgeno
en células de la misma especie, o relacionadas. Las células infectadas por virus liberan IFN que
es captado por las células proximas sin infectar, las cuales sintetizan enzimas que impiden la
multiplicacion del genoma viral y la sintesis de proteinas virales, frenando asi la propagacion de
la infeccion. EI IFN también inhibe la proliferacion celular, participa en el rechazo de tejidos, activa
los macréfagos, e interviene en la inmunidad especi [cd. Existen dos tipos generales de interferdn:
i) el tipo I, del que existen cinco variantes, lo sintetizan los trofoblastos, [hrioblastos, monocitos,
macrofagos, linfocitos Ty células epiteliales y ii) el tipo II, también denominado interferén inmune
o [=interferdn, que es producido por linfocitos Ty células NK.

La via alternativa del Complemento. Se trata de un conjunto de proteinas del suero que se activan
en “cascada” y cuya consecuencia [nal es la lisis bacteriana. Existe una via clasica del Comple-
mento que puede activarse en ausencia de anticuerpos y cuyo papel puede ser sustituido por la
lactoferrina, la cual unida a determinados patégenos activa el C1q e inicia la cascada que termina
en la lisis bacteriana.

= Células natural killer (NK) que destruyen las células infectadas por patégenos intracelulares, inde-
pendientemente de cual sea su naturaleza (bacterias, hongos o virus).

Inmunidad adquirida
Este tipo de inmunidad se activa tras el contacto con el patégeno o elemento extrafio. Sus caracteristi-
cas principales son la especi [citlad y la memoria. Es especi[cd porque va dirigida contra un elemento
extrafio concreto (antigeno) y tiene memoria porque el segundo y los siguientes contactos desencade-
nan una respuesta mas rapida y potente.

La respuesta inmune especi [ca se lleva a cabo fundamentalmente por parte de los linfocitos T y B.
El antigeno es procesado y presentado a los linfocitos T principalmente por los macrofagos, las células
dendriticas y las células B.

El resultado del reconocimiento del antigeno es que el sistema inmune reacciona simultdneamente
de dos formas:

< Respuesta inmune humoral. Los linfocitos B, estimulados por la presencia del antigeno y por ci-

toquinas proliferan y evolucionan a “células plasmaticas”, las cuales secretan inmunoglobulinas

(Ig) con actividad anticuerpo. Los principales tipos de anticuerpos que intervienen en la respuesta

inmune son las IgG y las IgM, en el suero, y las IgA en las mucosas. Las IgE interviene en fend-

menos de hipersensibilidad y las IgD lo hace sirviendo de receptor de antigenos en las células B.

= Respuesta inmune celular. Los linfocitos T son estimulados para reaccionar contra el antigeno.

Existen tres subpoblaciones de linfocitos T:

— Linfocitos T colaboradores (Th o0 T-CD4). Estos sintetizan citoquinas que estimulan a otras células,
que intervienen tanto en la inmunidad innata, como en la adquirida (linfocitos B, LTC, macrofa-
gos, etc.).

— Linfocitos T citotoxicos (LTC o T-CD8) que destruyen las células infectadas por los patégenos
intracelulares.

€T oU 021}J]3UBI0 31WO0I |3p elsIAaL



€T U 01UBIO B1IWOD [3P BISIABI

— Linfocitos T reguladores (T, ). Anteriormente se conocian como linfocitos T supresores. Son fun-
damentales en el mantenimiento de la tolerancia inmunoldgica. Su funcién mas importante es
bloquear la activacion del sistema inmune y mantener la homeostasis del mismo, asi como la
tolerancia a los autoantigenos. Su funcién inmunosupresora se estd empezando a utilizar para
tratar las enfermedades autoinmunes y aumentar la tolerancia a los transplantes. Su mecanismo
de accion no esta claro, pero parece ser que las citoquinas inmunosupresoras interleucina 10 y
TGF-R estan implicadas en su accion.

Los linfocitos T se activan tras el reconocimiento del antigeno, siempre y cuando este vaya unido

a moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC), del que existen dos clases: i)

las de clase | se expresan en todas las células nucleadas y plaquetas y ii) las de clase Il estan

presentes solo en las “células presentadoras de antigeno” (CPA) (macrdfagos, células dendriticas,
linfocitos B, etc.).

EI MHC de clase | sirve de mecanismo de presentacion de antigenos intracelulares a los linfocitos

CD8, mientras que el MHC Il presenta antigenos derivados de microorganismos extracelulares y

proteinas a los linfocitos CD4 (Figura 1). La comunicacion entre la inmunidad innata y la adquirida

tiene lugar a través de interacciones directas célula-célula, implicando a su vez la adhesion de
moléculas y la proliferacion de mensajeros quimicos tipo citoquinas.

MACROFAGO
Procesamiento L
\ / Fagocitosis \
A ANTIGENO
MACROFAGO < --__., Ag+MHCII Digestion y | EN SUSPENSION
Fagocitosis X Procesamiento : Y
: | i
1 : |I
i Ag+MHCII ! Anticuerpos
: \ . :
1 - 1
ANTIGENO ACTIVACION [ CITOQUINAS - __ + LINFOCITO B
SOLUBLE CITOQUINAS ~——— DET-CD4
: [ CITOQUINAS ~. _
1 Y z
f ] ™1 ACTIVACION
Anticuerpos ! _ -
; : Ag+ HC | DET-CD8
1 1 1
1 1 :
LINFOCITOB <~~~ T Lisis
Internalizacion Ag+ MHC Il v

\ / Procesamiento
Procesamiento del antigeno \

CELULAS
INFECTADAS

Figura 1. Esquema de los procesos implicados en la respuesta inmune adquirida. Ag= antigeno. MHC |= proteinas
de histocompatibilidad de clase I. MHC lI=proteinas de histocompatibilidad de clase II. T-CD4=Linfocito T colabo-
rador. T-CD8=Linfocito T citotoxico.



2. Sistema inmunitario y tracto gastrointestinal

Existe una relacion estrecha entre el sistema inmune y el tracto gastrointestinal, derivada del hecho de
que el intestino es el 6rgano linfoide mas grande del organismo, lo que a su vez esta muy relacionado
con la gran cantidad de antigenos a los que las células intestinales estan expuestas constantemente.

La super [cié mucosa intestinal esta colonizada por una microbiota que alcanza valores muy altos de
bacterias, de hasta 10** ufc/g/cm?en el colon y entre 10°y 107 en el resto. Esta abundante masa bac-
teriana, también variada, contribuye a la proteccion creando una barrera que impide la colonizacion
de bacterias y hongos patdgenos, principalmente, por un principio elemental de exclusion competiti-
va (competicion por espacio y nutrientes). La importancia de la microbiota intestinal, por otra parte,
queda de mani[esto cuando se produce su eliminacion o una alteracion brusca en su composicion,
facilitando la presencia de patogenos potenciales.

A nivel del estémago, el pH desciende normalmente hasta valores microbicidas, aunque no siempre
resulte e [cdz. Igualmente, el pH de los primeros tramos del intestino delgado también puede compro-
meter la vida de los patégenos potenciales, debido al caracter anaerobio facultativo de la microbiota
que, en los lactantes, selecciona la presencia de lactobacilos que producen acido lactico y butirico
de la lactosa, lo cual ejerce un efecto bacteriostatico sobre muchos patdgenos bacterianos. Ademas,
la mucosa del estomago segrega lisozima y en el intestino, las células de Paneth liberan lisozima y
criptidinas. Todos ellos tienen propiedades antimicrobianas. Los macréfagos presentes en la mucosa
intestinal también liberan lisozima. Ademas, estos macréfagos aclaran la presencia de patégenos en el
lumen mediante su actividad fagocitica y la secrecion de citoquinas.

Los mecanismos intestinales de defensa necesitan diferenciar correctamente entre la micro [afa
simbidtica y los patdgenos exdgenos. Hoy en dia, aun no se entiende bien este mecanismo, pero es
probable que tanto la respuesta inmunoldgica innata como la adquirida participen en este proceso.

Se ha explorado in vitro la capacidad de las células inmunocompetentes de la mucosa para discernir
entre sefiales emitidas por diferentes tipos de bacterias y se han encontrado, al menos, dos patro-
nes distintos de respuesta innata a las bacterias Gram negativas y Gram positivas. Es posible que la
comprension de estas funciones moduladoras pueda suministrar informacion para prevenir o corregir
problemas intestinales asociados a las alergias alimentarias, la enfermedad in [amatoria del intestino
y la autoinmunidad. En este contexto, se estan investigando los efectos moduladores de la actividad
inmunitaria que puede ofrecer la ingesta de organismos vivos no patdgenos (probidticos) que pueden
interaccionar con la mucosa intestinal y promover efectos protectores, por ejemplo, limitando la inten-
sidad y la extension de las respuestas inmunitarias en el &mbito de la mucosa (Zaldivar, 2002) (Marcos
et al., 2006) (Guarner, 2007) o incrementando en la mucosa intestinal la presencia de linfocitos CD4* y
CD8*y la produccion de citoquinas (Naidu et al., 1999).

El tejido linfoide asociado a las mucosas (MALT: mucosal associated lymphoid tissue), constituye
una parte esencial del sistema inmune de las mucosas. EI MALT gastrico y el intestinal (GALT: gut-
associated lymphoid tissue) engloban nédulos linfoides solitarios, apéndice, placas de Peyery linfocitos
individuales de la pared intestinal. Desde el punto de vista funcional el MALT protege las mucosas fren-
te a la infeccion y colonizacion por patégenos, establece tolerancia frente a antigenos derivados de la
ingesta alimentaria y previene de respuestas alteradas frente a estos antigenos, en el caso de que sean
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capaces de romper y atravesar la mucosa. En las placas de Peyer, las células M (célula membranosa),
que representan el tejido linfoide principal del intestino, estan especializadas en atrapar antigenos
de la luz intestinal y transportarlos a la submucosa (transcitosis), a través del linfoepitelio, donde se
liberan al espacio extracelular desde el que son captadas por las células dendriticas y transportadas a
otros territorios organicos. De hecho, este tipo de células representa la puerta de entrada habitual de
patdgenos intracelulares facultativos como Brucella spp, Salmonella spp, Mycobacterium tuberculosis,
Chlamydia, Cryptosporidium, astrovirus, virus breda y rotavirus.

En el tracto gastrointestinal, como en otras mucosas, los mecanismos protectores incluyen la exclu-
sion y la eliminacién inmunes, tareas en las que se reparten los distintos tipos de inmunoglobulinas.
La exclusion supone el bloqueo de la penetracion del agente extrafio a nivel de la mucosa, mientras
que la eliminacién inmune representa la eliminacion propiamente dicha del agente una vez que ha
penetrado en la mucosa. En este sentido, la IgA bloquea la union de las adhesinas bacterianas o viricas
a las células epiteliales de la mucosa intestinal (o de otras mucosas) oponiéndose a la colonizacion y
ademas posee la capacidad de activar el complemento. Finalmente, la IgA actda a nivel intracelular, en
las células epiteliales, las cuales la transportan hacia la super [Cie mucosa, uniéndose por ejemplo a
proteinas viricas, impidiendo la replicacion virica. La IgE y la 1gG poseen capacidad para eliminar el an-
tigeno que penetra en la mucosa, destruyéndolo, mediante la activacion del sistema del complemento
por la via clasica. Ademas, la IgE puede unirse a los mastocitos de la pared del intestino, provocando su
desgranulacion y la liberacion de aminas vasoactivas, lo que causa un incremento de la permeabilidad
capilar y la extravasacion de [uidos ricos en 1gG, originando los signos tipicos de la in [amacion.

Como se ha sefialado, el sistema digestivo es la puerta de entrada habitual de muchos antigenos ex-
trafios, incluyendo proteinas alimentarias y microorganismos (comensales y patdgenos). Aunque la mayor
parte son degradados, una pequefia porcion de los antigenos alimentarios se absorben de forma intacta,
siendo [fados por las células de Kupffer en el higado, cuya funcion es facilitada por la IgA presente en el
punto de absorcién, que se une al antigeno y estimula la fagocitosis del complejo inmune. El equilibrio, en
el aparato digestivo, entre la respuesta frente a agentes patogenos y la tolerancia frente a los nutrientes
supone la intervencion de linfocitos T reguladores. Estos a dosis bajas de antigenos provocan supresion
activa, mientras que a dosis altas originan anergia clonal o apoptosis de linfocitos T especi [cds.

3. Enfermedades autoinmunes
Uno de los desequilibrios del sistema inmune esta representado por las llamadas enfermedades auto-
inmunes, en las cuales la respuesta inmunitaria va dirigida frente a las propias células del individuo,
destruyendo el tejido corporal sano. En muchos casos se desconoce la razén por la que sucede esto,
aunque se especula con que la presencia de algunos microorganismos, la ingesta de algunos farmacos,
toxicos y/o determinadas sustancias quimicas presentes en los alimentos puedan desencadenarlos,
especialmente en el caso de personas nutricionalmente de [ciéntes o que posean mas susceptibilidad
genética para desarrollar trastornos autoinmunes.

Las enfermedades autoinmunes pueden ser de dos tipos: i) aquellas en las que el dafio afecta a varios
organos (sistémicas) y i) cuando la lesion se encuentra en un solo 6rgano o tejido (especi[cds). Sin em-
bargo, dado que en este Ultimo caso la lesion a veces se extiende a otros tejidos, de un modo indirecto, la



distincién entre ambos tipos de enfermedades autoinmunes a veces no estd muy clara. En la actualidad
hay descritas mas de 80 enfermedades autoinmunes. Entre las enfermedades autoinmunes sistémicas
destacan la artritis autoinmune, el lupus, la esclerodermia, el sindrome de Sjégren, la dermatomiositis y
el sindrome de Guillain-Barre. Dentro de las especi [cds, las mas importantes son la diabetes mellitus tipo
1, la tiroiditis de Hashimoto, la enfermedad de Graves, la enfermedad celiaca, la enfermedad de Chron, la
colitis ulcerosa, la esclerosis maltiple, la enfermedad de Addison y la miastenia gravis.

4. Estado nutricional y sistema inmune

Es un hecho aceptado desde hace ya mas de 75 afios, que el sistema inmune esta fuertemente in [uén-
ciado por la ingesta de nutrientes. El desarrollo, mantenimiento y buen funcionamiento del sistema
inmunitario depende de una nutricion adecuada y equilibrada. Una nutricion incorrecta afecta a la
respuesta inmune innata y adquirida, llegando a alterar la respuesta a la infeccién, aumentando in-
directamente la virulencia de patogenos y favoreciendo el desarrollo de enfermedades autoinmunes.

La interaccion estado nutricional/sistema inmune tiene una gran importancia, no solamente en pai-
ses en vias de desarrollo donde la ingesta de nutrientes es insu [ciénte, sino también en los paises
industrializados, especialmente en personas con dietas restrictivas, tras procesos postoperatorios, con
enfermedades infecciosas, en fumadores, en individuos expuestos a estrés medioambiental, individuos
con abusos crénicos de alcohol, con obesidad moérbida, con trastornos de la conducta alimentaria, etc.
También se ha demostrado la importancia de la relacion nutricion/sistema inmune en determinadas
etapas de la vida como en la infancia, la vejez, las mujeres embarazadas, la fase de lactancia o en nifios
prematuros (Wintergerst et al., 2007).

La primera evidencia cienti [cd de que el sistema inmune esta fuertemente in [u@nciado por la inges-
ta de nutrientes fue publicada en 1925 por Jackson. Desde entonces y hasta ahora, se han realizado
numerosos estudios experimentales y epidemioldgicos, los cuales han demostrado que existe una rela-
cion sinérgica entre la malnutricion, del tipo que sea, y las enfermedades infecciosas.

Aungue no se conocen con exactitud alguno de los mecanismos por los cuales actdian determinados
nutrientes, ni su papel en el desarrollo o gravedad de las enfermedades autoinmunes, actualmente
existen evidencias del papel fundamental que juegan los acidos grasos esenciales, los aminoacidos
esenciales, las vitaminas (A, B6, B9, B12, C y E) y minerales (Se, Zn, Cu'y Fe) sobre la funcion inmune.
Ademas, conviene sefialar que cantidades excesivas de algunos nutrientes también pueden perjudicar
la funcion inmunitaria.

Existen varias razones por las cuales el sistema inmune depende de la disponibilidad de nutrientes:
i) la respuesta inmune va asociada a la sintesis de nuevas moléculas de naturaleza proteica y a la
proliferacion celular y ii) los nutrientes actian como cofactores en muchas vias metabdlicas funda-
mentales para el mantenimiento de la funcion inmune. Ademas, pueden regular el estrés oxidativo y la
integridad de las membranas celulares.

Influencia de la restriccion calérica en las enfermedades autoinmunes

Los primeros estudios del efecto de la restriccion calérica en las enfermedades autoinmunes se reali-
zaron en conjunto con la restriccion proteica. Los trabajos se llevaron a cabo en modelos de ratones
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NZB/W, que desarrollaban lupus eritematoso (Fernandes et al., 1976). En estos animales la restriccion
dietética les con [Tid una proteccion frente al dafio renal autoinmune (Friend et al., 1978), menor pro-
duccion de autoanticuerpos anti-DNA, menor presencia de [=globulinas en los capilares del glomérulo
renal (Fernandes et al., 1978), menor actividad de linfocitos T citotdxicos, menor respuesta del timo a
la IL 2 (Jung et al., 1982), menor cantidad de inmunocomplejos circulantes (lzui et al., 1981), menor
proliferacion de linfocitos (Kubo et al., 1984) y, en general, un retraso signi[cdtivo en el comienzo de
la enfermedad autoinmune (Good, 1981).

Sin embargo, existen contradicciones fuertes entre estos trabajos en animales y los resultados en-
contrados en humanos. En este sentido, por ejemplo, no se ha encontrado mejoria alguna en los para-
metros inmunoldgicos estudiados en pacientes malnutridos con lupus eritematoso sistémico (Lockshin,
1980) (Lom-Orta et al., 1980). Las discrepancias observadas probablemente se deban a la diferencia en
el disefio experimental de los estudios en animales y humanos. Ademas, se han realizados muy pocos
estudios de restriccion caldrica en pacientes autoinmunes y los pocos disponibles son ya muy antiguos,
entre los que destacan dos estudios realizados sobre pacientes con artritis autoinmune (Panush et
al., 1983) (Skoldstam et al., 1979) que tuvieron una restriccion caldrica del 60%, junto con una dieta
relativamente elevada en &cidos grasos poliinsaturados; en ninguno de los estudios se demostré un
efecto de la restriccion caldrica sobre la patogenia de las enfermedades autoinmunes o la clinica de
las mismas.

Papel de los lipidos en las enfermedades autoinmunes

El efecto de las grasas en la aparicion y evolucion de las enfermedades autoinmunes comenzd a es-
tudiarse en la década de los afios 80. En modelos de animales que desarrollaban lupus eritematoso o
sindrome de Sjégren se comprob6 que las dietas bajas en grasas producian un retraso signi [cativo en
el inicio de la enfermedad (Levy et al., 1982) (Morrow et al., 1985). Trabajos posteriores evidenciaron
que lo realmente importante, ademas de la cantidad de grasa presente en la dieta, era el grado de
saturacion de las grasas. Las investigaciones que analizaban los efectos de las grasas saturadas versus
grasas poliinsaturadas sobre la progresion de las enfermedades autoinmunes, comprobaron que las
grasas saturadas: i) adelantaban el inicio de la enfermedad; i) incrementaban el nivel de autoanticuer-
pos; iii) aumentaban la actividad y la proliferacion de los linfocitos CD8; iv) estimulaban la capacidad
de fagocitocis de los macréfagos; v) producian un mayor in fffado linfocitario en los 6rganos afectados
y vi) causaban niveles elevados de prostaglandinas (PG) en los tejidos linfoides (Levy et al., 1982)
(Morrow et al., 1985) (Fernandes et al., 1983). Estos ultimos resultados hicieron que tomara fuerza la
hip6tesis propuesta por Mertin y Hunt (1976) que sugeria que el efecto de las grasas sobre la autoin-
munidad estaba mediado por la via de la sintesis de las PG y los leucotrienos (LT).

El precursor bioquimico mas importantes de las PG es el acido araquidonico (AGPI), un tipo de acido
graso poliinsaturado (Figura 2). A su vez, en mamiferos el precursor necesario para la sintesis de acido
araquidonico es el acido linoleico. Se ha visto que, en los ratones NZB, dietas pobres en acido linoleico
reducen las manifestaciones clinicas del lupus eritematoso y que dietas ricas en &cido araquiddnico no
incrementan la gravedad de los sintomas (Hurd et al., 1981). Por otro lado, el &cido eicosapentanoico,
otro precursor en menor grado del acido araquidénico, se puede romper en formas de PG y LT con ac-



tividad in [athatoria (Figura 3). En este sentido, en animales de experimentacion y en humanos, dietas
ricas en aceite de pescado producen una disminucion en la proliferacion de los linfocitos CD8*, menor
activacion de los macrofagos peritoneales y menor produccion de PG E2, tromboxanos y prostaciclinas.
Ademas, también producen mejoria en la clinica de las enfermedades autoinmunes (Prickett et al.,
1981) (Kelley et al., 1985) (Leslie et al., 1985) (Kremer et al., 1985) (Panush et al., 1983). El mecanismo
propuesto es que el acido eicosapentaonico induce la formacion de PGs con actividad inmunoinhibito-
ria y disminuye la sintesis de PG proin [amhatorias y LT.

| Acidos grasos n-3 de cadena larga |
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Figura 2. Mecanismo por el cual los &cidos grasos n-3 ejercen un proceso inmunomodulador y una funcién antiin-
[amatoria. Fuente: (Mataix y de Pablo, 2009).

Estudios realizados en los ultimos afios han con [Tmhado que los AGPI de las series n-6 y n-3 son los
que tienen mayor importancia en la modulacién del sistema inmune e in[Wyen en la gravedad de las
enfermedades autoinmunes. Los estudios de enfermedades autoinmunes espontaneas mediadas por
autoanticuerpos, realizados en modelos animales, sefialan que los AGPI de la serie n-3 presentes en
aceites de pescado, reducen de forma signi [cativa la proliferacion de linfocitos T y B cuando son esti-
mulados por mitégenos, disminuyendo la produccién de diferentes tipos de citoquinas principalmente
de tipo proin [afatorio. También estan implicados en la inhibicién de la actividad de las células NK
(Figura 2), ademas de que mejoran la clinica y la supervivencia. Por el contrario, en modelos experi-
mentales de enfermedades autoinmunes inducidas por linfocitos T, los AGPI de la serie n-3 incrementan
la gravedad de la enfermedad, mientras que los de la serie n-6 previenen y reducen la clinica de la
enfermedad (Harbige, 2003). Los estudios epidemioldgicos llevados a cabo, en personas, han mostrado
una incidencia baja de las enfermedades autoinmunitarias, en los esquimales de Groenlandia que
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consumen alimentos ricos en AGPI (n-3) de origen marino. También, los ensayos clinicos han mostrado
una mejoria en el tratamiento y la prevencion de diferentes enfermedades autoinmunes (artritis reu-
matoide, psoriasis, enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa o esclerosis multiple) (OMS, 1997). En este
sentido, trabajos de esclerosis multiple realizados en modelos animales y estudios epidemiolégicos
y de intervencion nutricional llevados a cabo en pacientes parecen concluir que existe una relacion
signi [cdtiva entre el consumo de los AGPI, particularmente los n-6, y la patogenia y el tratamiento de
la esclerosis multiple (OMS, 1997) (Harbige y Sharief, 2007). Segun parece, alteraciones metabdlicas
en la produccion de &cidos grasos n-6 de cadena larga, como el &cido dihomo- [=liholénico (DGLA) y
el acido araquidénico (AA), afectan a la integridad [siblogica de las células del sistema inmune, con
la consiguiente reduccion en la produccion de citoquinas proin [amatorias. En el ensayo realizado por
Harbige y Sharief (2007), en el que a individuos con esclerosis miltiple se les suministro diferentes do-
sis de DGLA, se comprob0 que a concentraciones altas, se obtenia un efecto terapéutico, disminuyendo
signi [cdtivamente la tasa de recaida y la progresion de la enfermedad.
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Figura 3. Papel de los &acidos eicosanoicos en la regulacion de los procesos inmunolégicos e in [afatorios.
Fuente: (OMS, 1997).



No obstante, aunque los AGPI parecen tener una utilidad clinica en las enfermedades autoinmunes, el
mecanismo mediante el que ejercen sus efectos clinicos no esta aclarado.

También existen evidencias sobre el papel bene [cibso de los acidos grasos monoinsaturados en las
enfermedades autoinmunes. Recientemente, se ha descrito que el aceite de oliva tiene un efecto in-
munosupresor y antiin [amhatorio debido probablemente, aunque no de forma exclusiva, a su principal
componente, el acido oleico. Sin embargo, los componentes polifenolicos que contiene esta grasa, a los
cuales se les atribuye una accién antioxidante, parece que intervienen también en la regulacion de la
respuesta inmune. Estudios epidemiolégicos han demostrado que la administracion de aceite de oliva
en la dieta reduce el riesgo de padecer artritis reumatoide (Mataix y de Pablo, 2009).

Finalmente, otro aspecto importante a considerar es que las células del sistema inmunitario de-
penden en gran medida de la funcion de su membrana celular para realizar operaciones tales como
secrecion de citoquinas y anticuerpos, reconocimiento de antigenos, transformacion de linfocitos y
lisis por contacto. La importancia de los lipidos en el mantenimiento de la integridad de la membrana
parece indicar que estos compuestos pueden ser nutrientes criticos en la regulacién de la funcion
inmunitaria y, de hecho, se ha demostrado que las grasas in [uyen en la gravedad de las enfermedades
autoinmunitarias (OMS, 1997).

Importancia de los aminoacidos y proteinas en las enfermedades autoinmunes

Las investigaciones pioneras de Fernandez et al. (1976) ya demostraron que una leve restriccion pro-
teica (6%) producia una menor tasa de autoanticuerpos, una menor citotoxicidad mediada por células,
una mejoria clinica y un retraso en la aparicién del lupus eritematoso en el raton NZB. También, por
la década de los afios 70 comenzaron a aparecer estudios que relacionaban la restriccion selectiva de
ciertos aminoacidos, como fenilalanina y tirosina, con la mejoria clinica de los ratones NZB (Dubois,
1974).

Por esos afios se comprobd que el empleo de preparaciones con aminoacidos sintéticos en vez de los
aminoé&cidos naturales, en las dietas de los ratones NZB inducia una disminucién de los autoanticuer-
pos, de los inmunocomplejos y una mejoria clinica de los animales (Batsford et al., 1984). Ademas, en
un modelo de ratas que desarrollaban una diabetes tipo 1 de un modo espontaneo (ratas BB), el em-
pleo de los aminodcidos sintéticos reducia la prevalencia de la enfermedad en un 35% (Elliot y Martin,
1984). La propuesta que se hizo fue que la presencia de aminoacidos sintéticos en las dietas hacia que
no estuvieran presentes algunas proteinas que ya se habian descrito que tenian un carécter antigénico.

Estos estudios fueron los primeros que establecieron una relacion entre la presencia de antigenos
proteicos en la dieta y la aparicion de enfermedades autoinmunes. Posteriormente, aparecieron estu-
dios que sefialaban que los antigenos proteicos podian desencadenar reacciones cruzadas de autoin-
munidad, de un modo similar a como hacian agentes infecciosos o determinados farmacos (Cooke et
al., 1984). Asi pues, se establecieron las primeras relaciones entre gliadinas y celiaquia (Cole y Kagnoff,
1985), reticulina y [brionectina (presentes en el colageno) y la artritis reumatoide o el sindrome de
Sjogren (Lane et al., 1982) (Teppo y Maury, 1984), el aminoacido L-canavanina (presente en ciertos
cereales y semillas) y el lupus eritematoso (Roberts y Hayashi, 1983) y las proteinas lacteas y diabetes
tipo 1 o artritis reumatoide (Scott, 1991) (Welsh et al., 1985).
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En el caso de la diabetes estudios epidemioldgicos de caso-control y de cohortes han demostrado
que proteinas lacteas como la caseina, la [=[Actoalbimina y la R-lactoglobulina estan directamente
relacionadas con la aparicion de la diabetes tipo 1 e incluso con la edad de aparicién de la enfermedad
(Peng y Hagopian, 2006) (Luopajérvi et al., 2008).

Otro aspecto importante es que el procesamiento de los alimentos genera compuestos como los de
Maillard que pudieran estar implicados en la aparicion de enfermedades autoinmunes. En este sen-
tido, se han comprobado que los compuestos de Maillard tienen estructuras muy similares a algunos
alergenos.

Las vitaminas y las enfermedades autoinmunes

La importancia de las vitaminas en la funcion inmune esta bien documentada desde hace unos 30
afios, sin embargo existen muy pocos estudios concluyentes que investiguen el papel de las vitaminas
en las enfermedades autoinmunes.

1. Vitaminas con actividad antioxidante

En modelos de ratones NZB se ha visto que el dé [cit de vitamina A induce una aparicion mas temprana
de autoanticuerpos, asi como, una elevacion de los mismos (Gerschwin et al., 1985). En estos mismos
animales la vitamina E induce retraso de la aparicion del lupus eritematoso (Dormandy, 1983). La vita-
mina C en modelos de animales con encefalomielitis reduce la linfoproliferacion y mejora el in [Ifdado
in [amatorio (Anderson et al., 1980).

En el caso de humanos, los resultados son contradictorios. Trabajos antiguos sefialan que la adminis-
tracion de suplementos de vitamina E inducia remisiones en pacientes que sufrian distintas enfermeda-
des autoinmunes como lupus eritematoso, esclerodermia y polimiosistis (Ayres y Mihan, 1978) (Mihan
y Ayres, 1979). Sin embargo, estudios de metaanalisis recientes indican que la suplementacion aislada
0 conjunta con vitamina A, E o C no induce ninguna mejoria, realmente signi [cdtiva, en pacientes con
artritis reumatoide o enfermedades in [@amatorias intestinales (Calder et al., 2009) (Rosenbaum et al.,
2010).

Asi pues, de un modo general, aunque los antioxidantes presentes en la dieta suponen una defensa
importante frente a las lesiones in [athatorias que aparecen en muchas enfermedades autoinmunes,
especialmente las enfermedades in [afhatorias intestinales y la artritis reumatoide, los ensayos clinicos
realizados en pacientes muestran unos bene [€ibs clinicos muy pequefios o nulos.

2. Vitaminas hidrosolubles

La vitamina B12 es esencial para la proliferacion de los linfocitos T CD4* y CD8*, asi como para la
actividad de las células NK. Sin embargo, estudios realizados hace ya muchos afios no han demostrado
que su administracion mejore a pacientes con lupus (Goldblatt, 1951) y artritis reumatoide (Rosenberg,
1954). La biotina es necesaria para la produccion de anticuerpos y para la proliferacion de los linfocitos
T. En animales se ha visto que tiene un efecto similar a la vitamina C en modelos de encefalomielitis
(Linthicum et al., 1979).



3. Vitamina D

La vitamina D'y sobre todo su metabolito el 1,25-dihidroxicolecalciferol posee una accion inmunoregu-
ladora. La mayoria de las células del sistema inmune, a excepcion de las células B, expresan receptores
para la vitamina D y sus metabolitos, indicando asi, el papel preponderante de esta vitamina en el
funcionamiento del sistema inmune. De un modo general, la vitamina D incrementa la inmunidad in-
nata y mejora la regulacion de la inmunidad adquirida, lo cual produce un incremento de la tolerancia
inmunoldgica a los propios tejidos (Szodoray et al., 2008). Ademas, la vitamina D y su metabolito el
dihidroxicolecalciferol tienen la capacidad de inhibir la maduracion de las células dendriticas y regular
la produccion de citoquinas. Esta vitamina se ha visto implicada como agente inmunomodulador en
enfermedades autoinmunes, tales como la encefalitis autoinmune, artritis reumatoide, lupus eritema-
toso sistémico, enfermedades in [amhatorias intestinales, diabetes, prostatitis autoinmune y esclerosis
multiple (Fernandez de Abreu et al., 2009). En este sentido, estudios epidemioldgicos realizados en
nifios de corta edad sugieren que el desarrollo de la diabetes tipo 1 esta asociada con una baja ingesta
de vitamina D en los primeros afios de vida y postula que la vitamina D actGa como un agente inmuno-
supresor, previniendo el exceso de citoquinas in [amatorias (Hypponen et al., 2001). Ademas, estudios
de intervencion nutricional con suplementacion con vitamina D, en personas con dé [cit han concluido
que en estas situaciones la suplementacion esta asociada a una disminucion del riesgo de desarrollar
diabetes tipo 1 (EURODIAB, 1999) (Maggini et al., 2007). En lo que respecta a la esclerosis mdltiple,
una adecuada ingesta de vitamina D reduce la presencia de citoquinas in[afhatorias, mediante la
regulacion de la expresion de genes. Por lo tanto, se sugiere que su de [ciéncia podria contribuir a la
in[afhacion y la aparicion de la enfermedad. Ademas, parece ser que la suplementacion con vitamina
D, siempre y cuando haya un dé[cit de esta vitamina, podria ser bene [Cibsa para los pacientes con
esclerosis multiple (Mark y Carson, 2006).

Los microminerales y la autoinmunidad

El desarrollo de las técnicas analiticas de la genética molecular ha facilitado la identi [cdcion de las
funciones moleculares especi[cds de algunos de los elementos traza en la maduracion, activacion y
funcion de los mecanismos de defensa de los distintos componentes del sistema inmune (Mufioz et
al., 2007). Los elementos mas directamente implicados en el mantenimiento de la funcion del sistema
inmune son el cobre, hierro, selenio y el zinc. Sin embargo, entre todos ellos solo se ha demostrado una
cierta relacion del selenio con las enfermedades autoinmunes.

El selenio es esencial para el buen funcionamiento de la respuesta innata y adquirida del sistema
inmune. Se encuentra en grandes cantidades en tejidos tan importantes para la funcién inmune como
el higado, bazo y nédulos linfaticos. Juega un papel clave en la regulacién redox y en la funcién antioxi-
dante a través de la glutation peroxidasa. La selenoenzima tioredoxina reductasa afecta la regulacion
redox de varias enzimas claves, factores de transcripcion, y receptores, incluyendo la ribonucledsido
reductasa, receptores glucocorticoides, proteinas antiin [athatorias y el factor-kappa B nuclear que
activa la expresion de los genes que codilcan las proteinas involucradas en la respuesta inmune. La
suplementacion con selenio ejerce un efecto inmunomodulador que se traduce en un incremento en
el numero de linfocitos T citotoxicos y en un aumento de la actividad de las células NK. Su de [cigncia
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baja los niveles de inmunoglobulina y afecta a todo lo referente a la inmunidad mediada por células
(Arthur et al., 2003) (Wistergerst et al., 2007) (Magglini et al., 2007). En humanos, el dé [cit de selenio
se ha relacionado con la aparicion de la tiroiditis autoinmune (Stazi y Trinti, 2008) y con la evolucién de
la artritis reumatoide (Tarp, 1995). Sin embargo, si los niveles de selenio, son adecuados, la suplemen-
tacion no ha producido una mejoria en la evolucion de la artritis reumatoide.

Beneficios del uso de probidticos en las enfermedades autoinmunes

Las bacterias de la microbiota intestinal contribuyen a la proteccion inmunoldgica creando una barrera
que impide la colonizacién por bacterias patogenas. Se sabe que la administracion de probidticos ayu-
da a mantener la microbiota intestinal. Ademas, existen evidencias que demuestran que los probidticos
acttan directamente sobre el sistema inmune intestinal mejorandolo (Calder y Kew, 2002).

Estudios recientes indican que el origen de las enfermedades in [athatorias del intestino, como la co-
litis ulcerosa y la enfermedad de Crohn, radicarian en una reaccion exagerada del sistema inmunitario
ante ciertas bacterias presentes en el tracto gastrointestinal, provocando la in [athacion del intestino.
En este sentido, se ha puesto de mani[esto la capacidad de determinados probidticos como Lactoba-
cillus rhamnosus GG, Lactobacillus GG, VSL#3, Escherichia coli Nissle 1917 y Bii [ddbacterium longum
(Calder et al., 2009) de modular la respuesta inmune de la mucosa del tubo digestivo, y por tanto, de
disminuir la in [afhacion, tanto en modelos experimentales de colitis cronica, como en enfermedades
in [amhatorias intestinales en humanos (Di Giacinto et al., 2005) (Pronio et al., 2008) (Thalcave, 2009)
(Haller et al., 2010). Tomando en su conjunto todos los estudios realizados en humanos, los resulta-
dos demuestran que las intervenciones terapéuticas con probidticos, en enfermedades in [atatorias
intestinales son esperanzadores. De momento, los pocos ensayos clinicos aleatorizados, doble ciego y
placebo controlados, publicados hasta la fecha, demuestran que la ingesta de altas dosis de probid-
ticos de varias cepas combinadas, mejoran la clinica in [athatoria, siempre y cuando se administren
simultaneamente con la medicacion adecuada para cada enfermedad (Calder et al., 2009).

También se ha investigado el papel de los probidticos en otras enfermedades autoinmunes como la
diabetes tipo 1. Matsuzaki et al. (2007) utilizaron ratones diabéticos no obesos (ratones NOD) que de-
sarrollan espontaneamente un tipo de diabetes similar a la diabetes mellitus tipo 1. Los citados autores
comprobaron que cuando los ratones de cuatro semanas eran alimentados con una dieta que contenia
el 0,05% del peso corporal de bacterias del acido lactico, en particular Lactobacillus casei, cepa Shirota,
la incidencia de diabetes era signi [cativamente mas baja que en el grupo control, revelando una fuerte
inhibicidn en la destruccion inmunoldgica de las células R secretoras de insulina. También observaron
una disminucion signi [cdtiva de las células T CD8* entre los esplenacitos, lo que hacia pensar en la
inhibicion de las células T autorreactivas. Los autores concluyeron que L. casei podria alterar el balance
de la produccion de citoquinas Th1/Th2 y que esta fuera la causa probable de la menor incidencia de
diabetes.

Finalmente, con respecto a la artritis reumatoide se han visto efectos bene [Cibsos de los probioticos
en modelos experimentales animales. En un modelo de ratas con artritis reumatoidea, la administra-
cion de L. casei mejoro la sintomatologia clinica, la in [fdacion linfocitaria y la destruccion de cartilago.
Segun parece el efecto se debia a un aumento de la tolerancia oral especilcd de antigeno y a una



supresion de la respuesta inmune de tipo Th-1 (So et al., 2008). Ademas, en el mismo modelo experi-
mental de ratas, la administracion de Enterococus faecium junto con metotrexato, también indujo el
mismo tipo de mejoria que en el caso de L. casei (Rovensky et al., 2002). Sin embargo, el tnico ensayo
clinico realizado, a pequefia escala, en pacientes con artritis reumatoide administrando L. rhamnosus
GG no ha mostrado ningun efecto clinico bene [cibso (Hatakka et al., 2003).

Conclusiones del Comité Cientifico

1. A lo largo de las Ultimas cinco décadas se han ido acumulando numerosas evidencias cienti[cads
que sefialan que el sistema inmune esta fuertemente in [uénciado por la ingesta de nutrientes. De
hecho, el desarrollo, mantenimiento y buen funcionamiento del sistema inmunitario depende de una
nutricion adecuada y equilibrada.

2. En los modelos experimentales animales de enfermedades autoinmunes, determinados nutrientes
(AGPI, vitaminas A, E, C, D y B12) y probidticos producen una mejoria clinica y un retraso en la apa-
ricion de la enfermedad signi [cativos.

3. En los pacientes con enfermedades autoinmunes, algunos estudios de intervencion nutricional rea-
lizados sugieren que varios componentes dietéticos, especialmente los AGPI, la vitamina D y el se-
lenio, asi como, la administracion de varios probidticos combinados pueden tener un impacto sobre
la mejoria clinica de los pacientes. Sin embargo, el nimero de estudios llevados a cabos con los
adecuados controles es todavia muy escaso. Por otro lado, en casi todos los casos se desconocen los
mecanismos por los que se producen las mencionadas mejorias clinicas.

4. Actualmente es necesario disponer de mas estudios y de mejor calidad para conocer con mas cla-
ridad el impacto de la nutricion y de los nutrientes en la patogenia, la clinica y la evolucion de las
enfermedades autoinmunes.
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En el pescado y los mariscos el mercurio (Hg) se encuentra mayoritariamente en forma de metil mer-
curio (MeHg), la forma mas toxica. Los mayores contenidos se encuentran en los peces predadores. La
FAO/OMS (2003) ha establecido la ingesta semanal tolerable provisional (PTWI) para el MeHg en 1,6
pg/kg peso corporal.

Las mujeres en edad fértil, embarazadas o en periodo de lactancia y los nifios son los grupos mas
vulnerables. Ante la imposibilidad de minimizar el riesgo Unicamente mediante el establecimiento de
contenidos maximos més estrictos de Hg en pescados, la Comision Europea (2008) ha instado a los
Estados miembros a formular recomendaciones para proteger la salud de los consumidores. Asi, se
han estimado los tamafios de racién de pescado y las frecuencias de consumo de estas raciones que
proporcionan aportes inferiores a la PTWI y que, por tanto, pueden considerarse seguras.

Los datos disponibles de contenidos de Hg y MeHg en el pescado consumido en Espafia, las ingestas
estimadas y las evaluaciones de exposicién al Hg en la poblacién espafiola, en especial entre los con-
sumidores pertenecientes a los grupos de riesgo, no recomiendan aumentar los limites maximos de Hg
establecidos por la Unién Europea (UE, 2006) para los pescados.

Palabras clave

Mercurio, metil mercurio, pescado, grupos de riesgo.

Report of the Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Safety
and Nutrition (AESAN) in regard to the levels of mercury established for
fish products.
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In [SA and shell [sA, mercury (Hg) is mostly found in the form of methyl mercury (MeHg), its most toxic
form. The highest contents are present in predators. The FAO/WHO (2003) has provisionally established
a tolerable weekly intake (PTWI) for MeHg of 1.6 pg/kg of bodyweight.

Women of child-bearing age, during pregnancy or breastfeeding, and children are the most vulnera-
ble groups. In view of the impossibility of establishing stricter Hg contents in [SH, the European Com-
mission (2008) has urged Member States to draft recommendations in order to protect these groups.
Thus, attempts have been made to estimate the portion sizes and consumption frequencies that would
provide intakes in consumed [SH in Spain lower than the PTWI and therefore can be considered as safe.

The available data on Hg and MeHg contents, the estimated intakes and the assessments of ex-
posure to Hg, particularly among consumers belonging to the risk groups, do not recommend
any increase in the maximum Hg limits established by the European Union (EU, 2006) for [SH.

Mercury, methyl mercury, [SH, risk groups.



Introduccién

La Direccion Ejecutiva de la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN), en base
a una cuestion planteada por la Xunta de Galicia, ha solicitado al Comité Cienti[cd de la AESAN una
evaluacion de riesgos que permita estudiar posibles estrategias de gestion integral en relacién con la
comercializacion de partidas de determinados productos de la pesca (especialmente el pez espada) con
contenidos de mercurio superiores a los establecidos en la legislacion vigente.

La toxicidad del mercurio (Hg) depende de su forma quimica, tipo y dosis de exposicion y edad a la
que ésta se produce. De todas las especies quimicas de Hg presentes en los alimentos, el compuesto
organico metil mercurio (MeHg) es el que muestra la mayor toxicidad y se encuentra mayoritariamente
en pescado y mariscos, donde puede representar mas del 90% del Hg total (Bloom, 1992).

El MeHg afecta a los rifiones y al Sistema Nervioso Central (SNC), en especial durante el desarrollo,
al atravesar tanto la barrera hematoencefélica como la placenta. Puede provocar alteraciones en el
desarrollo normal del cerebro de los lactantes y a dosis mayores inducir cambios neuroldgicos en los
adultos. Se ha asociado neurotoxicidad y nefrotoxicidad a incidentes de intoxicacion aguda por MeHg
en humanos. En fetos la neurotoxicidad se ha relacionado con exposiciones cronicas a bajas concen-
traciones de Hg.

El pescado y los mariscos son los alimentos que mas preocupan en relacion con el riesgo asociado
a la exposicion al Hg, por ser los que tienen mayores contenidos y hallarse éste mayoritariamente en
forma de MeHg. Las concentraciones mas elevadas de MeHg se encuentran en peces de agua dulce y
salada, en particular en especies de gran tamafo, situadas en el nivel mas alto de la cadena tré [cd. En
otros alimentos el Hg esta principalmente en forma inorganica y se considera que supone un menor
riesgo.

En la seccion 3 del anexo del Reglamento (CE) N° 1881/2006 (UE, 2006) se [ah los siguientes con-
tenidos maximos para el Hg en productos de la pesca (Tabla 1).

Tabla 1. Contenidos méaximos de mercurio para productos de la pesca

Productos de la pesca y carne de pescado, excepto las especies 0,5 mg/kg peso fresco
del apartado siguiente
Perro del norte (Anarhichas lupus), rape (Lophius species), bonito 1,0 mg/kg peso fresco

(Sarda sarda), anguila (Anguilla lupus), reloj (Hoplostethus species),
granadero (Coryphaenoides rupestres), [eféan (Hippoglossus

hippoglossus), marlin (Makaira species), gallo (Lepidorhombus species),
salmonete (Mullus species), lucio (Esox lucius), tasarte (Orcynopsis unicolor),
mollera (Tricopterus minutes), pailona (Centroscymnes coelolepis), raya
(Raja species), gallineta nordica (Sebastes marinus, S. mentella, S. viviparus),
pez vela (Istiophorus platypterus), espadilla (Lepidopus caudatus,
Aphanopus carbo), besugo o aligote (Pagellus species), tiburén

(todas las especies), sierra (Lepidocybium [avobrunneum, Ruvettus
prettiosus, Gempylus serpens), esturién (Acipenser species), pez espada
(Xiphias gladius), attn (Thunnus species, Euthynnus species,

Katsuwonus pelamis).
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El Comité mixto FAO/OMS de expertos en aditivos alimentarios revisé en junio de 2003 la ingesta se-
manal tolerable provisional (PTWI) para el MeHg, reduciéndola de 3,3 pg/kg peso corporal a 1,6 pg/kg
peso corporal (FAO/OMS, 2003) (equivalente a una Ingesta Diaria Tolerable Provisional (PTDI) de 0,228
pg/kg peso corporal). Esta ingesta provisional se basé en dos estudios epidemioldgicos que analizaban
la relacion entre la exposicion materna al Hg y el dafio en el desarrollo neuronal de sus hijos.

La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) publicd en marzo de 2004 una opinion cien-
ti[cd sobre el Hg y el MeHg en los alimentos y unas recomendaciones generales para los grupos de po-
blacién mas susceptibles en relacion con la ingesta de Hg en productos de la pesca (EFSA, 2004). Para
ello, tuvo en cuenta el informe elaborado en 2004 por la Direccién General de Sanidad y Proteccion
de los Consumidores de la Comision Europea, sobre la exposicion dietética al Hg, entre otros metales
pesados, de la poblacion de los Estados miembros de la Union Europea (SANCO, 2004).

En enero de 2005, la Comisién Europea publicé un documento sobre la “Estrategia comunitaria
sobre el mercurio” en el que, entre otras medidas, se trata la proteccion frente a la exposicion al Hg,
haciendo hincapié en el establecimiento de los limites maximos y de recomendaciones a la poblacion
(Comisién Europea, 2005).

En abril de 2008, la Comision Europea emitié una nota informativa en la que, analizando la situacion
en relacion con el Hg, y ante la imposibilidad de minimizar el riesgo Unicamente mediante el estable-
cimiento de contenidos maximos mas estrictos de Hg en pescado, instaba a los Estados miembros a
formular recomendaciones a los consumidores al respecto, considerando la PTWI [aba por el Comité
mixto FAO/OMS, para proteger a los grupos vulnerables de poblacion, como son las mujeres en edad
fértil, embarazadas o en periodo de lactancia y nifios (Comisién Europea, 2008).

A raiz de la revision de la publicacion de la nota de la Comisién Europea, la AESAN recopilé 699
datos de contenidos de Hg en pescado y marisco capturados durante los afios 2001 a 2007, que fueron
proporcionados por las Comunidades Auténomas, el Centro Nacional de Alimentacion de la AESAN y
el Instituto Espafiol de Oceanografia.

A partir de estos datos y el consumo medio de pescado segun el estudio “Modelo de dieta espafiola
para la determinacion de la exposicion del consumidor a sustancias quimicas™ (AESAN, 2006), se ob-
tienen unas estimaciones de ingesta media de mercurio para la poblacion espafiola de 0,225y 0,184
ug Hgl/kg de peso corporal/dia para nifios y adultos, respectivamente. Estas ingestas corresponden al
98,7% (en nifios) y al 80,7% (en adultos) de la PTDI establecida para el MeHg en 0,228 pg/kg de peso
corporal (FAO/OMS, 2003).

Asimismo, a partir de la PTWI establecida para el MeHg (FAO/OMS, 2003) y de los contenidos me-
dios de Hg en pescado procedentes de la recopilacion realizada por la AESAN antes sefialada, puede
calcularse la ingesta semanal maxima de pescado, expresada en raciones (1 racion equivale a 100 g),
que podria considerarse segura (en relacion con el riesgo objeto de evaluacion: ingesta de mercurio).
SegUn esta estimacion, un nifio de entre 7 y 12 afios que pese 35 kg sélo podria ingerir de manera con-
tinuada media racién (unos 50 g) de pez espada a la semana y ningun otro de los pescados grandes en
la misma semana, mientras que una mujer embarazada de unos 60 kg que ingiera una racion (100 g)
de pez espada a la semana ya superaria la ingesta maxima tolerable de MeHg, con las consecuencias
de dafio en el desarrollo cerebral del feto que dicha ingestion puede suponer.



La exposicion al Hg a través de la dieta es motivo de preocupacion creciente, lo que ha dado lugar
a sucesivas revisiones de los limites maximos establecidos, tendiendo en todas las ocasiones a su
reduccidn, la ultima establecida por el Comité mixto FAO/OMS en 2003 (FAO/OMS, 2003). Asimismo,
las autoridades sanitarias coinciden en la importancia de formular recomendaciones a la poblacion en
relacion con el consumo de pescado a partir de los niveles de contaminacion por Hg.

Ante esta situacion, seguidamente se discuten algunos hechos a tener en cuenta en la evaluacion
del riesgo derivado de la presencia de Hg en pescado, en relacion a la cuestion planteada al Comité
Cienti[cd de la AESAN.

Por un lado, la posibilidad de defender un aumento del contenido méaximo establecido para el Hg en
pescados y productos de la pesca, basandose en:

< El equilibro entre riesgo toxicoldgico y bene [cib nutricional del consumo de determinadas espe-

cies de pescado.

< La elaboracion de recomendaciones encaminadas a disminuir el consumo de determinadas espe-

cies de pescado (por debajo de lo aconsejado en la actualidad), permitiendo asi un aumento de los
contenidos maximos establecidos. En este sentido, cabe sefialar que las raciones recomendadas
por la Comision Europea (2008) para carne de peces predadores grandes son ya pequefias (menos
de 100 g por semana) en los grupos de poblacion de riesgo.

En un estudio reciente de estimacion de la ingesta de MeHg, realizado en Murcia, se obtienen
los siguientes valores (ug/kg pc/semana): nifios de 1-5 afios 2,60 (Intervalo de con [anza (IC) al
95% 2,10 a 3,10); nifios de 6 a 10 afios 2,65 (IC al 95% 2,26 a 3,03); mujeres en edad fértil 0,98
(IC al 95% 0,89 a 1,07) y mujeres embarazadas 0,88 (IC al 95% 0,81 a 0,95). Las principales
responsables de la exposicion al MeHg, en especial en nifios pequefios, son las ingestas de atin
de aleta azul (Thunnus thynnus) y pez espada. Un 54% de nifios (1-10 afios), un 10% de mujeres
embarazadas y un 15% de mujeres en edad fértil superan la PTWI establecida en el afio 2003 por
el Comité mixto FAO/OMS de Expertos en Aditivos alimentarios (Ortega-Garcia et al., 2009).
Datos recientes relativos al grado de contaminacion de ciertas especies de peces. En un trabajo

reciente (Torres Escribano et al., 2010) determinan los contenidos de Hg total y de las fracciones
bioaccesibles de Hg total y de MeHg de pez espada comercializado en Espafia. A partir de dichos
contenidos y de los consumos estimados de pez espada por la poblacion espafiola (CSN, 2002)
estiman las ingestas de Hg total y de MeHg, que comparan con los valores de la TDI (FAO/OMS,
2003). A partir de estas estimaciones establecen en 25 g y 50 g por semana, para nifios y adultos
respectivamente, las maximas cantidades de pez espada que podrian ser consumidas, en el peor
de los casos (ejemplares con mayor nivel de contaminacion por mercurio), para no superar la
ingesta de MeHg establecida en la PTWI (Tabla 2).

w
@

€T oU 0JIJ1IUBI0 9IWOI [3p EISIASI



€T U 01UBIO BUIWOD 3P BISIABI

Tabla 2. Consumo semanal de pez espada de nifios y adultos espafioles, que en el peor de los casos, proporcio-
naria ingestas de MeHg inferiores a la PTWI propuesta por la FAO/OMS (2003)
Contenido de Hg mg/kg peso fresco
Minimo Medio Méaximo
0,413 0,958 2,11
Consumo Ingesta de MeHg pg/semana Valor de la
PTWI MeHg
Nifios 25 g/semana 10 24 53 55
Adultos 50 g/semana 21 48 106 110

Fuente: (Torres-Escribano et al., 2010).

= Estudios de evaluacion de la exposicion al Hg en poblacion espafiola que demostraran que ésta es
baja. La exposicion al Hg se evalGa midiendo su contenido en pelo. En Espafia, un estudio piloto
realizado en el afio 2007 por el Instituto de Salud Carlos Ill, revel6, entre otros datos de interés,
que los contenidos de Hg en pelo oscilaban entre 0,15y 11,6 pg/g, con un valor medio de 2,23
pg/g (Castafo et al., 2008), superando el valor de referencia (2 pg/g) de exposicion al Hg. Los
contenidos de Hg en el pelo se asocian a la edad y al consumo de pescado (IPCS, 1990). En otro
estudio en pre-escolares de Granada la concentracion de Hg total en pelo fue de 0,96 pg/g (IC al
95% 0,76 a 1,2 ug/g), asociandose el contenido de Hg total a una mayor frecuencia de consumo
de pescado graso, lugar de residencia, edad de la madre y tabaquismo pasivo (Freire et al., 2010).
Ademés, y en consonancia con los resultados anteriores, Ramon et al. (2009) encuentran conteni-
dos elevados de Hg total en sangre de cordon umbilical, como indicador de exposicion prenatal al
elemento en Valencia, area mediterranea asociada al consumo de pescado graso.

« La distinta toxicidad de las diferentes formas de Hg y la forma quimica elegida (Hg total) para Gar
los contenidos maximos para la comercializacion. En muchos de los estudios, los contenidos de
MeHg en pescado se in[efen a partir de las concentraciones de Hg total, estimandose que en el
pescado el 95% del Hg se encuentra en forma de MeHg, aunque no se puede con [rmar que dicha
proporcion sea estable en todas las especies y areas geogra [cds (Ortega-Garcia et al., 2009). En
la evaluacion de riesgos sobre MeHg en pescados llevada cabo por la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS, 2008) se indica la necesidad de determinar MeHg en las muestras de pescado para
conocer la relacion MeHg/Hg de las diferentes especies consumidas, y estimar mejor la exposicion
a MeHg. En la actualidad se dispone de métodos asequibles para la determinacion del MeHg.

« El andlisis de otros factores, tales como la eventual disminucién de los contenidos de Hg durante el
cocinado (posibilidad poco probable a tenor de lo publicado por Perell6 et al. (2008)) o la bioacce-
sibilidad del Hg en funcion de su interaccion con el selenio (Cabafiero, 2005), o en funcién de la es-
pecie de pescado. La bioaccesibilidad del Hg-total en el pez espada es variable (38-83%), y el MeHg
representa el 94% del contenido de Hg-total de la fraccion soluble (Torres-Escribano et al., 2010).

Por otro lado, cabe contemplar también el estudio de determinados aspectos que pudieran favorecer
la disminucion de la ingesta de Hg mediante la seleccion de los productos de la pesca, algunos de los
cuales vienen referenciados por la OMS (2008), tales como:



< La correlacion entre el tamafio del pescado y la concentracion de Hg, ya que los peces mas grandes
(pez espada, atun y bonito) son los que acumulan mayores contenidos de Hg, tal y como establece
la Comision Europea en su nota informativa (Comision Europea, 2008), basada en la opinion de la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA). La OMS considera entre las opciones de gestion
del riesgo, promover el consumo de carne de peces no predadores, de especies de menor tamafio, 0
reducir la ingesta de pescado entre los grandes consumidores de este alimento (OMS, 2008).

« La in[uéncia de los caladeros. En relacion con este aspecto, el Ministerio de Medio Ambiente y
Medio Rural y Marino (MARM), encarg6 en 2008 al Instituto Espafiol de Oceanografia el estudio
de las concentraciones de Hg por especies pesqueras y origen, entre los afios 2000 y 2005. En este
estudio puede observarse, en concreto para el pez espada, que practicamente todas las muestras
de las distintas zonas pesqueras superaban el limite establecido de 1 mg/kg. Sin embargo, el
porcentaje de muestras que superaba dicho limite, era mayor en el Atlantico Norte y menor en el
Paci [cd.

Para estos dos Ultimos supuestos se podrian solicitar datos al sector pesquero, aunque, en cualquier
caso, deberia contarse con la valoracion del MARM.

Conclusiones del Comité Cientifico

Teniendo en cuenta que los resultados obtenidos en los estudios de evaluacion en poblacion espafiola
demuestran que la exposicion al Hg no es baja, en especial en los grupos de poblacion de riesgo, y que
el tamafio de la racion recomendada de carne de peces predadores (por ejemplo, pez espada) en dichos
grupos ya es reducido (100 g/semana), no se recomienda aumento alguno de los contenidos maximos
establecidos para el Hg en pescados y productos de la pesca.

Esta evaluacion del riesgo se ha realizado a partir de la informacion del contenido total de Hg de los
alimentos objeto de analisis y asumiendo que la mayor parte del Hg esta presente en dichos productos
en forma de MeHg. Sin embargo, para realizar una evaluacion del riesgo mas precisa, es necesario
disponer de mayor informacion acerca del contenido de MeHg del pescado y los productos de la pesca,
asi como acerca de la biodisponibilidad de este compuesto (MeHg), pues ésta es la forma de mayor
toxicidad.

Dado que el Hg presente en el pescado procede del mar, la disminucién de la contaminacién marina
es una medida imprescindible para gestionar e [cdzmente el riesgo sanitario objeto de esta evaluacion.
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La leche es un alimento complejo con un 3,3% de proteinas en su composicion. Estas proteinas estan
distribuidas en diferentes fracciones, especialmente las caseinas y las seroproteinas. Sus proteinas son,
en general, resistentes a los tratamientos tecnoldgicos a los que se somete la leche.

La leche es el primer antigeno alimentario conocido con el que las personas entran en contacto.
En su composicion proteica existen varias proteinas con potencial alergénico. Entre ellas destacan la
B-lactoglobulina, las caseinas y la a-lactalbiimina.

Esta situacion hace que su consumo pueda desencadenar reacciones alérgicas, que en la mayoria
de las ocasiones estan mediadas por inmunoglobulina E (IgE). Esta alergia es de tipo inmediato y sus
sintomas pueden ser leves y limitarse al sitio de contacto o de caracter general e intensidad variable,
llegando incluso a producir reacciones anafilacticas graves. Su prevalencia en Espafia no es superior al
2% y en el 80% de los casos desaparece al alcanzar los 4-5 afios. El mejor tratamiento en la actualidad
es la eliminacion de cualquier alimento que contenga leche en su composicion.

La dieta de eliminacion es muy dificil de conseguir en la vida real y para poder seguirla es necesario
conocer los ingredientes de los alimentos de elaboracion industrial. En este sentido, la legislacion
nacional y europea obliga a reflejar en el etiquetado de un alimento cualquier componente que pueda
ser considerado como alergeno. No obstante, en ocasiones el problema se mantiene porque pueden
encontrarse en los alimentos trazas de proteinas lacteas debido a contaminaciones accidentales o
adulteraciones.

Actualmente, los métodos para la deteccion de las proteinas alergénicas de la leche se pueden
clasificar en dos grandes grupos: i) métodos basados en la deteccion directa de las proteinas lacteas
mediante técnicas inmunoldgicas (test radioalergoabsorbente, ELISA, inmunoelectroforesis, ensayo
cohete de inmunoelectroforesis, tiras de flujo lateral, microarrays y biosensores) o no inmunoldgicas
(espectrometria de masas y cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem) y ii) métodos
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indirectos basados en el reconocimiento especifico de fragmentos de ADN que codifican una determinada
proteina. De todos los métodos disponibles son basicamente los métodos inmunoldgicos concretamente,
los enzimoinmunoensayo tipo ELISA los mas recomendables para ser usados por la industria alimentaria.
Las razones son que es una técnica: i) rapida; ii) de bajo coste; iii) no requiere personal altamente
cualificado; iv) su sensibilidad es muy alta (0,2-1 ppm) y v) su especificidad es elevada.

Palabras clave

Leche, proteinas lacteas, alergias alimentarias, técnicas analiticas, ELISA.

Report of the Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Safety
and Nutrition (AESAN) on milk proteins, allergies and methods of analysis.

Milk is a complex food with a 3.3% of proteins in its composition. Milk proteins are classified as
caseins and whey proteins. Milk technological treatments usually have a small effect on the antigenic/
allergenic potential of milk proteins.

Milk is the first food known antigen that contacts people. Milk contains several proteins that can
potentially be involved in allergic sensitization but only a few of them are recognized as being major
allergenic, specially B-lactoglobulin, caseins and «-lactalbumin.

This issue implicates that milk consumption generates food allergies. This allergic reaction is
characterized by a rapid onset of the symptoms and is mediated by allergen-specific imnmunoglobulin E.
The symptoms can be moderated and limited to the contact site or general and life-threatening. In Spain
the prevalence is lower than 2% and disappears in the 80% of the sensitized kids before five years old.
Currently, the only effective treatment for milk allergy is avoidance of allergen-containing food.

However total avoidance is sometimes difficult for the allergic individuals since processed food
products contain a large variety of ingredients. In this sense national and European legislation elaborated
some directives intended to ensure that all consumers are informed of the complete contents of foods
and enable them to identify any allergenic ingredient that may be present. Nevertheless, sometimes food
products can be contaminated with trace amounts of milk proteins due to fraud or cross-contaminations.

Nowadays, there are several technical possibilities for the detection of milk allergen proteins.
The methods employed are either targeting the protein itself or DNA fragments. The first ones are
based on immunology techniques (radioallergosorbent test, ELISA, immunoblotting, rocket immuno-
electrophoresis, lateral flow test strips, microarrays and biosensors) or not immunological techniques
(mass espectrometry and liquid cromatography-electrospray-tandem mass spectrometry). Presently,
ELISA technique is the most commonly method used in laboratories of the food industry. The
reasons are its high precision (0.2-1 ppm), simple handling and speed, low cost, good potential for
standardization and high specificity.

Milk, milk proteins, food allergies, analytical methods, ELISA.



Introduccién

La leche es un componente fundamental de la alimentacion a lo largo de toda la vida y especialmente
durante la infancia. Ademas, muchos productos alimenticios y algunos medicamentos contienen leche
como ingrediente alimentario.

Las proteinas lacteas pueden desencadenar reacciones alérgicas. Estas reacciones, aunque no son
muy frecuentes y, ademas, suelen ir desapareciendo en los primeros afios de vida, sin embargo pueden
llegar a ser graves, produciendo incluso en algunos casos episodios ana [atticos.

Ante laimportancia de la potencial gravedad de estas reacciones alérgicas, la leche, sus componentes
y derivados son ingredientes o sustancias que deben aparecer obligatoriamente en el etiquetado de
los alimentos, cualquiera que sea su cantidad, y asi lo recogen las normativas espafiolas y europeas.

Hasta ahora, el método més efectivo que existe para evitar las reacciones alérgicas producidas por
el consumo de alimentos y medicamentos que contengan proteinas lacteas es eliminar de la dieta la
ingesta de estos productos. Esto pone en evidencia la importancia que tiene para un individuo alérgico
a estas proteinas conocer si un alimento las contiene. En este sentido, hay que ser especialmente
cuidadoso porque, a veces, pueden encontrarse en los alimentos, de forma no intencionada, trazas de
proteinas lacteas. La presencia de estos denominados “Alérgenos Ocultos™ puede afectar a la seguridad
de los productos alimenticios, ya que puede suponer una amenaza para la salud del consumidor
alérgico. Por lo tanto, es necesario disponer de técnicas especi[cds y lo su [Citntemente sensibles que
permitan detectar cantidades trazas de proteinas lacteas en los alimentos y medicamentos. En este
sentido, es importante avanzar en el desarrollo de estas técnicas para que puedan ser empleadas por
la industria alimentaria.

El objetivo del presente informe es, fundamentalmente, revisar cual es la situacion actual en
referencia a los métodos de andlisis que existen para detectar las trazas de proteinas lacteas.

Composicion de la leche

La leche es una mezcla en equilibrio de proteinas, grasa, carbohidratos, sales y otros componentes
menores dispersos en agua en forma de emulsiones, suspensiones coloidales y soluciones verdaderas.
La grasay las vitaminas liposolubles se encuentran en forma de emulsion. Las proteinas se encuentran
en dos fases: las caseinas se encuentran dispersas en forma de particulas no sedimentables, llamadas
micelas y permanecen en suspension coloidal y el resto de proteinas (seroproteinas y algunas caseinas
solubles), vitaminas hidrosolubles y la lactosa se encuentran en la fase soluble de la leche (Huppertz y
Kelly, 2009). La composicion media de la leche se muestra en la Tabla 1 (Walstra et al., 2006), aunque
varia considerablemente con la raza, lactacion, alimentacion, época del afio y muchos otros factores
(Juérez, 1985).
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Tabla 1. Composicion media de la leche

Componente %
Agua 87,1
Grasa 31
Proteinas 33

Caseinas (CAS) 2,60*
Proteinas de suero (PS) 0,40*
Lactosa 4,0
Solidos totales 8,9
Sustancias minerales 0,7
Acidos organicos 0,17

*Porcentaje referido al valor de proteina.

1. Composicion proteica de la leche

La leche contiene una media de 0,5% de nitrégeno (3-3,5% de proteinas), distribuido en diferentes
fracciones, de importancia variada desde el punto de vista de la tecnologia lactea y la nutricion:
caseinas, proteinas solubles o seroproteinas y sustancias nitrogenadas no proteicas. Las proteinas
lacteas se presentan en dos fases diferentes: i) una fase micelar inestable constituida por particulas
solidas, que forman micelas en suspension, que difunden la luz y dan a la leche el aspecto blanco opaco.
Son las caseinas y ii) otra fase soluble, constituida por diferentes polimeros proteicos hidr6 [1ak y que
se denominan seroproteinas. La composicion media de las proteinas lacteas se re [ejh en la Tabla 2.

Tabla 2. Contenido en proteinas de la leche
g/Kg % de proteina total
Proteina total 33,0 100,0
Caseina total 26,0 79,5
[sidcaseina 10,0 30,6
[s2dcaseina 2,6 8,0
R-caseina 9,3 28,4
[-chseina 0,8 2,4
[-chseina 33 10,1
Proteinas de suero 6,3 19,3
[=[actoalbimina 1.2 3,7
R-lactoglobulina 3,2 9,8
Seroalbimina 0,4 1,2
Inmunoglobulinas 0,7 2,1
Varias (incluida proteosa-peptona) 0,8 2,4
Proteinas de la membrana del glébulo graso 0,4 1,2

Fuente: (Walstra et al., 2006) (Fox y McSweeney, 2003).



2. Proteinas lacteas y sus modificaciones durante los procesos tecnoldgicos
La leche es un alimento muy complejo desde el punto de vista de su composicion molecular. Sin em-
bargo, tal y como se sefiala en la Tabla que a continuacion se detalla (Tabla 3), sus proteinas son en
general resistentes a la mayoria de los tratamientos tecnoldgicos a los que se somete la leche, por lo que
su potencial alergénico no se ve muy modi [cado por dichos tratamientos. No obstante, varios procesos
de fabricacion como el calentamiento, el tratamiento quimico o enzimatico, los procesos de alta presion
o la fermentacion, entre otros, pueden alterar su potencial alergénico (Paschke y Besler, 2002).

Tabla 3. Tipos de proteinas mas abundantes en la leche, caracteristicas y efectos de los tratamientos tecnolégicos

Tipo de proteina  Caracteristicas y efectos de los tratamientos tecnoldgicos

[taseina Mayoritaria en la leche de vaca (aproximadamente el 34% del total de la proteina de la
leche). Es una molécula hidrofébica que forma parte del interior las micelas y es esencial
en la incorporacion de Ca a las mismas. Resistente a tratamientos térmicos y sensible a
precipitacion acida o enzimatica.

[taseina Menos abundante que la C_-taseina (aproximadamente el 8% del total de la proteina
de la leche). También forma parte del interior de las micelas. Resistente a tratamientos
térmicos y sensible a precipitacion &cida o enzimatica.

B-caseina Aproximadamente el 25% del total de la proteina. Es la méas hidrofébica de todas las
caseinas. Responsable de que durante la refrigeracién aumente la hidratacion y volumen
de las micelas de caseinas.

[-chseina Aproximadamente el 12% del total de la proteina de la leche. Responsable de la
regulacion del tamafio de las micelas de caseinas y de su estabilidad. Es la proteina
atacada por el cuajo durante la coagulacién enzimatica. Es la méas sensible a los

tratamientos térmicos de todas las caseinas, y la que interactla con las proteinas séricas
desnaturalizadas durante estos tratamientos.

[=[Aactoalbimina Aproximadamente el 4% del total de la proteina de la leche. Es termolabil con
tratamientos térmicos severos. Forma agregados con las B-lactoglobulinas.

B-lactoglobulinas Aproximadamente el 9% del total de la proteina de la leche. Es termolabil y juega un
papel muy importante en los tratamientos térmicos por ser la responsable del sabor
caracteristico que adquiere la leche tratada térmicamente.

Proteosas-peptonas  Aproximadamente el 2% del total de la proteina de la leche. Presentan accion
enzimatica y juegan un importante papel digestivo. Son estables a los tratamientos
térmicos moderados y a la accion de los acidos.

Inmunoglobulinas Aproximadamente el 2% del total de la proteina de la leche. No son especi [cds de la
leche, ya que se encuentran presentes en todos los [widos corporales. Presentan una
funcién defensiva. Son muy termosensibles.

Seroalbiminas Representan aproximadamente el 1% del total de proteinas de la leche. Son un grupo
muy heterogéneo que presenta la facultad de ligarse de forma reversible dependiendo
de las condiciones a diversas sustancias.
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Alergia a la leche e identificacion de alergenos lacteos

1. La alergia a la leche

Aunque se ha demostrado que la leche de varios mamiferos causa reacciones alérgicas, la mas frecuente
y mejor estudiada es la leche de vaca. En la especie humana, la leche, o una férmula derivada, suele
ser el primer alimento no homoélogo que el individuo recibe en cantidades importantes. Esto quiere
decir que también es el primer antigeno alimentario con que el ser humano entra en contacto de forma
conocida. Por ello, no es de extrafiar que sea el alimento que produce mayor nimero de reacciones
adversas en la primera infancia, si bien, aunque en pocas ocasiones, pueden presentarse en cualquier
época de la vida, incluso en lactantes con lactancia materna exclusiva.

No todas las reacciones adversas a la leche son reacciones alérgicas. Siguiendo la nomenclatura
europea de 2001 (Johansson et al., 2001), refrendada por la World Allergy Organization (WAO) (Johansson
et al., 2004), bajo el término “hipersensibilidad a leche de vaca” se incluyen tanto la hipersensibilidad
no alérgica, conocida tradicionalmente como “intolerancia a leche de vaca”, como la hipersensibilidad
alérgica a la leche de vaca, o “alergia a la leche de vaca”. Esta Gltima situacion requiere que en su
produccion haya un mecanismo inmunoldgico subyacente.

En la mayoria de los casos, la alergia a la leche es mediada por inmunoglobulina E (IgE), por lo que
también se conoce como “alergia inmediata” y se considera como una expresion fenotipica mas de
la atopia, asociada 0 no con dermatitis atopica, rinitis alérgica o asma. Sin embargo, un subgrupo
de pacientes tiene una alergia a la leche no mediada por IgE (“alergia retardada™) (probablemente
mediada por células) que presentan principalmente signos y sintomas gastrointestinales en relacion
con laingestion de leche. Se incluyen en este grupo una serie de situaciones, generalmente subagudas
o cronicas, mediadas principalmente por células T. Algunas pueden, ademas, asociarse con la presencia
de IgE especilcd (Sampson y Anderson, 2000). Entre las primeras se encuentran las enterocolitis y
enteropatias y entre las segundas la colitis alérgica o eosinofilica.

2. Alergia inmediata, mediada por IgE, a la leche

Hay muy pocos datos de incidencia y prevalencia de alergia a alimentos, al contrario de lo que ocurre
en otras enfermedades alérgicas, como la rinitis o el asma. Esta situacion es tal vez mas evidente en
el caso de alergia a la leche.

La percepcion por la poblacion de la alergia a la leche es mucho mas frecuente que la alergia a la
leche de vaca con [rmada. En un reciente meta-analisis disponible en este campo (Rona et al., 2007),
la prevalencia de alergia a leche percibida por el paciente oscila entre 1-17,5% en nifios preescolares,
1-13,5% en nifios de 5 a 16 afios y 1-4% en adultos. Estos valores disminuyen, respectivamente, a
0,5-2, 0,5% y menos de 0,5%, cuando se con[rma la situacion mediante las técnicas diagnosticas
apropiadas. En Espafia los pocos datos publicados muestran una incidencia entre 0,36% y 1,9% de
alergia a la leche en el primer afio de vida (Sanz et al., 2001) (Garcia-Ara et al., 2003).

La alergia a la leche comienza casi siempre en los primeros meses de vida y pocas veces persiste
en el adulto. Aproximadamente, el 50% de los pacientes toleran la leche de vaca al cabo de un afio
de evolucion y el 80% alcanzan su tolerancia hacia los 3 6 4 afios (Garcia-Ara et al., 2004) (Vanto et
al., 2004).



Los sintomas y signos son los tipicos de cualquier reaccion alérgica mediada por IgE. Pueden
limitarse al sitio de contacto de la leche o una férmula derivada, por ejemplo, la orofaringe (sindrome
de alergia oral), el tracto gastrointestinal (alergopatia gastrointestinal), la piel (urticaria y dermatitis de
contacto por proteinas) o el tracto respiratorio a continuacion de una exposicion a productos volatiles
procedentes del vapor de leche hirviendo (rinoconjuntivitis, asma) (Roberts et al., 2003). Sin embargo,
es mas frecuente la aparicion de reacciones generales a distancia, de intensidad y localizacion
variables, en las que los érganos principalmente involucrados son la piel (urticaria, angioedema) y,
en menor grado, el tracto gastrointestinal. Menos frecuente es la afectacion del tracto respiratorio o
de otros aparatos y sistemas. Ocasionalmente pueden aparecer reacciones graves, como angioedema
laringeo (edema de glotis) o con compromiso cardiovascular, hipotension y pérdida de conciencia
(choque ana[Iattico).

En cualquier caso, suelen ser signos y sintomas de aparicion inmediata, muchas veces instantanea,
casi siempre antes de transcurrida una hora de la ingestion de la leche o un derivado y en clara relacion
con ella, con evidencia de anticuerpos especi[cds de la clase IgE, demostrables por pruebas cutaneas
y métodos “in vitro”. Otra caracteristica a tener en cuenta es que la intensidad de los sintomas no
esta en relacion con la cantidad de leche ingerida, ni con el grado de sensibilizacién que muestran
pruebas cutaneas o la tasa de IgE especilca sérica (Allen et al., 2009). Igualmente, en un mismo
individuo, la localizacion, intensidad y duracién de los signos y sintomas puede ser cambiante en
diferentes episodios. Tampoco una reaccion leve o moderada excluye que el paciente pueda tener un
grave choque ana [Iattico en una siguiente exposicion. Los datos publicados sobre la leche como causa
de anallakia varian entre el 11 y el 28% de los episodios ana [Iatticos diagnosticados en poblacion
pediatrica (Jarvinen et al., 2008). En un estudio en el Reino Unido, la ingestion de leche fue causa de
muerte por ana[lakia en 4 de los 8 casos mortales producidos durante 10 afios en nifios de 0 a 15 afios
de edad y estuvo involucrada en el 10,9% de episodios ana [1atticos mortales o casi mortales ocurridos
(Macdougall et al., 2002).

Ante la importancia de la potencial gravedad de sus reacciones alérgicas, la leche, sus componentes
y derivados son ingredientes o sustancias que deben aparecer obligatoriamente en el etiquetado de
los alimentos, cualquiera que sea su cantidad (anexo I bis de la Directiva 2003/89/CE (UE, 2003)).
También existe la posibilidad de ana[lakia con la ingestion de ciertos medicamentos, que contienen
en su excipiente leche, como es el caso de algunos preparados de hierro (Larramendi et al., 2006) y de
probidticos (Bruni et al., 2009). Ademas, puede ocurrir lo mismo con medicamentos de uso tdpico y
cosméticos (Codreanu et al., 2006).

Como en la alergia a otros alimentos, el diagnostico de la alergia a leche mediada por IgE, se basa
en tres elementos (AESAN, 2007): i) una historia clinica cuidadosa; ii) busqueda y demostracion de la
presencia de IgE especi[cd para proteinas de leche, bien por prueba cutanea o por inmunoanalisis y i)
comprobacion de que los signos y sintomas recogidos en la historia clinica estan en relacion evidente
con la administracion de leche, mediante prueba de provocacion controlada, siempre que no esté
contraindicada.
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3. Alérgenos de la leche

Cabe sefialar que las proteinas de la leche estan reconocidas como importantes alérgenos, y la
leche utilizada como ingrediente esta afectada por el Real Decreto 1334/1999 y sus posteriores
modi [cdciones (Real Decreto 1245/2008), asi como, por la Directiva Comunitaria 2000/13/CE (UE,
2000), posteriormente modi[cdda por la Directiva 2007/68/CE (UE, 2007), que obligan a re [ejar en
el etiquetado del alimento la presencia de cualquier sustancia empleada en la produccion de una
alimento que permanezca en el producto [nal, cuando éste sea considerado material alérgenico.

Cualquiera de las proteinas de la leche puede actuar como antigenos en humanos. La R-lac-
toglobulina (B-LG) es la proteina que con mayor frecuencia induce respuestas clinicas, seguida de
caseinas, [=ldctalbimina ([=LA) y, mucho menos frecuente, de seroalbimina bovina (BSA). Puede
haber diferencias en relacion con la poblacion estudiada y en la mayoria de casos hay mas de un
alérgeno involucrado (Wal, 1998). Se ha postulado que se podrian formar nuevos alérgenos durante la
digestion enziméatica de las proteinas, pero no existe su [Ciente evidencia que sustente esta teoria. La
importancia alergénica de otras proteinas de la leche, como transferrina y gammaglobulina bovina es
minima (Bernhisel-Broadbent et al., 1991).

La B-LG es termolabil, pero relativamente resistente a la hidrolisis acida y a la digestion por
proteasas, lo que permite que algunas moléculas queden intactas después de la digestion y sean
absorbidas, estimulando el sistema inmunitario. Al haberse detectado en la leche materna, en la que
no existe una proteina homologa, se cree que puede inducir sensibilizacion y/o sintomatologia en
nifios que reciben lactancia materna exclusiva (Wal, 2004).

La mayoria de los pacientes alérgicos a caseina estan sensibilizados a los cuatro tipos de caseina
(Restani et al., 1995). Se ha observado que la sensibilizacion a determinados epitopos secuenciales de
caseinas [ ¥ [ donstituye un marcador de persistencia de la alergia a leche (Jarvinen et al., 2002).

La albimina bovina sérica (BSA) es la misma proteina que se encuentra en la carne de vacuno,
por lo que los pacientes sensibilizados pueden presentar reacciones al comer este tipo de carne,
especialmente si esta cruda o poco hecha, ya que la BSA es una proteina termolabil y se desnaturaliza
durante el cocinado. Se ha comprobado reaccion a la carne de vaca entre el 13-20% de personas
alérgicas a leche (Martelli et al., 2002).

La leche de vaca tiene reaccion cruzada con las de otros bdvidos, como cabra y oveja, debido a la
homologia existente entre sus proteinas, especialmente la R-LG. La mayor parte de los alérgicos a
leche de vaca no toleran la leche de estas especies, pero también se han descrito reacciones alérgicas
selectivas a leche de cabra o de oveja con buena tolerancia clinica a leche de vaca (Martins et al.,
2005). La homologia es mucho menor con la de suidos (cerda), équidos (yegua y burra) y camélidos
(camella, dromedario), asi como la leche humana. Es interesante sefialar que la leche de camella y
dromedaria, igual que la leche humana, no contienen R-LG.

Clinicamente, la persistencia de la alergenicidad en leche tratada térmicamente se con [rma por el
hecho de que en algunos nifios se presenta alergia a leche después de la ingestion de leche tratada
de esta forma. Ademas, el calentamiento sélo puede modilcdr epitopos conformacionales, que
podrian perder su capacidad de enlace para la IgE especi[cd, mientras que los epitopos secuenciales
o estructurales mantienen su potencial alergénico incluso después del calentamiento. Las proteinas



de la leche contienen ambos tipos de epitopos, pero parece que los epitopos de R-LG y de la caseina
son més estructurales que conformacionales (Ball et al., 1994) (Kohno et al., 1994), y, aunque con el
calentamiento puede observarse una ligera reduccion de la alergenicidad de las proteinas de suero de
leche, es insigni [cdnte con las caseinas.

Para complicar ain mas el cuadro, el calentamiento intenso, tal como el utilizado para determinados
procesos de esterilizacion y UHT (Ultra-high temperature), asi como el menos drastico de pasteurizacion,
han demostrado que incrementan algunas caracteristicas alergénicas (Roth-Walter et al., 2008). Ademas,
las proteinas de la leche pueden oxidarse durante el tratamiento industrial, resultando en la formacién
de residuos de aminoacidos modi [cados, particularmente en la R-LG, que pueden ser responsables del
desarrollo de nuevas estructuras inmunorreactivas (Fenaille et al., 2005).

4. Tratamiento de la alergia a la leche
Puesto que la dieta es fundamental en el manejo del individuo con alergia a alimentos, cualquier trans-
gresion, voluntaria o involuntaria, puede conducir a una respuesta clinica de intensidad imprevisible. Por
ello, es necesario:
1. La eliminacion de la leche, de derivados y de otros alimentos con reaccion cruzada conocida en
los que se haya comprobado que producen sintomas.
2. Educacion del paciente y su familia, acerca de la dieta de eliminacién y posibles fuentes ocultas
para evitar su ingestion accidental.
3. Tratamiento de los sintomas ante su ingestion accidental.
4. Consejos nutricionales para asegurar una alimentacion adecuada.

La dieta de eliminacion que parece facil, econdmica y cdmoda de llevar a cabo, es muy dificil de
conseguir en la vida real (Nowak-Wegrzyn et al., 2001), por lo que la aparicion de episodios agudos
por ingestion accidental es frecuente (Boyano-Martinez et al., 2009).

La tarea de prevenir totalmente la ingestion o el contacto con leche y derivados, obliga a una serie
de restricciones que no solo consisten en la simple exclusion directa del alérgeno por el paciente, sino
que se extienden al entorno del alérgico, de su familia y de su circulo social. Para seguir una dieta de
exclusion correcta es necesario conocer los ingredientes de los alimentos de elaboracion industrial (Warner,
2005) y sus denominaciones y cuidar las contaminaciones entre alimentos. Todo ello di [culta la compra de
alimentos elaborados, lleva a restringir las actividades sociales como las comidas fuera de casa, la asistencia
a [edtas infantiles o de otras actividades de ocio. En ocasiones, estos nifios pueden sufrir di [cultades para ser
admitidos en comedor escolar o para participar en actividades extraescolares donde no puede garantizarse
un estricto control de los alimentos (Bollinger et al., 2006). A ello hay que unir la ansiedad generada por el
miedo de las familias a que su hijo presente una reaccion adversa por confusion, inadvertencia, accidente
ylo falta de sulciénte vigilancia. La normativa sobre etiquetado (Real Decreto 1334/1999) solo facilita
parcialmente la tarea diaria, ya que la nota precautoria de “puede contener” como elemento protector
del fabricante limita aun méas de lo estrictamente necesario las opciones de consumo. En ocasiones, en
sensibilizaciones graves, las familias optan por estrategias mas drasticas y el alimento implicado no entra en
el domicilio familiar o se duplican utensilios de cocina, almacenaje, etc., para evitar confusiones.
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En el terreno de los contactos, ademas de la manipulacién mas o menos voluntaria o inadvertida,
entran en juego situaciones relacionadas con la afectividad como besos o caricias que son causa
de urticaria local por haber tomado o tocado otra persona el alimento alergénico. Este hecho es
referido frecuentemente por las familias, en relacion a besos tras tomar leche o por aplicar crema o
peinar o asear al nifio con un lavado insu [Ciknte de las manos tras manipular alimentos. Igualmente
frecuentes son los sintomas por contaminacion a través de instrumentos de cocina, equivocacion de
cubiertos, confusion con servilletas, etc. que motivan una atencién continua y estresante por parte de
los familiares de pacientes ana [1atticos (Teufel et al., 2007). Es frecuente la aparicion de episodios en
relacion con juegos infantiles de arrojarse comida, vomitos de otros nifios, estornudos que dispersan
leche, contactos a través de manos en [edtas infantiles, etc.

Ante estas di [cltades, la dieta de eliminacion seria mas facil de seguir con la ayuda del conocimiento
de las dosis umbral, reactiva y no reactiva, para cada individuo, que permitirian conocer el riesgo de
cada paciente en la eventualidad de una posible transgresion. Sin embargo, los datos disponibles
son muy variables, por lo que resulta dificil realizar pronosticos personalizados de riesgo de reaccion
(Moneret-Vautrin y Kanny, 2004). Ademas, la utilidad de conocer la dosis que no provoque efectos
alergénicos resultaria fundamental para regular normativas industriales basadas en la disponibilidad
de métodos de deteccion sulcientemente sensibles y especi[cds para determinar el contenido de
proteinas de leche en los alimentos y su indicacion en el etiquetado.

Afortunadamente, estan surgiendo nuevas posibilidades de tratamiento y control de la alergia
alimentaria, mediante procedimientos de inmunomodulacion, dirigidos preferentemente a pacientes
de alto riesgo (Burks et al., 2008). Entre ellos, los que se encuentran mas avanzados y con resultados
muy aceptables son la inmunoterapia sublingual y la desensibilizacion oral o induccion de tolerancia
(Zapatero et al., 2008). También estan en fase experimental nuevas estrategias que incluyen aspectos
como la inmunoterapia con proteinas mutadas, la inmunoterapia con péptidos, la inmunizacion con
ADN y otros, todos ellos dirigidas a disminuir las respuestas Th2 nocivas.

Métodos para la deteccion de proteinas lacteas en cantidades trazas

El método mas efectivo hasta ahora para evitar las reacciones alérgicas producidas por el consumo
de sustancias alergénicas, como por ejemplo las proteinas de la leche, como se ha mencionado
anteriormente, es evitar el consumo del alimento que causa la alergia. De ahi la importancia que tiene
para un individuo alérgico conocer si un alimento contiene el o los ingredientes que causan su alergia,
para asi poder evitar su consumo. Esta necesidad queda recogida en varios Reales Decretos y Directivas
Europeas, donde se obliga a re [ejhr en el etiquetado de un alimento cualquier componente que pueda
ser considerado como alergeno. Sin embargo, el problema se mantiene debido a que en muchos casos
trazas de ingredientes alergénicos pueden encontrarse en los alimentos de forma no intencionada,
como consecuencia de adulteraciones o debido a contaminaciones accidentales durante el transporte
0 procesado. La presencia de estos denominados “Alérgenos Ocultos™ puede afectar a la seguridad de
los productos alimenticios, ya que puede suponer una amenaza para la salud del consumidor alérgico.
Se han detectado proteinas ocultas de leche en diversos productos como, mermelada, jamén cocido,
salchichas, cereales, galletas, dulces, conservas, atin, chocolate, café, vinos, queso de soja vegetariano y



polvo de guantes de latex (Gern et al., 1991) (Giovannacci et al., 2004). Por lo tanto, es necesario disponer
de técnicas especi[cas y lo su [Ciéntemente sensibles para poder asegurar su deteccion en los alimentos.
El reto de hoy, es la deteccion y la cuanti[cdcion de pequefias cantidades, “trazas” de alérgenos en
mezclas de alimentos que, sin embargo, son capaces de provocar reacciones alérgicas a veces graves.

Actualmente, los métodos para la deteccion de las proteinas alergénicas de la leche al igual que para
el resto de alérgenos, se pueden clasilcdr en dos grandes grupos: métodos basados en la deteccion
directa de las proteinas lacteas mediante técnicas electroforéticas, cromatogra [cds y espectrométricas
de alta resolucion, y técnicas inmunoquimicas y métodos indirectos, basados en el reconocimiento
especi[cd de fragmentos de ADN que codilcdn una determinada proteina, en este caso alergénica,
mediante técnicas genéticas. Sin embargo, del rango de métodos disponibles para esta [nalidad,
son basicamente los métodos inmunoldgicos concretamente, los enzimoinmunoensayo tipo ELISA y
recientemente los métodos basados en técnicas genéticas PCR, los mas utilizados en los anélisis de
rutina para la deteccion y cuanti [cdcion de alergenos, mientras que el resto de métodos son, hoy por
hoy, sdlo aplicables en el campo de investigacion.

1. Técnicas inmunoldégicas
Estas técnicas estan basadas en el reconocimiento de una determinada proteina por los anticuerpos
especilcds generados frente a ella. Las principales ventajas de estas técnicas son su elevada
sensibilidad y especi[citlad, por lo que son muy apropiadas para analizar una proteina minoritaria
contenida en una mezcla compleja.

Radioalergosorbent test (RAST) y enzimoalergosorbent test (EAST)

La mayoria de las técnicas de diagnostico de alergias alimentarias en pacientes utilizan las propiedades
del suero sanguineo de los individuos alérgicos. El suero contiene anticuerpos IgE que reconocen
especi [cdmente y se unen a los antigenos (alérgeno). Métodos inmunoldgicos basados en la utilizacion
de anticuerpos IgE como radioalergosorbent test (RAST) y enzimoalergosorbent test (EAST), pueden
ser también utilizados en la deteccién y cuanti [cdcion de alérgenos en alimentos.

Existen varias referencias sobre la utilizacion de estas técnicas en la deteccion de alérgenos de la
leche (Walsh et al., 1987) (Adams et al., 1991) (Frémont et al., 1996). Para su aplicacion al analisis
de alimentos, ha sido necesario realizar algunas modi [cdciones como, por ejemplo, una primera eta-
pa en la que se lleva a cabo una preincubacion de los sueros humanos con las proteinas extraidas
de los respectivos alimentos y, posteriormente, la determinacion de la disminucion de la cantidad
de anticuerpos especilctds IgE que se une a la fase sélida donde se encuentra [jato el alérgeno
(método de inhibicion de RAST/EAST). Mediante este sistema, Frémont et al. (1996) fueron capaces de
detectar niveles de 1 yg de =LA en 1 gramo de alimento (1 ppm), en una papilla infantil de cereales
contaminada con proteinas de leche y responsable de un brote de respuesta alérgica.

Sin embargo, la utilizacién de estas metodologias para la deteccion de alérgenos en la industria
alimentaria es muy limitada. En primer lugar, debido a la gran variabilidad que existe en la produccion
de IgE, dependiendo del individuo y en consecuencia de la di[cilltad que supone poder estandarizar
estos sistemas y segundo, a la falta de disponibilidad de sueros en pacientes alérgicos.
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En conclusion, los métodos RAST y EAST se pueden considerar una herramienta ideal para la ca-
racterizacion de las propiedades de los epitopos para IgE de los alérgenos alimentarios y comprobar
su actividad en distintas formas como extractos de proteinas crudas, preparaciones de alérgenos
puri [cddos, actividad alergénica de diferentes variedades o especies y en varios alimentos (Besler et
al., 2001), pero no pueden considerarse un sistema de eleccion para su aplicacion a la deteccion de
alérgenos en alimentos.

Métodos ELISA

De todos los métodos inmunoldgicos disponibles, el sistema mas utilizado para la deteccion de

alérgenos en alimentos es el enzimoinmunoensayo (ELISA). Son varios los trabajos publicados

sobre métodos ELISA para la deteccion de la presencia de alérgenos de la leche en alimentos. Para

el desarrollo de estos sistemas se han utilizado sueros o anticuerpos, policlonales o0 monoclonales,

obtenidos a partir de animales inmunizados con proteinas lacteas. Los sistemas descritos, han mos-

trado una clara preferencia por la obtencién de anticuerpos policlonales, debido a que estos reaccionan

frente a diferentes epitopos de la proteina, lo que permite el reconocimiento en diferentes grados de

desnaturalizacion (Gern et al., 1991) (Méakinen-Kiljunen y Palosuo, 1992) (Venien et al., 1997) (He el
y Lambrecht, 2004).

El primer paso en el disefio de los métodos de deteccion de ingredientes alergénicos en los alimentos
requiere la seleccion e identi[cdcion del analito diana. En el caso de la leche, como ya se ha indicado,
todas las proteinas (caseinas, [=LA, RB-LG, etc.) poseen capacidad alergénica (Monaci et al., 2006), por
lo que el desarrollo de los métodos inmunoldgicos se ha dirigido indistintamente a la utilizacion como
base del método de anticuerpos obtenidos bien frente a proteinas individuales como caseinas o 3-LG
0 bien anticuerpos obtenidos frente a las proteinas totales de la leche. Asi, podemos encontrar entre
los trabajos publicados varios sistemas ELISA que utilizan anticuerpos obtenidos frente a 3-LG, debido
a que las B-LG son el principal alérgeno presente en el suero de leche y representan el 0,2-0,4% de
la leche bovina. Como ejemplos podemos citar, el ELISA tipo sandwich desarrollado para la deteccion
de niveles bajos de leche en alimentos infantiles, con una sensibilidad capaz de detectar niveles de
1-2 pg/l (Makinen-Kiljunen y Palosuo, 1992), un ELISA indirecto con anticuerpos monoclonales frente
a R-LG (Venien et al., 1997) y, recientemente, varios trabajos sobre el desarrollo y evaluacion de
sistemas ELISA capaces de detectar niveles bajos de B-LG, en alimentos, consiguiendo niveles de
deteccion entre 0,2-1 ppm (De Luis et al., 2009) (Frantisek et al., 2009) (Pelaez-Lorenzo et al., 2010).

Simultaneamente, se han desarrollado y validado sistemas ELISA basados en la utilizacion de
anticuerpos frente a las caseinas. Por ejemplo: i) un ELISA para la deteccion de contaminaciones de
leche en alimentos mediante anticuerpos policlonales anticaseina, con una sensibilidad capaz de
detectar niveles de 0,5 ppm de caseina (He [ely Lambrecht, 2004); ii) un ELISA capaz de detectar
niveles del orden de 1-1,5 ppm de caseina en alimentos procesados como purés de patatas, sopas
deshidratadas, mezcla de harinas y mezclas de especias (Sletten et al., 2005); o iii) estudios de
colaboracion para la validacion de kits comerciales ELISA sandwich desarrollados para detectar caseina
y proteinas totales de leche en alimentos (Matsuda et al., 2007). Recientemente, se ha publicado un
estudio sobre la aplicacién de un método ELISA indirecto para la deteccion de residuos de caseina y



caseinatos en vinos, debido a la permanencia de estas sustancias, como consecuencia de tratamientos
en las distintas etapas del procesado (Patrick et al., 2009).

También es necesario tener en cuenta que la matriz in [ye sobre los limites de deteccién que se
pueden alcanzar en los productos procesados, lo que depende de una serie de parametros tales como
el contenido graso, la intensidad del tratamiento térmico, el estado de maduracion del alimento, etc.
por lo que pueden variar de un producto a otro.

Actualmente, se pueden encontrar disponibles en el mercado diversos kits ELISA desarrollados por
distintas casas comerciales, destinados a la deteccion de residuos de leche en todo tipo de alimentos.
Estos sistemas ELISA disefiados en formato directo o ELISA sandwich, utilizando anticuerpos frente
a B-LG y/o caseinas, aseguran la deteccion de proteinas nativas y proteinas procesadas de la leche y
declaran limites de deteccion del orden de 0,2 a 1 ppm. Aunque seria conveniente tener en cuenta
que estos métodos estén correctamente contrastados. No obstante, actualmente los métodos de ELISA
son los mas recomendables para ser usados por la industria alimentaria. Las razones son que es una
técnica: i) rapida; ii) de bajo coste; iii) no requiere personal altamente cuali [cddo; iv) su sensibilidad es
muy alta (0,2-1 ppm) y v) su especi [citlad es elevada.

Métodos de inmunoelectroforesis “Inmunoblotting”

Otros métodos inmunoquimicos que incluyen la separacion electroforética de las proteinas de los
alimentos han sido también utilizados en la deteccion de residuos de proteinas lacteas en alimentos.
Estan basados en la separacion electroforética de las proteinas alergénicas en geles de poliacrilamida
en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE), bien, de acuerdo a su peso molecular (geles 1D) o
simultaneamente de acuerdo a su peso molecular y a su punto isoeléctrico (geles 2D). Las proteinas
una vez separadas son transferidas a una membrana de nitrocelulosa o polivinilpirrolidona v,
posteriormente, revelado por inmunodeteccion mediante la incubacion de lamembrana con anticuerpos
especi[cds monoclonales. Estos sistemas tienen como ventaja la capacidad de separar y revelar los
componentes proteicos tanto en alimentos crudos como ligeramente cocinados, ademas la separacion
de las proteinas garantiza una mayor especi [citlad del método cuando analizamos muestras complejas.
Sin embargo, la aplicacion de estos métodos en alimentos fuertemente termostatizados o en productos
esterilizados no es muy elCciente, ya que en ellos las proteinas se encuentran desnaturalizadas y
formando agregados, lo que di[ctlta su separacion. Ademas, el desplegado proteico causado por el
SDS en la técnica PAGE puede ocasionar la pérdida conformacional de los epitopos; esto representa
una desventaja que unida a la di[cdltad que conlleva la realizacion de esta técnica, hace que en estos
momentos no sea considerado un método de eleccion para su aplicacion a los analisis rutinarios.
Sin embargo, podemos encontrar publicaciones sobre su utilizacién como, el estudio de antigenos y
alérgenos de la leche (Kim et al., 2002), y la comparacion de métodos inmunoblotting y ELISA para la
deteccion de residuos de caseina en vinos (Patrick et al., 2009).

La transferencia blotting después de isoelectroenfoque (IEF), puede también utilizarse en la
deteccion de alérgenos. En esta técnica, las proteinas se separan en geles de agarosa por IEF y una
vez transferidas a membranas se sondean utilizando técnicas de inmunodeteccion. En contraste con el
SDS-PAGE, esta técnica si preserva la conformacion de los epitopos. Estos sistemas se utilizaron para
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la deteccion de alérgenos alimentarios (leche y del huevo), utilizando sueros humanos (Demeulemester
etal., 1997).

Rocket Inmunoelectroforesis (RIE)

Este método inmunoelectroforético se basa en la aplicacion de la corriente eléctrica a lainmunodifusion
simple, obteniéndose resultados que se pueden cuanti [cdr. Los anticuerpos se afiaden sobre un medio
gelilcddo que se somete a un campo eléctrico, perpendicularmente al sentido de la corriente eléctrica,
sobre el que se disponen pocillos que contienen las muestras problema. La difusion electroforética
del antigeno a través del gel que contiene el anticuerpo permite la aparicion de lineas de precipitado
en forma de conos o cohetes. La distancia entre el pocillo y la punta del cono (altura del cohete) es
directamente proporcional al logaritmo de la concentracion del antigeno presente en la muestra.

El método RIE fue utilizado para detectar la presencia de caseina en guantes de latex de caucho
natural. La caseina se utiliza como estabilizador en la produccion de guantes de latex y puede producir
alergias de contacto en individuos alérgicos a las proteinas de la leche (Ylitalo et al., 1999).

En 2003 se desarrollé un método RIE utilizando un antisuero anticaseina, disponible comercialmente.
Con este método, se consiguio la cuanti [cdcion de cantidades desconocidas de caseina en muestras de
alimentos como resultado de establecer una correlacion lineal entre la altura de los precipitados de los
obtenidos y la cantidad de caseina aplicada (Moen et al., 2003). En este estudio, mediante la técnica RIE
se alcanz6 un limite de deteccion de 10 ppm para la caseina y se describié como una técnica menos cara
que los kits comerciales de ELISA. A pesar de sus posibilidades, la RIE es una técnica que requiere mucho
tiempo y anticuerpos de alta calidad, y que necesita, igualmente personal entrenado y especializado en
este campo, por lo que no se considera un método practico para su aplicacion a la industria alimentaria.

Tiras de flujo lateral
El ensayo mediante las tiras de [ujb lateral es una version simplicdda del ELISA con una tira
membranosa generalmente, de nitrocelulosa, nylon o polivinildi [udrido en la que se [ah los inmu-
norreactivos, antigenos o anticuerpos y sobre la que posteriormente se aplican los reactivos que van
a reaccionar inmunolégicamente. Estos métodos son muy sencillos en cuanto a su manejo y puede
interpretarse visualmente o de una forma semicuantitativa, por ejemplo, mediante un densitometro.
Durante la tltima década son muchos los sistemas desarrollados para la deteccion de los distintos
alérgenos y existen disponibles en el mercado sistemas para la deteccion de otros alérgenos
alimentarios como gluten, avellana y cacahuete (Hsiao-Wei et al., 2005) (Martin-Rdder et al., 2009).
La [nalidad de estos sistemas, es su utilizacion como sistemas cualitativos de deteccion, debido a su
rapidez y facilidad de manejo. Actualmente, se estan desarrollando estos sistemas como indicadores
de posibles contaminaciones en las instalaciones industriales.

Microarrays

El avance en el desarrollo de los sistemas microarrays se ha visto conducido por la necesidad del
desarrollo de nuevas tecnologias, rapidas y sensibles y que necesitasen la menor cantidad de muestra.
Los microarrays consisten en microchips de reducidas dimensiones en los que se han inmovilizado



elementos moleculares especi [cds (por ejemplo, anticuerpos especi [cds a ciertos alérgenos o proteinas
marcadoras de alimentos) mediante microimpresion o microinstruccion, formando una super [Cié co-
nocida. Tras poner en contacto dicha super [Cié con los anticuerpos especilcds, estos se [jah a los
componentes y posteriormente se detectan revelando con precision el per [Idbtenido. Distintos sistemas
de lectura, analisis de datos y software de procesado de imagen estan disponibles para varias técnicas
dependiendo del uso analitico de microarray.

El desarrollo de la tecnologia de los arrays ha supuesto un gran avance en el diagnéstico de las
alergias alimentarias, sobre todo, en el conocimiento de la reactividad cruzada entre alergenos y de la
selectividad de las sensibilizaciones, ya que es posible un analisis mdltiple y rapido de los productos
alergénicos de los alimentos (Talapatra et al., 2002) (Moreno-Bondi et al., 2003). Por el momento es
impensable su uso de forma estandarizada por la industria alimentaria.

Harwanegg et al. (2007) han desarrollado un sistema de microarrays para el diagndstico de IgE
especi [cd frente a proteinas de leche y de huevo basado en un multiplex biochip inmunoensayo.

Esta técnica, también asociada a la deteccion por infrarrojos, ha sido utilizada para el estudio de los
principales alérgenos de la leche (Gaudin et al, 1991).

Biosensores
Una de las tecnologias emergentes en las Ultimas décadas ha sido la utilizacién de biosensores. Los
biosensores son dispositivos de analisis compactos que incorporan un elemento de reconocimiento,
bioldgico o biomimético, asociado a un sistema de transduccion que permite amplilcar y registrar
en tiempo real la sefial producida por la interaccion especilcd entre el elemento de reconocimiento
y el analito. La molécula diana (proteina o fragmento de ADN) es inmovilizada sobre la super [Cik
de un sensor, la actividad producida como consecuencia de la interaccion entre el elemento de
reconocimiento y el analito puede ser medida cuantitativamente. Existen distintos tipos de traductores
y su eleccion se hace en funcién de cual sea la variacion en las propiedades fisico-quimicas que se
produzcan como consecuencia de la interaccion entre el analito y el elemento de reconocimiento. Los
principales tipos son electroquimicos (detectan cambios en el potencial o pH), 6pticos (variaciones
en la resonancia de absorcion (REA)), [udrescencia, luminiscencia o transductores de resonancia de
plasmones super [ciles (SPR), ondas de evanescencia, aclsticos, termométricos y nanomécanicos.

En los Gltimos afios se ha producido un incremento en la aplicacion de biosensores al analisis de alimentos
y, concretamente, en la deteccion de alérgenos. En 2006, Malmheden Yman et al. describen el desarrollo de
un biosensor para ser utilizado con sistemas de enzimoinmunoensayo directo y sdndwich para la deteccion
de proteinas de leche y otros alérgenos como cacahuete, mariscos y sésamo en muestras de alimentos.

Un biosensor 6ptico basado en REA con un inmunoensayo directo fue desarrollado, como un sistema
rapido de deteccion de R-LG en matrices de alimentos, por Hohensinner et al. en 2007.

2. Técnicas no inmunoldgicas

Espectrometria de masas

El desarrollo de la espectrometria de masas ha jugado un papel fundamental en el estudio e
identi [cdcion de las proteinas mediante el empleo del denominado “mapeo de masas™” o huella
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peptidica, englobada en el area denominada como protedmica. Es el método més utilizado hasta el
momento en estudios de protedmica debido a su compatibilidad con el andlisis de mezclas, su extensa
aplicahilidad y la relativa sencillez de interpretacion de los resultados.

Actualmente, existe una potente herramienta no inmunoldgica (la espectrometria de masas, MALDI/
TOF-MS) que, a diferencia de los métodos ELISA y otros métodos inmunoldgicos, permite identi[car
proteinas alergénicas sin necesidad de utilizar anticuerpos especi [cds frente a ellas. La tecnologia MALDI/
TOF-MS (espectrometria de masas por tiempo de vuelo con desercion e ionizacion con laser asistida por
matriz) es una herramienta no inmunolégica [@ble para la deteccion de alérgenos en los alimentos. El
método se basa en la comparacion de los per[lek de las proteinas extraidas del alimento frente a los
per[Ieb caracteristicos (espectros de masas) de las diferentes proteinas extraidas de estandares del
alérgeno. Mediante este método es posible la identi [cdcion y cuanti[cdcion del alérgeno en alimentos.
El método es rapido, el manejo e interpretacion rutinarios de los espectros es relativamente sencillo, la
manipulacion de la muestra facil y reproducible y el costo del andlisis es bajo. Sin embargo, el equipo
es costoso, no accesible a cualquier laboratorio y requiere instalaciones amplias, siendo complejo el
proceso de elaboracion de librerias de per [Ieb de espectros y la calibracion del equipo.

Sistema de cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem (cuadruplo-cuadruplo-
tiempo de vuelo)

En los Gltimos afos, el proceso de andlisis en proteémica implica una sistematica de acuerdo a la cual
una mezcla inicial de proteinas es separada mediante electroforesis en geles de una o dos dimensiones;
posteriormente, el gel se digiere con tripsina y, por tltimo, el digerido se analiza directamente mediante
espectrometria de masas. En la mayoria de los casos, el digerido se suele analizar empleando una
Unica técnica de ionizacion, siendo la ionizacion de electrospray (ESI) o la ionizacion por desorcion con
laser asistida por una matriz (MALDI) las mas utilizadas, por tratarse de ionizaciones de tipo suave.
Sin embargo, esta técnica puede verse afectada puntualmente por efectos de supresion, limitando el
ndmero de péptidos identi [cddos en una muestra. Por ello, ademas de la ionizacion suave de un sistema
de espectrometria de masas adecuado a estudios de protedmica, también se requiere la posibilidad de
poder inducir fragmentaciones superiores que posibiliten el anlisis de secuencias peptidicas. En este
sentido, la informacion secuencial producida por el MALDI mediante PSD se ve superada por el empleo
de ESI, o nanospray que acoplada a un espectrometro de masas hibrido de cuadrupolo-cuadrupolo-
tiempo de vuelo ortogonal produce una informacion secuencial de mejor calidad. Ademas, es capaz de
detectar péptidos que han podido quedar suprimidos en los espectros de MALDI, lo que resulta ideal
en los estudios de protedmica.

Podemos encontrar la aplicacion de estas metodologias en el campo analitico de los alérgenos de la
leche, en estudios para la deteccion y cuanti [cdcion de las proteinas del suero (Hubber y Premstaller,
1999), el sistema de cromatografia liquida asociada a espectrometria de masas utilizando ionizacién
por nanoelectrospray con cuadrupolo tiempo de vuelo para la deteccion de caseina en alimentos
(Weber et al. 2006), o un método desarrollado de espectrometria de masas, utilizando extraccion en
fase sélida para detectar trazas de alérgenos de leche en muestras de zumos de frutas (Monaci y Van
Hengel, 2008).



3. Técnicas basadas en la deteccion de ADN

Como alternativa a los métodos de deteccion de las proteinas alergénicas, se pueden utilizar métodos
basados en la deteccion de dianas que no poseen potencial alergénico, pero que podrian servir como
marcadores indirectos para la deteccion de ingredientes alergénicos en productos alimentarios.

Se han descrito métodos para la deteccion de ADN de leche mediante PCR en productos alimentarios,
pero sobre todo los métodos de biologia molecular se han utilizado para la identilcacion de la
procedencia de la leche entre las distintas especies (Plath et al., 1997).

Asi pues, los métodos de PCR pueden ser considerados una herramienta para la deteccion de la
presencia de leche en mezclas de alimentos, pero en la practica no estan adaptados para la deteccion
de los alérgenos de la leche. Por tanto, su aplicacion para este [les cuestionable, primero por la
posibilidad de aparicion de falsos positivos ya que, por ejemplo, la presencia de carne de vaca podria
ocasionar reacciones de ampli[cdcion y segundo debido a que muchos productos contienen sélo
fracciones concentradas y/o puri[cddas de la leche, como proteina o grasas, lo que podrian llevar a la
obtencién de resultados negativos en el andlisis por PCR (Poms y Anklam, 2004).

A pesar de estos inconvenientes, actualmente algunas casas comerciales han desarrollado kits
comerciales para la deteccion de alérgenos, entre ellos de leche, mediante PCR en alimentos, los
cuales son de utilidad cuestionable.

Conclusiones del Comité Cientifico

1. Las trazas de proteinas lacteas pueden desencadenar reacciones alérgicas de potencial gravedad
en las personas sensibilizadas a las mismas. Asi pues se hace necesario utilizar unos métodos de
andlisis adecuados que permitan detectar un nivel minimo de presencia de proteinas lacteas.

2. En la actualidad existen numerosos métodos para la deteccion de alérgenos lacteos.

3. De todos ellos los mas recomendables para ser usados, en la actualidad, por la industria alimentaria
son los métodos de ELISA. Las razones son que es una técnica: i) rapida; ii) de bajo coste; iii)
no requiere personal altamente cualilcddo; iv) su sensibilidad es muy alta (0,2-1 ppm) y v) su
especi [citlad es elevada. No obstante, es conveniente tener siempre en cuenta que los kits de ELISA
empleados estén correctamente contrastados.

4. El hecho de disponer de tecnologias que permiten medir la presencia de trazas de proteinas lacteas
no asegura la ausencia de problemas.
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Resumen

El plan de reduccion del consumo de sal a través de los alimentos constituye actualmente uno de los
principales retos planteados por los distintos Estados miembros de la Unién Europea (UE) debido al
aumento progresivo de la incidencia de enfermedades cardiovasculares en la poblacion. En el caso de
Espafia, la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion (AESAN) inici6 en 2008 un plan de
reduccién con unos objetivos concretos que permitieran pasar progresivamente de la ingesta actual de
9,7 g/dia a una ingesta inferior a 8,0 g/dia en el afio 2014. Entre las distintas categorias de alimentos
identi [cddas que contribuyen en mayor medida a la ingesta de sal en la dieta, se encuentran los
productos carnicos curados. Sin embargo, dichos productos poseen en lineas generales un complejo
sistema de conservacion que hace que la reduccion de su contenido en sal tenga que ser evaluada y
gestionada de forma individual, ya que podrian producirse modi [caciones organolépticas, tecnoldgicas
y, especialmente, microbiolégicas como consecuencia de la reduccion de sal en la formulacion del
producto. En el presente informe se pretende dar respuesta al impacto de la reduccion de un 20%
del contenido en sal (NaCl) sobre la seguridad microbiolégica de productos carnicos curados. Para
abordar el problema se recurrié a la aplicacion de modelos de prediccion del comportamiento de
los microorganismos patdgenos de interés, seleccionados en funcion de sus posibilidades de crecer
bajo las condiciones mas permisivas que puedan presentarse en estos productos carnicos (baja
concentracion de sal y elevada aw). Se cuanti [cd el efecto de la reduccion de sal en el comportamiento
de los patégenos seleccionados a partir de comparacion entre las tasas de crecimiento y fases de
latencia, obtenidas de modelos predictivos existentes, bajo distintas condiciones de temperatura (4, 7,
10, 15y 25°C), pH (5,0; 6,0 y 7,0) y % de NaCl en fase acuosa (2,0; 4,0; 6,0 y 8,0) con y sin reduccion
del 20% del contenido de sal. Para valorar el impacto de la reduccion, se propone como indice el
tiempo de incremento o tinc, de [nNitlo como el tiempo necesario para que una poblacion microbiana
aumente en n unidades logaritmicas. La sensibilidad de los distintos patdgenos a la reduccién de sal en
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los productos estudiados viene dada por la relacion entre el porcentaje de sal afiadida en fase acuosa
y el porcentaje de reduccion del tinc al reducir la sal en el producto un 20%.

Los resultados mostraron que los patégenos mas sensibles a las modi [cdciones de la concentracion
de sal fueron Clostridium botulinum proteolitico de entre los patégenos anaerobios obligados, y Yersinia
enterocolitica de entre los patégenos aerobios facultativos. Se concluye que el riesgo microbioldgico
podria incrementarse si no se realiza un adecuado ajuste de otros factores estabilizadores. Para
dicho ajuste, se discuten las posibles medidas de gestion de la seguridad microbiolégica a aplicar
en los productos carnicos con sal reducida, como la modi[cdcion de las condiciones de procesado y
almacenamiento y la sustitucion total o parcial del NaCl con otras sales u otros agentes antimicrobianos.
En de[nitiva, la magnitud del efecto de una reduccion de sal en productos cérnicos es dificil de
cuanti[cdr, por lo que en la aplicacion de modelos de prediccion junto con la realizacion de ensayos de
inoculacion, se hacen necesarios para demostrar que la formulacién ensayada dara como resultado un
producto seguro durante su vida comercial.

Palabras clave

Reduccion sal, dieta, productos carnicos curados, riesgo microbioldgico, seguridad alimentaria.

Report of the Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Safety
and Nutrition (AESAN) in relation to the effect of salt reduction on the mi-
crobiological safety of cured meat products.

Abstract

The plan to reduce salt consumption through food intake is currently one of the main challenges posed
by the different EU Member States due to the gradual increase in the incidence of cardiovascular
diseases among the general population. In the case of Spain, in 2008 the Spanish Food Safety and
Nutrition Agency (AESAN) started a salt reduction plan with certain specilclgoals enabling intake
to go down gradually from the current value of 9.7 g/day to an intake of less than 8.0 g/day by
2014. The various categories of foodstuffs identi[ed as contributing the most to salt intake through
the diet include cured meat products. However, generally speaking, these products have a complex
conservation system that means that any reduction in their salt content has to be evaluated and
managed individually, as there might be organoleptic, technological and, in particular, microbiological
modi [cdtions as a consequence of reducing the amount of salt in the product’s formulation. The
present report attempts to respond to the impact of a 20% reduction in the salt (NaCl) content on the
microbiological safety of cured meat products. In order to deal with this problem, resource was had
to the application of models to predict the behaviour of the pathogens of interest, selected on the
basis of their potential for growing in the more permissive conditions that might arise in the said meat
products (low concentration of salt and raised aw). The effect of a salt reduction on the behaviour of
the selected pathogens was quantiled by comparing the growth rates and latency phases obtained
from the models existing in Combase Predictor under different temperature conditions (4, 7, 10, 15
and 25 °C), pH (5.0, 6.0 and 7.0) and the % of NaCl in the aqueous phase (2.0, 4.0, 6.0 and 8.0%)



with and without the 20% reduction in the salt content. Proposals for an index to assess the impact
of reducing salt content include incremental time or tin, de [néd as the time needed for a microbial
population to increase by n logarithmic units. The sensitivity of the various pathogens to salt reduction
in the products studied is given by the relationship between the percentage of salt added in aqueous
phase and the percentage reduction in tinc when salt in the product is reduced by 20%.

The results showed that the pathogens most sensitive to modi [cdtions in salt concentration were
proteolytic Clostridium botulinum among obligatory anaerobic pathogens and Yersinia enterocolitica
among the optional aerobic pathogens. It is concluded that the microbiological risk might increase
unless an adequate adjustment is made to other stabilizing factors. For this adjustment, we discuss the
possible microbiological safety management measures to be applied to meat products with reduced
salt, such as alterations in their processing and storage conditions and the total or partial replacement
of NaCl by other salts or other anti-microbial agents. In short, the magnitude of the effect of a salt
reduction in meat products is dif [cllt to quantify, therefore, the application of prediction models
together with the performance of inoculation assays are necessary to demonstrate that the formulation
assayed will result in a product that is safe throughout its commercial life.

Salt reduction, diet, cured meat products, microbiological risk, food safety.
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Introducciéon

En su informe de salud del afio 2002, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimé que apro-
ximadamente el 62% de las enfermedades cerebro-vasculares y el 49% de la enfermedad isquémica
cardiaca era atribuible a la presion arterial elevada (Presion arterial sistolica >115 mmHg.). En Espafia, la
mortalidad directamente ocasionada por la enfermedad hipertensiva ha sufrido un aumento mantenido.
La prevalencia de hipertension arterial en Espafia en el afio 2002 se estim6 en torno a un 35%, aunque
llegaba al 40% en edades medias y al 68% en mayores de 65 afios, afectando a unos 10 millones de
personas. Asi, el 33% de las muertes ocurridas en Espafia se atribuyen a enfermedades cardiovasculares
(123.867 fallecimientos en 2004). Este hecho genera un aumento del gasto sanitario como consecuencia
del tratamiento de enfermedades cardiovasculares. En concreto, en Espafia el gasto esta por encima
de cuatro billones de euros anuales (7% del gasto sanitario global) (European Cardiovascular Disease
Statistics, 2005).

Uno de los principales factores implicados en el origen de la hipertension arterial (HTA) primaria es
el excesivo consumo de sodio, que se ingiere en la dieta en forma de cloruro sédico (sal comun), de
manera que por cada 2,5 g de sal se ingiere 1 g de sodio. La sensibilidad al sodio puede variar de forma
individual, tal como se pone de mani [esto en diferentes estudios, en los que se sugiere que el aumento
de la presion arterial en pacientes afectos del sindrome metabdlico, es superior en aquéllos mas
sensibles a la sal (Hoffmann y Cubeddu, 2007) (Chen et al., 2009), y que los procesos cardiovasculares
adversos ocurren mas frecuentemente en pacientes con hipertension sensible al sodio (Morimoto et al.,
1997). Por otra parte son numerosos los estudios realizados sobre los bene [€ibs econdmicos, sociales
y de mejora de la calidad de vida en la poblacion, derivados de la disminucion del contenido de sal en
la dieta (Beaglehole et al., 2007) (Dall et al., 2009a) (Dall et al., 2009b) (Palar y Sturm 2009). Estos y
otros datos han llevado a las autoridades sanitarias a considerar la reduccion del contenido de sal de los
alimentos como urgente (Havas et al., 2007).

Se han lanzado y reforzado varias campafias de reduccion de consumo de sal para abordar cdmo
la poblacion percibe tal amenaza para salud publica. La Accién Mundial en Sal y Salud (WASH) ha
[jato un objetivo de reduccion de la ingesta de sal en la dieta de 10-15 g/dia a 5 g/dia, establecido
por la OMS (World Action on Salt and Health, 2009), mientras que la Administracion competente
en legislacion alimentaria en Reino Unido, la Food Standards Agency (FSA), ha ado un nivel de
consumo de no mas de 6 g de sal al dia (Anon, 2009). En Estados Unidos, el Centro para la Ciencia y
el Interés Publico (CSPI) ha solicitado a la FDA (U.S. Food and Drug Administration) la revocacion del
estatus de sustancia GRAS para el cloruro sodico y reclasi [cdrla como un aditivo alimentario (FDA,
2007).

Tanto las instituciones internacionales (OMS, FAO, UE) como los gobiernos de muchos paises estan
basando parte de sus acciones e intervenciones para la prevencion de enfermedades cronicas, en
medidas de prevencion primaria como es la reduccion de la ingesta de sal. Es necesario que ésta se
lleve a cabo desde todos los enfoques posibles; el contenido medio en sal en los alimentos, la adicién
de sal durante la elaboracion y consumo de los alimentos (entre el 70% y el 75% de la sal que tomamos
no proviene de la comida preparada en casa, sino de productos elaborados), o la concienciacion de los
ciudadanos para poder obtener resultados satisfactorios.



Los Estados miembros se han mostrado a favor de aplicar politicas para la reduccion de consumo de
sal a través de la educacion sanitaria y de fomentar acciones con la industria alimentaria, con vistas a
reformular la composicién de aquellos productos elaborados que aportan mas sal a nuestra dieta. La
Unidn Europea (UE) ha llegado a un principio de acuerdo, para reducir en un 16% la cantidad de sal
en varios grupos de productos elaborados, que son aquéllos que aportan mas sal a la dieta; productos
carnicos curados, quesos y pan. La medida se basa en las evidencias cientilcds que relacionan el
consumo de sal con la hipertension arterial y las enfermedades cardiovasculares, asi como en un
informe aprobado por la Eurocamara que recomienda reducir su presencia en la dieta. Esta iniciativa,
en linea con las ya iniciadas en varios paises europeos con resultados positivos (Reino Unido, Finlandia,
y otros), se enmarca también en la politica impulsada desde la UE (DGSANCO-Comision Europea)
tanto indirectamente en el Libro Blanco de “La Estrategia para Europa sobre Nutricion, Sobrepeso y
Obesidad” de la Comision Europea, como en las recomendaciones establecidas por el Grupo de trabajo
de alto nivel en nutricion y actividad fisica de la Comisién Europea y la DGSANCO de la Comision, que
considera prioritario abordar la reduccion de sal en los paises europeos con [edibilidad y respeto en su
ejecucion a las particularidades propias de cada Estado miembro.

En Espafia, la AESAN se plante6 a [nales del afio 2008 desarrollar un plan de reduccion del
consumo de sal en la pablacion, con unos objetivos concretos de reduccion que permitieran alcanzar
progresivamente las recomendaciones de la OMS respecto de la ingesta de sal en la poblacion de 5 g/
persona/dia (AESAN, 2009). En este Plan, como objetivo intermedio entre el consumo actual (9,7 g/
persona/dia) y el maximo recomendado por la OMS, se ha propuesto reducir la ingesta de sal a menos
de 8,0 g/dia en el afio 2014.

Para hacer una propuesta ajustada a la realidad espafiola, la AESAN considerd como primer paso
imprescindible conocer la situacion actual con objeto de poder evaluar posteriormente su impacto.
Para ello llevo a cabo un estudio para la obtencion de datos a nivel nacional relacionados con el
consumo de sal en la poblacion, con los grupos de alimentos con mayor contenido en sal y los que
aportan mas sodio a la dieta y tratar de conocer el consumo medio de sal en la poblacion espafiola y
sus principales fuentes alimentarias de forma rigurosa y representativa (AESAN, 2009).

La adicion de sal a los alimentos ha constituido un tema de debate en el sector industrial, siendo
particularmente el sector carnico el mas afectado, dada la gran variedad de productos que contempla.
En otros paises, como Irlanda o Estados Unidos, los productos carnicos procesados contribuyen en
mas de un 20% de la ingesta diaria de sodio (Engstrom et al., 1997). Sin embargo, llevar a cabo una
reduccion del contenido en sal puede tener consecuencias negativas tanto de tipo tecnolégico, dado
que la sal afecta a las propiedades fisico-quimicas y organolépticas de este tipo de productos, como
de tipo higiénico-sanitario. A este respecto, la sal tiene un papel fundamental en la conservacion y
ampliacion de la vida util de los productos carnicos (Desmond, 2006). La reduccion del contenido
en sal reduce la vida Util (Sofos, 1985) debido a la proliferacién de microorganismos alterantes y/o
patogenos (Whiting et al., 1984). Los trabajos cienti[cds elaborados hasta la fecha, demuestran
que es necesario realizar un estudio preliminar acerca de las implicaciones sobre la seguridad
microbioldgica antes de proceder a una reduccion del contenido en sal, o bien, sustituirla por otros
ingredientes alternativos.
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Por tanto, y como una consecuencia logica basada en el principio de cautela, el Presidente de la
AESAN plantea a su Comité Cienti[cd, una consulta sobre las consecuencias derivadas de la reduccion
de un 20% del contenido de sal en productos carnicos, sobre la seguridad microbiolégica de estos
productos.

Aunque los componentes de la sal (cloruro sédico) son esenciales en la dieta en pequefias cantidades,
en el caso del sodio, una cantidad excesiva puede generar problemas de salud, siendo uno de
los factores de riesgo que contribuyen a una presion arterial elevada y a incrementar el riesgo de
desarrollar enfermedades cardiovasculares.

Aunque la sal es la mayor fuente de sodio en nuestros alimentos, el sodio es también un componente
de otros ingredientes tales como el bicarbonato de sodio, utilizado en productos de panaderia, nitrato
sodico, nitrito sodico usados como agentes del curado en productos carnicos, o el monoglutamato
sodico utilizado como potenciador del sabor. Conocer, por tanto, la ingesta total de sodio procedente
de los alimentos no es facil. Ademas, existen problemas metodoldgicos, como es la di[ciltad de con-
trolar la ingesta o la representatividad de la muestra seleccionada (Brown et al., 2009).

La ingesta media de sal por persona en Espafia, estimada a partir de la excrecion de sodio en orina
de 24 horas, es de 9,7 g/dia (AESAN, 2009). Del estudio realizado en Espafia acerca de la ingesta de
sodio a través de la dieta, se dedujo lo siguiente:

 El 87,5% de la poblacion ingiere méas de 5 g de sal/dia.

= EI 20% de la sal ingerida se afiade en el cocinado/mesa.

= EI 72% de la sal ingerida se encuentra en alimentos procesados (sal oculta), especialmente en:

- Productos céarnicos curados (26,2%).
- Pan y panes especiales (19,1%).

- Quesos (6,7%).

- Platos preparados (4,9%).

Estos cuatro grupos de alimentos determinan casi el 60% de la sal ingerida. Entre los alimentos en
los que ha analizado el contenido en sal y en los que pretende proponer objetivos de reduccion, se
incluyen los productos carnicos curados.

1. El sistema de conservacion de los productos carnicos

Para comprender la implicacion de la reduccion de la sal en la seguridad microbioldgica de los productos
carnicos es muy importante comprender los sistemas de conservacion a los que son sometidos, que
dependera del tipo de producto céarnico.

Aunque los tipos de productos carnicos son numerosos y variados, muchos de ellos se encuadran
en dos grupos de productos alimenticios ya acufiados en la terminologia de los tecndlogos de los
alimentos: los productos carnicos de humedad intermedia y los productos carnicos autoestables, que
tienen caracteristicas comunes y diferentes entre si.

Un producto cérnico autoestable debe tener un pH < 5,2, una aw < 0,95 (Boyle et al., 1993), y ser



sometido a un tratamiento térmico de pasteurizacion, por lo que no es necesario su almacenamiento
en condiciones de refrigeracion.

Con caracter general, los productos carnicos de humedad intermedia se de [nén como aquellos que
son estables a temperatura ambiente basicamente por reduccion de su aw. Estos productos presentan
un contenido acuoso intermedio entre los frescos y los deshidratados, y no precisan de refrigeracion
durante su etapa de almacenamiento y distribucion (Troller, 1986).

La elaboracion de productos carnicos de humedad intermedia ha constituido un excelente pro-
cedimiento de conservacion de los alimentos, practicado por el hombre desde la prehistoria,
consistente en reducir la disponibilidad del agua del alimento para inhibir o retardar el crecimiento
de los microorganismos, asegurando su estabilidad. En los alimentos frescos la disminucion de la
disponibilidad del agua por parte de los microorganismos, o lo que es lo mismo, la reduccion de la
actividad de agua (aw) se logra basicamente desecando parcialmente el producto y/o adicionandole
determinados humectantes (deshidratacion osmatica).

Aunque se han propuesto diferentes intervalos de contenido en humedad y de actividad de agua, la
opinion mas generalizada es la de considerar productos carnicos de humedad intermedia a aquellos
que se encuentran en el intervalo entre 0,60 y 0,90 de aw (< 0,60 se corresponderian con los de
humedad baja, > 0,90 con los de humedad alta e incluso dentro de éstos, > 0,99 con los de humedad
muy alta) (Fernandez-Salguero, 1995) (Tabla 1).

Los productos carnicos de humedad intermedia constituyen una parte muy importante de los
productos procesados consumidos por la poblacién espafiola, contribuyendo en un alto porcentaje
a la ingesta de sodio total en la dieta. Por esta razon, son objeto de estudio en el presente informe.
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Tabla 1. Cloruro sédico (%), actividad del agua (aw) y pH de productos carnicos de humedad intermedia espa-

fioles seleccionados
Productos aNaCl% 2aw baw 2pH
Cecina 9,0+0,2 0,859 + 0,036 0,948 5,92 +£0,08
Chorizo extra 39+0,6 0,872 £ 0,041 0,939 5,33 0,39
Chorizo primera 39+0,2 0,894 + 0,016 0,920 5,34 +0,49
Jamon curado 55+04 0,909 + 0,004 0,916 599 +0,13
Lomo embuchado 4710 0,883 + 0,022 0,919 578 +0,11
Morcilla 29+04 0,847 + 0,053 0,934 5,08 £0,13
Morcilla de cebolla 23%0,1 0,869 + 0,015 0,894 6,37 £ 0,08
Morcon 41+0,.2 0,817 £ 0,055 0,908 5,35+0,19
Salami extra 3,7+0,6 0,887 + 0,026 0,930 4,87 +0,18
Salami primera 40+0.3 0,846 + 0,008 0,859 5,11+0,04
Salchichon extra 46+04 0,879 £ 0,022 0,915 5,01 +0,29
Salchichén primera 48+05 0,850 + 0,068 0,962 5,43 + 0,46
Salchichon segunda 39+0,7 0,801 + 0,037 0,850 4,84 +0,28
Salchichon tercera 43+04 0,784 + 0,040 0,862 4,83+0,17
Sobrasada 23%0,1 0,828 + 0,004 0,835 4,72 +0,03

aMedia + desviacion tipica.
°95% percentil de la distribucion normal construida con la media y desviacion estandar de aw.
Adaptada de (Fernandez-Salguero 1995).

Entre estos productos se pueden diferenciar tres grupos principales, los productos no picados y curados,
los picados y fermentados, y los escaldados y desecados. Los productos no picados y madurados como
el jamén curado, el lomo embuchado y la cecina, son estables durante el almacenamiento y distribucion
en funcion de la accion simultanea de los siguientes factores: una aw media inferior a 0,91, que en el
caso de la cecina es de 0,859, un pH inferior a 6,0 y la presencia de diferentes conservantes como son
la sal y los nitritos en el jamoén curado. Ademas, el proceso de elaboracion se realiza en condiciones
de refrigeracion. En la cecina, ademas del curado intervienen los componentes del humo, y en el lomo
embuchado, ademas de los anteriores se adicionan especias y antioxidantes como el acido ascérhico
y su sal sédica (ascorbato sodico).

En los productos picados y fermentados como el chorizo, el morcon, el salchichdn, el salami y la
sobrasada, la aw oscila entre 0,894 para el chorizo primera clase hasta 0,784 en el caso del salchichon
de tercera clase, encontrandose el pH en el intervalo entre 5,43 y 4,72. Ademas de los anteriores
factores barrera participan la [afa competitiva, un bajo potencial redox (Eh) y los conservantes. Las
sales nitri [cantes juegan un papel fundamental en la conservacion y seguridad de estos productosy en
algunos casos también se adicionan antioxidantes e incluso acido sérbico como antimicoético. El nitrito
afiadido con la sal del curado inhibe, entre otros patgenos, a las salmonelas, y junto a otros solutos
(particularmente los de bajo peso molecular) hacen descender la aw desde 0,99 a 0,96-0,97 lo que
provoca también la inhibicion de la mayoria de los microorganismos aerobios Gram negativos (muy



sensibles a las reducciones de la aw) con lo que se favorece el crecimiento de la [afia lactica, micrococos
y estallatocos no patogenos. El crecimiento de estos microorganismos hace descender el potencial
redox y el pH del producto, que a su vez inhibe a los organismos aerdbicos como los Pseudomonas
y favorece de nuevo la seleccion de la [afa competitiva, fundamentalmente &cido-lactica. De esta
forma, la estabilidad se alcanza durante la elaboracion por una secuencia de cinco factores barrera:
conservantes, bajo Eh, [afa competitiva, pH y actividad de agua. Estos factores inhiben e [cdzmente
el crecimiento de microorganismos causantes de toxiinfecciones alimentarias (Salmonella spp., L.
monocytogenes, S. aureus, C. botulinum) asi como otras bacterias causantes de alteraciones negativas
en el producto (Leistner, 1992).

2. Mecanismos de accion de la sal frente a los microorganismos

La sal es el ingrediente mas critico en la elaboracion de productos carnicos curados después de la
carne, empleandose cantidades que oscilan entre el 1y el 5%. Los productos carnicos madurados
contienen una concentracion mayor de sal que los frescos. Entre las distintas funciones de la sal
adicionada se destaca su capacidad como conservante, siendo el ingrediente antimicrobiano mas
versatil y econdmico usado en los alimentos y de hecho continta siendo hoy dia uno de los mas
efectivos para el desarrollo de productos alimenticios seguros (Taormina, 2010).

La sal no posee ninguna accion especi [cd antimicrobiana, pero si desarrolla un efecto bacteriostatico
general, retardando el crecimiento microbiano en mayor o menor medida en funcién de la concentracion
utilizada. A concentraciones su [Cientemente elevadas, la sal produce un desequilibro osmoético en
las células microbianas, produciendo la salida de agua de las células a través de las membranas
semipermeables, dando lugar a la retraccion y reduccion del volumen citoplasmético debida a la pérdida
de agua, fenémeno conocido como plasmdlisis. La plasmdlisis no depende del soluto empleado, sino de
la osmolaridad del medio (Csonka, 1989). Sin embargo, entre los solutos presentes en la fase acuosa de
la carne, el NaCl parece ejercer el mayor grado de control sobre el crecimiento microbiano (Gutiérrez
et al., 1995). Puesto que las células deben mantener un nivel adecuado de agua en el citoplasma para
el normal funcionamiento celular, recurren a la acumulacion activa de iones, 0 a la captura o sintesis
de solutos compatibles. La energia invertida en estas actividades reduce el crecimiento, pudiendo
anularse por completo. La tolerancia a la sal varia entre las especies microbianas, disminuyendo bajo
condiciones sub-6ptimas de pH, temperatura, potencial redox, disponibilidad de nutrientes u otros
agentes antimicrobianos.

La accion conservante de la sal consiste en algo mas que la deshidratacion. El sulfato de magnesio
posee un mayor efecto deshidratante sobre las proteinas que el NaCl, pero no ejerce mayor efecto
bacteriostatico frente a S. aureus que el NaCl (Rockwell y Ebertz, 1924). Para estos autores, entre
los factores implicados en las propiedades conservantes del NaCl se incluye la toxicidad del CI-, la
eliminacion del oxigeno del medio, aumentando la sensibilizacion de los microorganismos al COz, y la
interferencia con la accion de los enzimas proteoliticos.

La accion de la sal esta relacionada con su concentracion en la fase acuosa, lo que explica, por
ejemplo, que en los productos sometidos a procesos de secado (jamones crudo curados, salchichones
fermentados), sea necesario utilizar el frio al comienzo de la fabricacion, cuando el contenido en agua
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es todavia elevado, mientras que al [nal del proceso, con un contenido en agua reducido (y elevada
concentracion de sal en agua) resulta practicamente innecesario.

La relacion existente entre el contenido de Na y sal (entendida como NaCl); la relacion entre el
porcentaje de sal en la fase acuosa y el porcentaje de sal afiadida (sal en carne/agua en carne); asi
como entre el contenido de sal y la actividad de agua aw se calcula de la siguiente forma:

Peso molecular Na: 22,99 Peso molecular CI: 35,45 Peso molecular NaCl: 58,44
NaCl (g) = 2,54 x Na (g) 6
Na (g) = 0,39 x NaCl (g)

% sal en carne

% sal en fase acuosa = x 100

% agua en carne
La relacion entre el contenido de sal y la actividad de agua (aw) fue establecida por Resnik y Chi [fel(1988):

% NaCl x (5,2471 + 0,12206 x % NaCl)
1.000

aw=1-

Para describir el grado de tolerancia o resistencia de los microorganismos al NaCl, se han utilizado
diferentes términos como hald Il tolerante a la sal, resistente a la sal, hald 1l facultativo, etc.
El término halotolerante podria ser considerado sinénimo de tolerante a la sal, y ambos términos
son intercambiables con el de hal6 [1dl facultativo. Ejemplos de bacterias patdgenas que responden
a alguno de estos términos son Listeria monocytogenes (tolerante a la sal), Staphylococcus aureus
(resistente a la sal) y Vibrio parahaemolyticus (hal6 [1a). Los microorganismos tolerantes a la sal y los
halé 1ok son también denominados xerotolerantes o xerd [1ak, pero estos Ultimos son usados mas a
menudo en condiciones de baja aw generada por elevados niveles de azlcares (Taormina, 2010).

Consecuencias microbiolégicas de la reduccion de sal en productos carnicos
1. Posibilidades de reducir el contenido en sal en productos carnicos curados

Para desarrollar el plan de reduccién del consumo de sal en la poblacion, la AESAN se planted como
objetivo de reduccion, alcanzar progresivamente las recomendaciones de la OMS respecto de la ingesta
de sal en torno a 5 g/persona/dia. Las medidas propuestas en el mencionado plan pasan necesariamente
por:
1. Desarrollo de campafias de educacion y concienciacion.
2. Disminucion del consumo de alimentos procesados a favor de los productos frescos.
3. Disminucion de la cantidad de sal afiadida: en el cocinado y en la mesa (salero).
4. Eleccion de productos con un menor contenido en sal: etiquetado nutricional obligatorio, facil de
interpretar (sal en lugar de sodio).
5. Reformulacién de productos alimentarios para disminuir el contenido en sal y blsqueda de
alternativas de sustitucion.



En aquellos alimentos en los que la sal forma parte de su sistema de conservacion, se ha considerado
que la reduccion en el nivel de sal requerira del necesario ajuste de alguna de las propiedades
intrinsecas o extrinsecas del alimento para asegurar el mismo nivel de seguridad alimentaria. Estos
ajustes pueden clasi [cdrse como sigue:

= Reduccion de la vida comercial.

» Modi [cdcion de las condiciones de procesado.

< Sustitucion del cloruro sédico con otro tipo de cloruros.

 Reduccion del contenido de cloruro sodico, compensando parte de su funcionalidad con algin

aditivo.

La reduccion de sal acompafada de la reformulacion de un producto para proporcionar la misma
seguridad, debe ser viable econémica y tecnolégicamente, y ha de ser aceptada por el consumidor,
desde el punto de vista sensorial y de con [@nza. El paladar es muy tradicional, de modo que la reduccion
de sal en alimentos procesados ha de ser paulatina. La tolerancia a la sal esta relacionada con el grado
de exposicion, de forma que cuando se reduce el consumo de sal, los receptores para el sabor salado
se vuelven mas sensibles, por lo que la reduccion gradual de sal en alimentos no produciria rechazo
por parte del consumidor. Por otra parte, el consumidor es reacio a lo desconocido, demostrandose que
la informacion que aparece en el etiquetado de ciertos alimentos sobre otros ingredientes alternativos,
no generan la su [ciénte con [anza en el consumidor (Searby, 2006).

La disminucién de sal en productos carnicos se puede conseguir haciendo una seleccion de la
materia prima, modi[cando los procesos tecnoldgicos y afiadiendo sustancias que compensen la
reduccion salina (Angus et al., 2005). Gran parte de las investigaciones actuales, van encaminadas
a tratar de permitir la disminucion del contenido de sal de los productos carnicos, sin alterar sus
principales cualidades, en respuesta a la demanda de productos saludables y al reemplazamiento del
NaCl por otras sales como: KCI, MgClz, CaClz, MgSO4, etc. (Blesa et al., 2008).

Un programa de disminucion de sal debe precisar el nivel de reduccion que se pretende alcanzar en
relacion a los niveles de sal que existen actualmente en las diferentes categorias de productos carnicos.
Es importante agrupar a los productos carnicos en categorias su [cientemente homogéneas y amplias
que no supongan un proceso de dificil consecucion. Dentro de cada categoria, los de menor contenido
en sal indican los porcentajes de reduccion que potencialmente podrian alcanzarse, teniendo en cuenta
las posibles variaciones derivadas de los ingredientes utilizados o del método de elaboracion.

El informe NAOS sefiala dos maneras de afrontar este proceso de reduccion: a) [jahdo niveles
maximos de sal para cada categoria de alimentos o b) estableciendo porcentajes de reduccion desde
el contenido medio de sal en cada categoria.

2. Riesgo microbioldgico derivado de la reduccion de sal en los productos
carnicos

Los cambios en la formulacion de un producto, por pequefios que sean, pueden afectar la estabilidad
microbiolégica del mismo, haciendo necesaria una evaluacion de la seguridad de dicho producto una
vez reformulado. En el caso de afiadir nuevos componentes para compensar una disminucion de sal,
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serd necesario evaluar cualquier cambio asociado a la carga microbiana del producto. La reduccion del
contenido de sal en un producto alimenticio, no suele tener consecuencias sobre la prevalencia de los
microorganismos ni sobre las especies microbianas presentes inicialmente en el alimento, pero puede
afectar a su supervivencia y crecimiento. La magnitud del crecimiento de un microorganismo patdgeno
asociado a la reduccion de sal en un alimento dependera del papel que juegue la sal en la estabilidad
de dicho producto. Es decir, hay alimentos cuya estabilidad microbioldgica no se vera afectada por la
reduccion de sal como ocurre con los alimentos congelados; los tratados por el calor, los acidi [cddos
(pH < 3,8), 0 los alimentos con bajos valores de actividad de agua (aw < 0,86), siempre que la aw no
esté relacionada con el contenido de sal. Por lo tanto, el efecto inhibitorio de la sal variara en funcién de
las caracteristicas del alimento, de los agentes conservantes afiadidos, de las condiciones de procesado
y del microorganismo de que se trate, lo que hace dificil el hecho de establecer recomendaciones sobre
los niveles de sal en alimentos.

Determinadas técnicas de conservacion poco agresivas pueden prevenir el crecimiento de deter-
minados microorganismos. Un correcto almacenamiento refrigerado previene el crecimiento de Bacillus
cereus (cepas meso [1ak), Campylobacter, cepas proteoliticas de Clostridium botulinum, Clostridium
perfringens, Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Staphylococcus aureus y Vibrio en alimentos. Un
tratamiento de pasterizacion de 70 °C/2 minutos o su equivalente producira una reduccion 6D en el
ndmero de patdgenos no esporulados, y por tanto su eliminacién en aquellos productos en los que no
existe contaminacion post-proceso.

El uso de estas estrategias de conservacion para inhibir el crecimiento de patégenos da como resultado
alimentos seguros independientemente de su contenido en sal. Sin embargo, el uso de estos sistemas
de conservacion puede resultar inadecuado si la calidad del producto, textura, sabor, nutrientes, etc.,
se ve amenazada. Para garantizar su seguridad preservando su calidad sensorial y nutricional, muchos
alimentos requieren del empleo de una combinacion de métodos/factores de conservacion, como son
el tratamiento térmico, temperatura de almacenamiento, tiempo de almacenamiento, aw, pH, potencial
redox, uso de atmoésferas modi [cddas, conservantes como cloruro sédico, nitritos o acidos organicos o la
presencia de microorganismos competitivos (bio-conservacion). En consonancia con este hecho, la FSA
(Food Standard Agency, 2003) del Reino Unido, present6 un informe en el que subraya la necesidad
de emplear un sistema multifactorial para preservar la seguridad de los productos carnicos elaborados.
Ademas, afiade que la magnitud del efecto de la reduccion de sal en alimentos es dificil de predecir debido
a que los complejos sistemas de conservacion no son completamente conocidos (Stringer y Pin, 2005).

El posible riesgo asociado a la reduccion de sal en productos carnicos, puede analizarse desde
el conocimiento de las condiciones que previenen el crecimiento de patégenos, empleando modelos
predictivos que estimen el posible crecimiento bajo las condiciones que imperan en estos productos,
realizando ensayos de inoculacion de patogenos en el alimento, o una combinacion de los dos. Los
ensayos de inoculacion son especi[cds para cada grupo de condiciones en cada producto, y pueden
variar signi [cdtivamente al modilcar las condiciones de formulacion y el tipo de microorganismo.
Esta via es costosa, laboriosa y necesitaria semanas para la obtencion de datos. La posibilidad de
disponer modelos de prediccion, nos proporciona una via rapida, facil y econdmica de predecir las
consecuencias del cambio en la formulacion.



Es importante recordar que el efecto inhibidor de la sal sobre los microorganismos, tiene lugar
en la fase acuosa del alimento. Es decir, que el contenido en sal en la fase acuosa del alimento es
el verdadero agente inhibidor. Por tanto, la reduccion de sal referida al peso del alimento, tendra
un gran impacto sobre la aw en aquellos alimentos con bajo contenido de humedad. Incluso dentro
de una misma categoria de producto, se pueden observar diferencias apreciables. Por ejemplo, la
concentracion de sal en fase acuosa de diferentes tipos de salchichdn sujetos a idéntica reduccion de
sal por 100 g, se muestra en la Tabla 2. El efecto reductor de la sal por gramo de alimento aumenta
cuanto menor es su contenido acuoso. La variabilidad en el contenido en humedad entre los distintos
tipos de salchichon relejh la cantidad de grasa en el producto. Una tendencia hacia la reduccion de
grasa en productos carnicos indirectamente incrementaria la cantidad de sal necesaria para mantener
la seguridad del producto.

Tabla 2. Efecto del contenido acuoso de salchichdn perteneciente a distintas categorias sobre la concentracion
de sal en fase acuosa
Producto Contenido Sal en Sal en fase °Sal en °Sal en fase Reduccion en
acuoso alimento acuosa alimento acuosa fase acuosa
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Salchichon Extra 38,1 4.8 12,6 38 10,0 2,6
Salchichon 12 31,8 4.8 15,1 38 12,1 31
Salchichén 22 28,7 4,8 16,7 3,8 13,3 3,4
Salchichon 32 26,4 4,8 18,2 3,8 14,5 3,7

aDatos publicados por Fernandez-Salguero et al. (1994).
Concentracion resultante de una reduccion del 20% de sal.

Desde un enfoque probabilistico, se podria modelar el porcentaje de sal afiadida a un producto
concreto, y conocer su equivalencia en porcentaje de sal en la fase acuosa del alimento. Por ejemplo,
si se conoce que al salchichdn Extra se le adiciona sal con una concentracion media del 4,8% y una
desviacion tipica del 1%, asumiendo que la concentracion de sal es una variable que se ajusta a
una distribucién normal, el 50% de las unidades de salchichon tendrian una concentracion inferior al
4,8% de sal en producto, equivalente aproximadamente a un 12,6% de sal en fase acuosa. Se puede
representar gra [cdmente la probabilidad asociada a las distintas concentraciones de sal (en producto
y en fase acuosa), como se observa en la Figura 1.
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Figura 1. Variabilidad de la concentracion de sal (%) como probabilidad acumulada en la categoria de salchichon
Extra, asumiendo una distribucion normal (4,8; 1) para la concentracion de sal en producto.

Como se ha comentado, el riesgo potencial que pueda estar asociado a una disminucion en la reduccion
de sal, puede evaluarse desde el conocimiento de las condiciones limitantes para los patégenos,
empleando modelos predictivos o realizando ensayos de inoculacion. En el presente informe se pro-
cede a la evaluacion del riesgo mediante la aplicacion de modelos predictivos.

3. Seleccidn de microorganismos patdégenos de interés en productos carni-
cos curados

Los microorganismos de interés en el presente estudio seran aquéllos cuya presencia en los productos
carnicos es posible y cuyo crecimiento es compatible con las caracteristicas de los productos carnicos
curados objeto de estudio. Para comprobar la compatibilidad del crecimiento de distintos patégenos en
estos productos, se ha calculado su porcentaje de sal en fase acuosa a partir de los datos presentados
en el informe del Plan de reduccién del consumo de sal de la estrategia NAOS (AESAN, 2009) (Tabla 3).

Tabla 3. Contenido de sal en productos curados

Categoria de producto  Media% Mediana% Minimo% Maximo%
Chorizo 3,26 3,51 2,60 3,81
Fuet 3,68 371 3,35 4,09
Jamon 4,49 4,58 1,13 7,81
Salchichon 2,94 3,01 1,74 4,02

Con estos datos de sal (media), se ha calculado el porcentaje de sal en fase acuosa sin y con reduccion
de sal del 20%, teniendo en cuenta la humedad de los distintos productos carnicos hallada por
Fernandez-Salguero et al. (1994) y Fernandez-Salguero (1995). Se ha seleccionado un escenario de
peor caso (95% percentil) para la humedad en las distintas categorias de productos curados (Tabla 4),
considerando una distribucion normal N (u, [ fara la humedad de cada categoria de producto.



Tabla 4. Contenido de sal en productos curados y en su fase acuosa
Categoria 2Humedad Humedad "Media sal Media -20% Mediasal  Media -20%

peor caso sal fase sal en fase

(95% perc) acuosa acuosa
Chorizo 37,3+872 50,8 3,26 2,61 6,42% 5,13%
Jaméncurado  47,6+5,1 56,0 4,49 3,59 8,02% 6,41%
Salchichén 38,1+3,0 43,0 2,94 2,35 6,84% 5,46%

aDatos de Fernandez-Salguero (1995).
®Datos del documento NAOS (AESAN, 2009).

Atendiendo a los valores mas permisivos para el crecimiento microbiano (baja concentracion de sal
y elevada aw) de los productos carnicos curados, se han identi[cddo los microorganismos que no son
capaces de crecer en dichas condiciones permisivas, por lo que no seran relevantes para un estudio
posterior. Segln la Tabla 4, el valor méas bajo de sal en fase acuosa (media-20%) es del 5,13%, mientras
que el valor mas alto de aw (peor caso) segun la Tabla 1 es el correspondiente al salchichon de 12
categoria y la cecina (0,962 y 0,948, respectivamente). Dados estos valores, los microorganismos cuya
aw minima para crecer sea superior a 0,962 o tolere, como méximo, una concentracion de sal de 5,13%,
seran excluidos para el siguiente estudio. En la Tabla 5 se identi[cdn en gris los microorganismos
incapaces de crecer a las condiciones de los productos curados. Por el contrario, los no coloreados son
los que presentan una tolerancia a la sal superior a 5,13% (en fase acuosa) y son capaces de crecer
en un alimento con aw de hasta 0,962, por lo que han sido seleccionados para un estudio comparativo
en el siguiente apartado.

Tabla 5. Condiciones limitantes de crecimiento para microorganismos patégenos

Microorganismo T min (°C) aw min  NaCl max (%) pH min Oxigeno
Aeromonas hydrophila 0 0,97 5 4,5 Aerobio facultativo
Bacilus cereus 4,10* 0,93 11 5,0 Aerobio facultativo
Campylobacter jejuni 32 0,98 3 4,9 Microaer6 [lal

C. botulinum proteolitico 10 0,94 10 4,6 Anaerobio obligado
C. botulinum no proteolitico 3 0,97 5 5,0 Anaerobio obligado
Clostridium perfringens 12 0,95 7 5,0 Anaerobio obligado
Escherichia coli (VTEC) 7 0,95 8 4,0 Aerobio facultativo
Listeria monocytogenes 0 0,92 12 4,3 Aerobio facultativo
Salmonella spp. 5 0,93 11 3,8 Aerobio facultativo
Staphylococcus aureus 7 0,86 19 4,0 Aerobio facultativo
Yersinia enterocolitica 2 0,95 7 4,2 Aerobio facultativo

*cepas psicrotrofas y mesd [1ak.

En gris se destaca a los patégenos incapaces de crecer debido al valor de % sal maxima tolerable y aw de los
productos carnicos curados de la Tabla 1.

Adaptada de The Microbiological Safety and Quality of Food. Vol | and II. Ed B.L.Lund. T.C. Baird-Parker and G.W.
Gould. Aspen House Inc., Maryland 2000.
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4. Cuantificacion del efecto de la reduccion de sal sobre el crecimiento mi-
crobiano en productos carnicos curados mediante la aplicacion de modelos
predictivos

El efecto de la reduccion de sal sobre un microorganismo solo seré cuanti [cable si podemos comparar
dicho efecto antes y después de dicha reduccion. En el presente estudio se aborda una reduccion
homogénea de sal, es decir, que el porcentaje de sal adicionado a los productos carnicos curados
disminuiria un 20%. Se considera que esta reduccion es alcanzable, sin gran perjuicio para el sector
carnico. En la Figura 2 se muestra como la distribucion de la concentracion de sal, se desplazara hacia
la izquierda de forma homogénea tras la reduccion generalizada de un 20% de sal.

Concentracion de sal en salchichén Extra

0,12 =
0,1 -
= 0,08 -
=}
;;
T 0,06 4
[=}
&
0,04 =
0,02
0o
3,02 3,95 4,34 5,26
2 3 4 5 6 7
% sal
s |niCial w——Tras reduccion del 20%
===w=e 500y 95% percentil ===== 505y 95% percentil

Figura 2. Concentracion de sal inicial (azul) y después de reducir un 20% (rojo) en salchichén. Distribucion de
concentracion de sal inicial N (4,6, 0,4) a partir de datos de Fernandez-Salguero (1995).

La microbiologia predictiva permite obtener estimaciones del efecto de diferentes factores ambientales
sobre el comportamiento de un microorganismo, la sal entre ellos. En la actualidad existe gran variedad
de modelos predictivos, muchos de ellos incorporados en programas informaticos gratuitos y de facil
empleo, como son ComBase Predictor (www.combase.cc), generado en el Institute of Food Research
(IFR, Norwich, UK) y Pathogen Modeling Program (www.arserrc.gov/mfs/pathogen.htm), desa-
rrollado por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA). Cada uno de estos programas
incorpora un conjunto de modelos de crecimiento e inactivacion de varios patégenos de interés en
alimentos. El Optiform®_Listeria Control Model 2007 (PURAC, the Netherlands) es un modelo terciario
especi [cdmente disefiado para predecir el crecimiento de L. monocytogenes en productos carnicos
listos para el consumo a diferentes niveles de lactato sodico, lactato potasico, diacetato sédico, cloruro
sédico y humedad.



Para modelar el efecto de la reduccién de la concentracion de sal sobre el crecimiento de un
patdgeno, es necesario conocer pardmetros como el pH, la temperatura o el porcentaje de sal (6 aw)
del producto. Con ayuda de Combase Predictor, se han obtenido predicciones de la tasa de crecimiento
(umax; h'tyy fase de latencia (lag; h) de distintos patégenos seleccionados bajo diferentes condiciones
de temperatura (4,7, 10, 15y 25°C), pH (5,0; 6,0y 7,0), y porcentajes de sal (2, 4, 6, 8%). Se calculd una
reduccion del 20% sobre el porcentaje de sal anterior, y con las mismas condiciones de temperatura y
pH se volvio a calcular las tasas de crecimiento y fases de latencia.

Como cabia esperar, los valores de los parametros de crecimiento son sensiblemente diferentes
ante una reduccion del 20% de sal para todos los microorganismos de interés en los productos
carnicos curados. Como ejemplo se muestra el comportamiento de Salmonella spp. en la Figura 3.
Similares observaciones han sido puestas de mani[esto para diversos microorganismos y diferentes

concentraciones de sal (Doyle y Glass, 2010).
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Figura 3. Efecto de la reduccion del 20% del contenido de NaCl (2, 3, 4 y 4,6%) sobre la tasa maxima de crecimiento

(h™Y) y fase de latencia (h) para Salmonella spp. a diferentes condiciones de pH (5, 6 y 7) y temperatura (7, 10, 15
y 25 °C).

Con estos pardmetros cinéticos (Umax y lag), se calculd el tiempo en incrementar la concentracion
bacteriana n unidades logaritmicas (tinc) empleando la siguiente formula:

El®+I:I

tinc = m

donde tinc (dias) es el tiempo en incrementar n unidades logaritmicas, A log = incremento de n unidades
logaritmicas, y pmax y [Sn la tasa maxima de crecimiento (h?) y fase de latencia (h), respectivamente.

Comparando el tinc obtenido antes y después de la reduccion de sal, se puede calcular la reduccion
del tinc causada por la disminucién de sal, cuya férmula es:

y tinc @ concentraciones de sal reducida
% reduccion del tinc = ( 1- ( )) x 100

tinc @ concentraciones de sal inicial

El tiempo de incremento logaritmico (tinc) para conseguir un aumento de la poblacién microbiana de
10, 100, 1.000 o mas veces (1, 2, 3 0 mas unidades logaritmicas), dependera de las condiciones que
imperan en el alimento y en el propio ambiente.




Cuando la sal afiadida a un producto se ha reducido un determinado porcentaje, por ejemplo, el 20%,
se crea un microambiente mas favorable para el crecimiento de los microorganismos, reduciéndose
por tanto el tinc. La magnitud del efecto de esta reduccion en el tinc depende principalmente del
contenido en sal de partida (en fase acuosa). La Tabla 6 ilustra como el porcentaje de reduccion del
tinc para Salmonella spp. es muy similar en las distintas condiciones de temperatura, pH, e incremento
logaritmico del microorganismo y sensiblemente diferente cuando se modi[ca el contenido en sal de
partida (en fase acuosa).

Tabla 6. Porcentajes de reduccion del tinc para Salmonella spp.

T pH NaCl  NaCl tinc 0,5 tinc 0.5 % tinc 2 tinc 2 %

-20%  unidades unidades reduccion unidades unidades reduccion
(NaCl)  (NaCl-20%) del tinc (NaCl) (NaCl-20%) del tinc

7 5 2 1,60 8,708 8,190 6,0% 15,652 14,700 6,1%
10 5 2 1,60 3,928 3,692 6,0% 7,053 6,640 5,9%
15 5 2 1,60 1,254 1,181 5,8% 2,254 2,122 5,9%
25 5 2 1,60 0,254 0,239 5,9% 0,457 0,430 5,9%
7 6 2 1,60 5,988 5,656 56% 10,759 10,152 5,6%
10 6 2 1,60 2,738 2,579 5,8% 4,923 4,635 5,9%
15 6 2 1,60 0,894 0,842 5,8% 1,608 1,513 5,9%
25 6 2 1,60 0,189 0,178 5,7% 0,341 0,321 5,8%
7 7 2 1,60 5,296 4,985 5,9% 9,519 8,965 5,8%
10 7 2 1,60 2,454 2,311 5,9% 4,414 4,154 5,9%
15 7 2 1,60 0,820 0,774 5,6% 1,475 1,389 5,8%
25 7 2 1,60 0,181 0,171 5,7% 0,326 0,307 5,8%
7 5 4 3,20 13,191 10,949 17,0% 23,784 19,629 17,5%
10 5 4 3,20 5,952 4,958 16,7% 10,687 8,913 16,6%
15 5 4 3,20 1,897 1,582 16,6% 3,414 2,842 16,8%
25 5 4 3,20 0,385 0,321 16,8% 0,693 0,576 16,8%
7 6 4 3,20 9,087 7,560 16,8% 16,355 13,570 17,0%
10 6 4 3,20 4,148 3,473 16,3% 7,455 6,226 16,5%
15 6 4 3,20 1,355 1,130 16,6% 2,436 2,029 16,7%
25 6 4 3,20 0,287 0,240 16,4% 0,517 0,431 16,6%
7 7 4 3,20 8,039 6,695 16,7% 14,483 12,037 16,9%
10 7 4 3,20 3,720 3,107 16,5% 6,696 5,577 16,7%
15 7 4 3,20 1,240 1,034 16,6% 2,232 1,858 16,7%
25 7 4 3,20 0,275 0,229 16,6% 0,495 0,412 16,7%

Datos calculados a partir de estimaciones de tasa maxima de crecimiento y fase de latencia proporcionadas por el
software ComBase Predictor.
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Por tanto, en caso de que existan patégenos en el producto, el tinc Se veria reducido en funcion
del contenido de sal inicial del producto, pudiéndose establecer una relacion matematica entre el
porcentaje de reduccion del tinc (debido a la reduccion de sal del 20%) y el porcentaje de sal en la fase
acuosa del producto.

Cada microorganismo con potencial para estar presente en el alimento, y con capacidad para crecer
a concentraciones de sal compatibles con las que se encuentran en la fase acuosa del alimento, posee
una mayor o menor sensibilidad a la reduccion de sal, por lo que el riesgo derivado de una reduccion de
sal, vendria determinada por i) la probabilidad de aparicion de patdgenos en los productos estudiados,
y por ii) una mayor reduccion del tinc de entre los patdgenos presentes en los mismos.

i) La probabilidad de aparicion de patdgenos en el alimento es fundamental para evaluar la seguridad

de los alimentos, presentando una mayor repercusion cuando su contenido en sal disminuye.

Los informes histéricos de cada empresa alimentaria con informacién microbioldgica de sus
productos seran los recursos para evaluar la probabilidad de aparicion de patégenos en los productos
que elabora.

i) La reduccion del tinc més alta de entre los patdgenos de interés en los productos estudiados viene

dada por la pendiente de la recta de regresion que se obtiene al representar la reduccion del tinc
frente al porcentaje de sal afiadida (en fase acuosa) (Figura 4).

Lineal (C. botulinum proteolitico)
= Y=0,109x - 0,077
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Figura 4. Rectas de regresion representando la reduccion del tinc para los patégenos seleccionados, causada por
una reduccion del 20% de sal inicial en fase acuosa (%).



Como se comento anteriormente, los datos representados se han calculado a partir de datos de cre-
cimiento (tasa de crecimiento y fase de latencia) proporcionados por el software ComBase Predictor
(www.combase.cc). A mayor porcentaje de NaCl inicial se observa un mayor valor del % de reduccion
del tinc, que sera tanto mayor cuanto mayor sea la pendiente de la curva.

5. Limitaciones de los modelos predictivos

A pesar de la evolucion signi [cativa de los modelos predictivos en los Ultimos afios, siguen existiendo
ciertas limitaciones en su aplicacion, ya que el control de todos los factores inherentes a los alimentos
y microorganismos es complejo. Por lo tanto, las prediciones de los modelos, en general, deben ser
interpretadas con precaucion y no deben reemplazar por completo las evaluaciones individuales de
los productos, especialmente a los que han sido sometidos a cambios substanciales en su formulacion
(Black y Davidson, 2008).

Muchos de los modelos disponibles actualmente estan basados en tres factores ambientales
considerados como los mas in [yentes sobre el crecimiento microbiano, como son temperatura, pH y
concentracion de NaCl en fase acuosa. Los modelos que incorporen factores adicionales tendran, por
tanto, una mayor [edibilidad en su aplicacién. Algunos de los modelos de ComBase Predictor contemplan
un cuarto factor (por ejemplo, didxido de carbono, &cido lactico, etc.) para algunos microorganismos,
pudiendo considerar el efecto combinado de varios factores, hasta un maximo de cuatro. Sin embargo, en
muchas ocasiones son mas de cuatro los factores (extrinsecos e intrinsecos) que operan en un alimento.

Aunque tedricamente es posible obtener un modelo con todos los factores ambientales que pueden
ser representativos en un alimento, el desarrollo de los mismos depende en gran medida de la cantidad
y calidad de los datos que los integran. Si se incrementa el nimero de variables a considerar en el
modelo, aumentaran asimismo las combinaciones de factores que deben realizarse para construir una
ecuacion matematica. Los datos disponibles en Combase (base de datos) nos pueden proporcionar
informacion valiosa sobre el efecto combinado de mdltiples factores sobre el crecimiento y/o inhibicién
de microorganismos, pero el desarrollo de un modelo predictivo a partir de dicha informacion se
hace sumamente complejo al no haber datos de todas las posibles interacciones entre las variables
seleccionadas. Los modelos predictivos han de emplearse dentro del rango de condiciones ambientales
bajo las cuales se disefiaron, ya que en caso contrario, se extrapolarian las estimaciones dando como
resultado previsible predicciones erréneas.

Otras limitaciones de los modelos predictivos son que muchos de ellos (asi como los incluidos
en Combase Predictor) estan elaborados en caldo de cultivo y no directamente sobre alimentos. La
supervivencia y crecimiento de los microorganismos en los alimentos no depende tan sélo de su
composicion quimica y condiciones de almacenamiento, sino también de la estructura del alimento. En
el caso de los productos carnicos, de estructura heterogénea, el crecimiento de los microorganismos esta
determinado por el posicionamiento de las bacterias en el alimento. Ante esta situacion, los modelos
predictivos realizados sobre caldo de cultivo, tienden a sobreestimar el crecimiento microbiano en
alimentos solidos.

Por (ltimo, cabe resaltar que los modelos incluidos en Combase Predictor no consideran la in-
[uéncia de los microorganismos alterantes o de los starters sobre el crecimiento de los patégenos.
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Esta limitacion hace que las predicciones calculadas sean méas conservadoras, ya que distintos grupos
microbianos alterantes o starters (por ejemplo, mohos y levaduras, bacterias acido lacticas) ejercen
un efecto bacteriostatico sobre el crecimiento de varios patégenos, como Listeria monocytogenes,
Salmonella Enteritidis (Maragkoudakis et al., 2009) ¢ Staphylococcus aureus (Castellano et al., 2008).

Los modelos predictivos empleados en el presente informe poseen un dominio, es decir, un rango
de valores para cada factor que no necesariamente se corresponden con los valores limitantes para el
crecimiento de los microorganismos de la Tabla 5. Asi, para algunos microorganismos, se han realizado
extrapolaciones para poder representar la Figura 4 con valores para el eje de abscisas de hasta el 8,5%
sal inicial en fase acuosa. En la Tabla 7 se presenta el dominio de los modelos aplicados en el presente
informe con ComBase Predictor.

Tabla 7. Dominio de los modelos predictivos de crecimiento (ComBase Predictor) de los patégenos seleccionados
Pat6geno Temperatura (°C) pH Sal (%)
C. botulinum proteolitico 14,0-40,0 4,7-7,2 0,0-7,5
C. perfringens 15,0-52,0 5,0-8,0 0,0-5,0
Y. enterocolitica* -1,0-37,0 4,4-7,2 0,0-7,0
B. cereus 5,0-34,0 4,9-74 0,0-9,4
Salmonella* 7,0-40,0 3,9-74 0,0-4,6
E. coli* 10,0-42,0 4,5-7,5 0,0-6,5
L. monocytogenes* 1,0-40,0 4,4-75 0,0-10,2
S. aureus 7,5-30,0 4,4-71 0,0-13,5

*Estos modelos incluyen como factor adicional COo.

Como se puede comprobar, sélo los modelos para B. cereus, L. monocytogenes y S. aureus contemplan
un % sal por encima de 8,5% (en fase acuosa). Los modelos de ComBase Predictor establecen como
limite superior del rango de interpolacién de sal (%), un valor inferior al tolerado por los patdgenos
(Tabla 5).

A pesar de estas limitaciones, el uso de los modelos predictivos puede proporcionar informacion
rapida y elcdz acerca del comportamiento microbiano bajo condiciones ambientales determinadas,
sobre todo si la informacion que se desea es de tipo relativo (por ejemplo, incrementos, reducciones...).
Los modelos predictivos constituyen una herramienta de trabajo para la toma de decisiones en la
industria alimentaria.



Gestion de la seguridad de los productos carnicos curados con sal reducida
1. Modificacion de las condiciones de procesado y almacenamiento

La reduccion de la concentracion de sal en el producto [nal podria llevar consigo la adopcién de
procesos tecnoldgicos alternativos para mantener el aroma, sabor y textura de producto carnico
original, asi como su seguridad microbioldgica.

Por ejemplo, el envasado de los productos carnicos al vacio o en atmosfera modi[cdda ejerce un
efecto bacteriostatico sobre los microorganismos. En este sentido, cabe la posibilidad de reducir el
contenido en sal del producto y envasarlo posteriormente. No obstante, las carnes curadas deben
ser envasadas en atmdsferas anaerobias dado que la presencia de otras sales adicionadas durante
el curado hace que el alimento sea mas susceptible de sufrir alteracion de tipo quimico por rancidez
oxidativa.

Otros estudios han sugerido un proceso de secado por aire de carnes procesadas, de forma que se
consiga una reduccion de la aw que inhiba el crecimiento microbiano (Konstance y Panzer, 1985). Sin
embargo, hay que tener en cuenta las posibles modi [cdciones organolépticas del producto [nal.

Por Ultimo, existe la opcion de mejorar la calidad de la materia prima y la higiene del proceso,
salvaguardando la seguridad microbiolégica del producto [nal. Asimismo, la utilizacion de aerosoles
u otras sustancias antimicrobianas pueden prevenir la alteracion de los productos que poseen un
contenido en sal reducido.

Durante el almacenamiento de los productos carnicos, la microbiota presente puede desarrollarse
cuando el contenido del producto en sal es reducido. Por tanto, como se ha visto anteriormente,
el tiempo en que un patégeno potencial incremente n unidades logaritmicas (tinc) sera menor si el
contenido de sal en el producto carnico se ve reducido.

Como se puede ver en la Figura 4, se ha hallado una relacion lineal entre el porcentaje de sal (en
fase acuosa) en el producto y la reduccién del tinc, que varia segdin el microorganismo. En la practica
y también desde el punto de vista legislativo, durante el almacenamiento de alimentos listos para
consumo, el microorganismo con mayor trascendencia para la seguridad de este tipo de alimentos es
Listeria monocytogenes. En efecto, L. monocytogenes es un microorganismo ubicuo, muy resistente,
con capacidad para formar bio [Ims y crecer en condiciones de refrigeracion.

En el Reglamento (CE) N° 2073/2005 (UE, 2005), relativo a los criterios microbioldgicos aplicables
a los productos alimenticios, se establece el limite microbioldgico de 100 ufc/g de L. monocytogenes
en alimentos listos para consumo, siempre y cuando el explotador de la empresa alimentaria sea
capaz de demostrar que no se supera dicha concentracion a lo largo de su vida comercial. Si esto se
ha conseguido demostrar para un determinado producto carnico crudo curado con una determinada
concentracion de sal, cuando se reduce dicha concentracion, habria que volver a demostrarlo, pues
las condiciones son mas favorables para el crecimiento del microorganismo. Para demostrar que L.
monocytogenes no excede el limite de 100 ufc/g durante su vida comercial, ademas de los ensayos de
inoculacion del patégeno en el alimento, el empleo del concepto tinc NOS proporcionara una excelente
aproximacion para la gestion de la seguridad del producto. Para L. monocytogenes, la Figura 4 muestra
la recta de regresion calculada a partir de datos de concentracion inicial (en fase acuosa) y del tinc. Asi,
por ejemplo, para un producto carnico curado con una concentracion de sal inicial (en fase acuosa) del
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6%, por aplicacion de la recta de regresion, cuando se reduce en un 20% (de un 6 a un 4,8% de sal),
el porcentaje de reduccion del tinc seria del 18%; en otras palabras, el patégeno tardaria tedricamente
un 18% menos en incrementar n unidades logaritmicas. Por tanto, cabe la posibilidad de adaptar la
vida comercial del producto con respecto al comportamiento de L. monocytogenes frente a las nuevas
concentraciones de sal, asimilando el porcentaje de reduccion del tinc como porcentaje de reduccion
de vida comercial.

2. Sustitucion y/o reduccion del cloruro sédico con otro tipo de cloruros

El NaCl es un aditivo multifuncional que afecta a la estabilidad microbioldgica, el aroma, la textura
y la capacidad de retencion de agua. Esta naturaleza multifuncional hace muy dificil encontrar un
sustitutivo directo para la sal, por lo que podria necesitarse el empleo de varios ingredientes.

Es conocido que los efectos de la sal sobre la solubilidad de las proteinas y la retencion del agua se
deben principalmente a la fuerza ionica del i6n cloruro, por lo que podria sustituirse el cloruro sddico
por otros cloruros como el de potasio, calcio, magnesio o litio sin pérdida de funcionalidad. Se ha
demostrado que la sustitucion en un rango del 25-40% del NaCl por otro tipo de sal no tiene ningin
efecto signi [cdtivo sobre el sabor y la textura de los productos carnicos (Desmond, 2006).

El sustituto mas frecuente es el cloruro potésico (KCI). El i6n potasio es un osmoprotector
acumulado por microorganismos como L. monocytogenes (Pachett et al., 1992). Se ha descrito que
se puede sustituir el 35-50% de NaCl con KCI en productos carnicos sin pérdida de funcionalidad,
aunque niveles por encima del 50% pueden producir sabores amargos o metalicos (Collins, 1997).
Asimismo, altos niveles de K puede tener consecuencias negativas sobre personas que padezcan
insu [cikncia renal. Cabe mencionar que los efectos osmoticos de las diferentes sales dependeran de
su concentracion molar y no de su peso. Asi, en términos de peso, el KCI es menos efectivo que el
NaCl. En lo que respecta a la estabilidad microbioldgica, se ha indicado que KCI puede tener un efecto
antimicrobiano similar a NaCl a molalidad equivalente sobre patégenos como L. monocytogenesy S.
aureus (Cerrutti et al., 2001) (Boziaris et al., 2007) (Bidlas y Lambert, 2008). Con respecto a otras sales
de cloruro, se ha comprobado que reducciones inferiores al 33% en el contenido de NaCl en productos
carnicos cocidos junto a la formulacion de sales de CaCl: y MgCl. no afecta signi[cdtivamente a
la estabilidad del producto frente a Lactobacillus sakei (Samapundo et al., 2010a) y frente a L.
monocytogenes (Samapundo et al., 2010b). En este sentido, se ha comprobado que CaCl. tiene una
capacidad antimicrobiana superior al MgClz2 y NaCl. Terrell et al. (1983) hallaron que la sustitucion de
NaCl (2,5%) por KCI o CaCl no ejercidé ninguna in[ugéncia sobre el crecimiento de microorganismos
alterantes en carne picada de cerdo, como Micrococcus o Moraxella, y sélo Lactobacillus crecid
levemente en condiciones de refrigeracion.

La utilizacion de mezclas de sales de cloruro puede ser considerado como una alternativa e [cdz
para reducir el contenido en sodio de los productos carnicos (Ruusunen et al., 2002). Algunas de estas
mezclas forman parte de productos comerciales, como por ejemplo Pansalt®, Lo® o Morton Lite Salt®,
entre otras (Taormina, 2010). En el caso de esta ultima mezcla comercial (60:40 NaCl:KCl), se han
hecho estudios sobre jamén curado, comprobandose que se conservan el sabor y aroma originales.



3. Utilizacion de otras sales

La adicion de fosfatos a productos carnicos se ha convertido en una préctica habitual al incrementar la
capacidad de retencion de agua. Los polifosfatos también solubilizan las proteinas, aunque empleando
un mecanismo diferente al de la sal. Experimentos realizados en jamones bajos en sal mostraron que
el uso del 1,8% de fosfato sddico o de 1,4% de fosfato potésico no dilefe en cuanto a apariencia,
textura y aroma (Ruusunen et al., 2002). Los fosfatos también in [yen sobre el crecimiento bacteriano
en productos carnicos, siendo unos mas inhibitorios que otros (Tompkin, 1984).

El i6n fosfato se encuentra formando mayoritariamente sales de sodio, contribuyendo, por tanto,
de manera importante al sodio total del alimento. Por ejemplo, el fosfato trisédico puede aportar
concentraciones de Na de 42 mg por 100 g de alimento, de ahi que podamos a [rmhar que este tipo de
sales no son el sustitutivo mas adecuado para NaCl (Taormina, 2010).

Los &cidos organicos y sus sales se han empleado extensamente como aditivos para la conservacion
de alimentos. Sus efectos antimicrobianos se deben, por un lado, a la disminucién del pH, y por otro
lado, a la inhibicién metabdlica causada por las moléculas no disociadas. La forma no disociada es
capaz de difundir a través de la membrana celular, disociandose dentro de las células, y liberando
protones que acidi[can el citoplasma. Las células gastan energia eliminando el exceso de protones
y manteniendo el pH neutro interno. La efectividad de los &cidos organicos depende del pH, siendo
normalmente mas efectivos en alimentos acidos que en neutros. También los acidos organicos reducen
la aw hasta un 0,01, con los niveles de formulacién empleados en la industria. Ademas, ciertas
concentraciones intensi [cdn el aroma salado de productos céarnicos (Price, 1997), aunque a partir de
cierto nivel, podrian generar aromas acidos, sobre todo en el caso del acido acético.

Se ha demostrado que el lactato puede retrasar el crecimiento de L. monocytogenesy C. botulinum,
siendo efectivo en carnicos curados, ademas de extender su vida comercial (Glass et al., 2007a, 2007b)
(Seman et al., 2008). Existe una amplia oferta de productos comerciales de cdcteles o mezclas de sales
de &cidos organicos que actualmente estan disponibles en el mercado, siendo esto una demostracion
clara de la viabilidad tecnoldgica de este tipo de sustitutivos. Se apunta que puede existir una accion
sinérgica entre distintas sales para frenar el crecimiento microbiano como por ejemplo, entre las
sales de lactato y diacetato (Devlieghere et al., 2009). La combinacion de diacetato potasico y lactato
sodico es la base de varios productos PURAC® comercializados con los nombres Purasal® y Opto.Form
PD 4. Estos productos han sido usados satisfactoriamente como sustitutivos de NaCl, hasta niveles
del 40%, manteniendo las caracteristicas propias del producto, y mostrando un importante efecto
inhibidor sobre L. monocytogenes. Ademéas, PURAC® ha desarrollado una aplicacion informatica que
permite la valoracion previa del efecto de la sustitucion del NaCl por sus productos comerciales (por
ejemplo, PURAC FCC 80) sobre el crecimiento de L. monocytogenes teniendo también en cuenta otros
factores en el alimento (pH, % humedad, etc.) junto a las condiciones de almacenamiento del mismo
(temperatura y tiempo) (Doyle y Glass, 2010).

Los ascorbatos, que aunque se usan principalmente para acelerar el desarrollo de la pigmentacion de
los productos curados, y como agentes antioxidantes, también contribuyen a la estabilidad bacteriologica.
Por otro lado, el sorbato, propionato y benzoato han mostrado una importante capacidad antimicrobiana
contra mohos, levaduras y algunas bacterias, concretamente contra S. aureus y Salmonella, si bien su
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uso se encuentra restringido a ciertos tipos de alimentos como es el caso del &cido sorbico, utilizado en
bebidas isotonicas, y alimentos fermentados como los encurtidos (Chipley, 2005) (Stopforth et al., 2005).

4. Otros antibacterianos
La utilizacion de los [Ims comestibles de pululano, que contienen el antimicrobiano sakacina A, han
demostrado la efectividad en el control del crecimiento de Listeria monocytogenes.

El pululano, es un polisacérido polimérico formado a partir del almiddn por el hongo Aureobasidium
pullulans, que no tiene color, ni sabor, y es resistente al aceite y muy impermeable al oxigeno. Los
[Imis producidos con pululano muestran una mayor actividad antimicrobiana y una mejor regulacion
de la migracion de moléculas antimicrobianas desde el [Im al interior del alimento, comparado con la
adicion directa de la sakacina A en productos carnicos listos para su consumo.

La sakacina A es una bacteriocina producida por una cepa de Lactobacillus. Se produce de forma
natural por organismos asociados con las carnes frescas, durante los procesos de fermentacion y
cuando se aplica a carnes, se limita el crecimiento de Listeria monocytogenes.

Conclusiones del Comité Cientifico

1. La reduccion de la ingesta de sal tiene un efecto bene[cibso en la prevencion de la hipertension
arterial y las enfermedades cardiovasculares.

2. La aplicacion del Plan de Reduccion de sal (NaCl) en productos carnicos curados, sin utilizar otro

medio conservante en su lugar, puede representar un riesgo microbioldgico que es necesario evaluar
de forma individual para cada tipo de producto.
Podria ser necesario reformular estos productos o reducir su vida comercial para mantener un nivel
similar de seguridad a la de los productos actualmente elaborados. Si la reduccion de sal produce un
aumento en la velocidad de crecimiento de microorganismos patdgenos, el riesgo de contraer una
enfermedad alimentaria podria incrementarse si no se realiza un adecuado ajuste de otros factores
estabilizadores. Adicionalmente, siempre que se identi [qlie un nuevo peligro, cualquier cambio en la
formulacién, procesado o condiciones de almacenamiento que pueda afectar a la seguridad o vida
comercial de un producto, debe ser reevaluado y gestionado, tomando las medidas oportunas.

3. Lamagnitud del efecto de una reduccion de sal en productos carnicos curados es dificil de cuanti [car,
dado su complejo sistema de conservacion. El efecto antimicrobiano de la sal variara con respecto a
un determinado microorganismo, las condiciones ambientales, la presencia de otros conservantes y
de otros microorganismos, asi como de las condiciones de procesado y conservacion. Por este motivo
es dificil hacer recomendaciones globales sobre los niveles de seguridad microbioldgica derivados
de una reduccion de la sal en estos productos.

4. Las medidas de gestion de la seguridad microbiolégica para paliar la reduccion de sal deberian
basarse en el comportamiento de aquellos microorganismos patdgenos cuyo crecimiento se ve mas
favorecido por la reduccion del contenido de sal. Para valorar la sensibilidad de éstos a los cambios
en la concentracion de sal, se propone como parametro la reduccion del tiempo de incremento
logaritmico (reduccion del tinc), siendo los méas afectados C. botulinum proteolitico de entre los
patdgenos anaerobios obligados, y Y. enterocolitica de entre los patdgenos aerobios facultativos.



En todo caso, los datos histdricos de prevalencia de patdégenos en los productos carnicos de cada
empresa alimentaria, seran primordiales para seleccionar el microorganismo patdgeno en que han
de basar sus medidas de gestion. Igualmente, cabe la posibilidad de adaptar la vida comercial del
producto teniendo en cuenta el comportamiento de un determinado microorganismo a las nuevas
concentraciones de sal, como es L. monocytogenes, traduciendo el porcentaje de reduccion del tinc
como porcentaje de reduccion de vida comercial.

5. La aplicacion de modelos de prediccion y/o la realizacion de ensayos de inoculacion son los
procedimientos mas adecuados para valorar si la formulacion empleada para la elaboracion de
los productos carnicos curados (con su contenido en sal reducido) y las condiciones de procesado
y almacenamiento seleccionadas son apropiadas para obtener un producto seguro, en relacién con
los peligros microbioldgicos, durante su vida comercial.
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Los envases activos, a diferencia de los envases tradicionales a los que se exige que sean totalmente
inertes, estan disefiados para interaccionar de forma activa y continua con su contenido, su [nalidad
es ampliar el tiempo de conservacion o mantener o mejorar el estado de los alimentos envasados.

Los envases activos incluyen sistemas que absorben/eliminan o regulan compuestos que afectan
desfavorablemente a la vida comercial de un producto alimentico, tales como el oxigeno, etileno,
humedad o aquellos que pueden ocasionar olores o sabores desagradables en los alimentos. Otros
sistemas liberan sustancias quimicas como conservantes, antioxidantes, colorantes, aromas, etc.

Los envases inteligentes monitorizan las condiciones del alimento envasado, para dar informacion
acerca de la calidad del mismo durante el transporte y el almacenamiento.

Los envases inteligentes incluyen sistemas que informan facilmente mediante indicaciones visuales
de pardmetros de interés del alimento, por ejemplo de la rotura de la cadena de frio, proporcionando
indicacion sobre la historia de la temperatura a la que estuvo expuesto el producto y del tiempo de
exposicion, de alteraciones no deseadas en la atmdsfera interior de productos envasados al vacio o en
atmosfera protectora o de alteraciones en la calidad del alimento, tanto quimicas como microbioldgicas.

Su utilizacion esta regulada a nivel europeo basicamente por los Reglamentos (CE) N° 1935/2004
y 450/20009.

Palabras clave

Envases, activos, inteligentes, alimentos.

Report of the Scientific Committee of the Spanish Agency for Food Safety
and Nutrition (AESAN) on active & intelligent packaging.
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Active packaging, unlike traditional packaging which is required to be totally inert, is designed to
interact actively and continuously with its content, with the purpose of extending the shelf-life or
maintaining or improving the status of packaged foods.

Active packaging includes systems that absorb/eliminate or regulate compounds unfavourably
affecting the commercial life of a foodstuff, such as oxygen, ethylene and humidity or those that might
cause unpleasant odours or [avours in food. Other systems release chemicals such as preservatives,
anti-oxidants, colouring agents, aromas, etc.

Smart packaging can even monitor the conditions of packaged food in order to provide feedback
about its quality during transport and storage.

Smart packaging includes systems that provide easy-to-read information using visual indicators on
food parameters of interest, such as whether the food chain has been broken, by providing information
on the history of the temperature the product has been exposed to and the duration of that exposure,
undesirable alterations in the air inside vacuum-packed products or those in a protective atmosphere
or chemical and microbiological alterations in the food’s quality.

At european level, their use is basically regulated by EC Regulations 1935/2004 and 450/2009.

Packaging, active, intelligent, foods.



Introducciéon

En los dltimos afios se han producido una serie de cambios en las preferencias de los consumidores y
en la manera en que los alimentos son producidos, transformados y comercializados.

La preferencias de los consumidores se dirigen hacia el consumo de productos alimenticios “frescos
y naturales”, saludables, minimamente procesados y convenientes, tanto desde un punto de vista
nutricional —conservando todas sus propiedades nutritivas— como de su facilidad para prepararlos —
listos para comer—. Por otro lado los consumidores exigen mayor calidad, seguridad e informacion de
los productos que consumen.

En cuanto a la industria, se han producido una serie de cambios, tendentes por un lado a satisfacer
las demandas de los consumidores, y por otro a adaptarse a la globalizacién de los mercados, lo que
implica unas mayores distancias y tiempos en la distribucion de los productos alimenticios, y a reducir
costes mediante la centralizacion de las actividades de produccion e investigacion y el incremento de
los tiempos de rotacion de la produccidn, distribucion y venta de los productos alimenticios (De Kruijf
etal., 2002).

Todos estos cambios se relejan en un incremento continuo en la demanda de la industria para
aumentar la vida comercial (vida util) de los productos alimenticios envasados y en la demanda de
los consumidores para mejorar la informacion sobre la seguridad y la calidad de los productos que
consume. Cada vez se demandan mas y mejores prestaciones a los envases y los sistemas tradicionales
de envasado estan alcanzando su techo en estos aspectos. Para responder a estos cambios, nuevas
necesidades y desafios se desarrollan los sistemas de envasado o envases activos e inteligentes
(Vermeiren et al., 1999) (Dainelli et al., 2008).

= Envases activos. A diferencia de los envases tradicionales, a los que se exige que sean totalmente

inertes, los activos estan disefiados para interaccionar de forma activa y continua con su contenido.
Esta interaccion implica siempre una transferencia de masa, ya sea para incorporar sustancias al
contenido del envase (el alimento y su entorno) o absorber componentes del mismo. La [nalidad
de esta interaccion es ampliar el tiempo de conservacion o mantener o mejorar el estado de los
alimentos.

Los materiales activos, modi [cdn determinadas condiciones o procesos del alimento que juegan un
papel determinante en la vida comercial del producto, por ejemplo procesos quimicos (fenémenos
de oxidacion, decoloracion), fisicos (endurecimiento y deshidratacion del pan) o microbiolégicos
(deterioro por microorganismos). Estas condiciones pueden ser reguladas mediante la aplicacion
de los sistemas activos apropiados. Dependiendo de los requerimientos del alimento el deterioro
en la calidad puede ser reducido signi[cdtivamente, consiguiéndose asi un aumento de la vida
comercial del producto (De Kruijf et al., 2002) (Paseiro et al., 2007).

Los envases activos incluyen sistemas que absorben/eliminan o regulan compuestos como
el oxigeno, radicales, etileno, humedad o aquellos que pueden ocasionar olores o sabores de-
sagradables en los alimentos. Otros sistemas liberan sustancias quimicas como conservantes,
antioxidantes, colorantes, aromas, etc.

Legalmente se denominan materialesy objetos activos en contacto con alimentosy se de [nén como
los “materiales y objetos destinados a ampliar el tiempo de conservacion, 0 a mantener o0 mejorar
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el estado de los alimentos envasados, y que estan disefiados para incorporar deliberadamente
componentes que transmitan sustancias a los alimentos envasados o al entorno de éstos o que
absorban sustancias de los alimentos envasados o del entorno de éstos™ (UE, 2004).

 Envases inteligentes. Controlan el estado de los alimentos envasados o de su entorno. Son sistemas
que monitorizan las condiciones del alimento envasado, para dar informacion acerca de la calidad
del mismo durante el transporte y el almacenamiento.
El envase inteligente es capaz de suministrar informacion acerca de alguna condicién del alimento
envasado; por ejemplo, indica si hay entrada de aire en un producto envasado al vacio, fugas de gases
en envases con atmosfera protectora, mani [esta la presencia de alteraciones en la calidad del alimento
(aminas volatiles, microorganismos, etc.) o rotura de la cadena de frio, proporcionando indicacion sobre
la historia de la temperatura a la que estuvo expuesto el producto y del tiempo de exposicion.
Legalmente se denominan “materiales y objetos inteligentes en contacto con alimentos” y se
deMén como los materiales y objetos que controlan el estado de los alimentos envasados o el
entorno de éstos (UE, 2004).

El concepto de material activo o inteligente comprende un amplio rango de tecnologias que estan
a disposicion de la industria alimentaria para ayudar a la resolucion de problemas especilcds. En
Estados Unidos, Japdn y Australia, muchos de estos conceptos ya se estan aplicando con la [nalidad
de incrementar la vida comercial y monitorizar la calidad y seguridad de los alimentos.

En Europa, el desarrollo y la aplicacion son todavia limitados. Hasta [nales del 2004, una de las
razones que se alegaban para este retraso eran las restricciones legislativas, pues la legislacion
europea era muy estricta y no permitia la entrada de estos sistemas innovadores. En la actualidad los
materiales y objetos activos e inteligentes se encuentran autorizados de manera general en el marco
del Reglamento (CE) N° 1935/2004 sobre los materiales y objetos destinados a entrar en contacto con
alimentos (UE, 2004), en donde se de [nén y se establecen los requisitos especiales que deben cumplir;y
de una manera especi [cd en el Reglamento (CE) N° 450/2009 (UE, 2009). Sin embargo, y a pesar de esta
inclusion en el marco legal europeo, la realidad es que la industria alimentaria europea esta utilizando
muy timidamente estos materiales y objetos. Otras razones pueden ser la falta de informacién o
conocimiento acerca de la aceptacion de estos sistemas por los consumidores, del impacto econémico-
ambiental que puedan tener, de la e [cdcia de los mismos y de que su implementacion, principalmente
en el caso de los inteligentes, no depende solo de la industria alimentaria sino que requiere una mayor
implicacion de todos los operadores involucrados en las tareas de distribucion, almacenamiento y
venta de productos alimenticios al consumidor.

Se pueden clasi [cdr en dos grandes grupos:

1. Absorbedores o eliminadores. Son aquellos que absorben sustancias quimicas del interior del
envase. Su accion implica una transferencia de masa desde el contenido del envase al sistema
activo: absorbedores de oxigeno incluidos radicales libres de oxigeno, de etileno, de agua, de
componentes que originan olores y sabores desagradables, etc.



2. Liberadores o emisores. Son aquellos que liberan sustancias quimicas al interior del envase. Su
accion implica una transferencia de masa desde el sistema o material activo al contenido del
envase: agentes antimicrobianos (etanol, didxido de carbono, acidos sdrbico, benzoico, propiénico,
bacteriocinas y otros), antioxidantes, aromatizantes, saborizantes, colorantes, ingredientes
alimentarios y extractos y aceites esenciales de plantas con accion antimicrobiana o antioxidante.

Comercialmente se pueden encontrar como:

« Sistemas independientes. Saquitos, tiras o etiquetas, constituyendo un elemento que se incorpora
o adhiere al interior del envase, pero que es una parte diferenciada del mismo. Se fabrican con
materiales resistentes a la rotura, generalmente permeables por una sola cara, a través de la cual
se realiza la transferencia de masa, generalmente gases o vapores absorbidos o liberados por el
sistema. En general, la cara permeable tiene que orientarse hacia el espacio de cabeza y no hacia
el alimento, con cuyo contacto puede obstruirse y en algunos casos desactivarse completamente,
especialmente si se trata de alimentos liquidos. Actualmente son los sistemas mas ampliamente
utilizados. Deben acompafarse de un etiquetado apropiado que permita al consumidor identi [carlo
como una parte no comestible y evite su consumo accidental (Ozdemir et al., 2004).

Sistemas integrados en el propio envase. Las sustancias activas se incorporan en el propio material
de envase, en unos casos mediante dispersion y en otros injertandolas quimicamente en el propio
material. Se pueden incorporan en capas intermedias de los materiales multicapa, evitando asf el
contacto directo de la parte activa con el alimento o bien en el material que esta directamente
en contacto con el alimento. A diferencia de los sistemas independientes, en este caso el sistema
activo no se percibe por el consumidor como elemento diferenciado del envase, lo que evita el
posible rechazo del consumidor y el riesgo de consumo accidental de su contenido (Rooney, 1995).

1. Absorbedores o eliminadores

Absorbedores de oxigeno

El oxigeno es una de las principales causas de deterioro de los productos alimenticios. La presencia
de oxigeno en el interior del envase, cuando no es deseada, puede derivar de una inadecuada o
insu [Ciknte evacuacion del mismo durante el proceso de envasado, de su presencia en el alimento o en
el material del envase y posterior liberacion al espacio de cabeza, de la permeacion a través del envase
y de la entrada de aire debida a un ine [ciénte sellado o micro perforaciones del material de envasado
(De Kruijf et al., 2002).

Los absorbedores reducen y controlan de manera activa los niveles residuales de oxigeno en el
interior del envase, llegando en algunos casos a conseguir valores inferiores al 0,01% de oxigeno,
valores que son inalcanzables para otros sistemas de envasado.

La utilizacion de los absorbedores de oxigeno ralentiza: 1) los fenémenos de oxidacion tales como
el enranciamiento de grasas y aceites y subsiguiente aparicion de malos olores y sabores, la pérdida
o cambio de los colores caracteristicos de los alimentos, la pérdida de nutrientes sensibles al oxigeno
(vitaminas A, C, E, acidos grasos insaturados, etc.), 2) el desarrollo de microorganismos, mohos y
bacterias aerébicas y 3) la infestacion por insectos y vermes.
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La aplicacion de estos sistemas, solos 0 en combinacion con otros sistemas tradicionales de enva-
sado, como atmésferas modi[cadas y vacio, pueden extender la vida comercial de un producto ali-
menticio y constituyen una alternativa econdmica y e[cdz a los sistemas tradicionales de envasado
(Ozdemir et al., 2004).

Mecanismos de accion
Existen distintas tecnologias que utilizan diversos mecanismos solos 0 combinados (Suppakul et al.,
2003) (Rooney, 2005):

« Oxidacion de hierro y sales ferrosas. Estan basados en hierro en polvo [mamente dividido, al
que se incorporan excipientes (sales y soportes minerales como cloruro sédico, silicatos y carbon
activo) que proporcionan el medio adecuado para que el proceso de oxidacion del hierro sea lo
mas efectivo posible. Pueden reducir el nivel de oxigeno residual a valores iguales o inferiores a
0,01%. Es el mecanismo mas ampliamente utilizado en la actualidad y uno de los més efectivos
(Smith et al., 1990).

= Oxidacion de sustancias organicas tales como acido ascorbico, catecol, cidos grasos insaturados
(oleico, linoleico, linolénico), colorantes fotosensibles, polimeros modi [cddos, etc., incorporando
en algunos casos metales que actlan como catalizadores del proceso de oxidacion, etc.

= Oxidacion enzimatica. Se basan en la reaccion entre un enzima (por ejemplo, glucosa oxidasa o
alcohol oxidasa) y un substrato, en la que se consume oxigeno.

La utilizacion de estos sistemas requiere que el material activo no esté afectado por el oxigeno antes
de su utilizacién por la industria alimentaria. Algunos sistemas requieren una activacion previa a su
uso (activacion por el agua, hinchamiento del polimero, accion de la luz, etc.) y otros se protegen en
envases herméticos, en ausencia de aire, antes de su utilizacion.

Se pueden utilizar solos o combinados con otros sistemas activos que potencien su accion, por
ejemplo reguladores de humedad. La seleccion del producto (forma, tamafio, capacidad de absorcion
de oxigeno, tiempo para alcanzar el equilibrio) debe ser rigurosa y adaptada a las necesidades y
caracteristicas de cada alimento (liquidos, solidos, secos, grasos, contenido en agua, actividad del
agua, etc.).

Campo de aplicacion

Productos alimenticios sensibles al oxigeno: frutos secos, pan, y productos de bolleria, pastas, pizzas,
chocolates y bombones, marron glacé, cerveza, zumos de frutas y bebidas refrescantes, productos
lacteos, carnicos y de la pesca, platos preparados, etc.

Absorbedores de radicales libres de oxigeno

Este concepto se ha introducido recientemente y puede considerarse un caso especial dentro de los
absorbedores de oxigeno. Se basa en el hecho de que el proceso de oxidacion tiene lugar a través de
una reaccion en cadena iniciada por radicales libres generados a partir del oxigeno. Asi, si en lugar de
eliminar el oxigeno molecular se eliminan los radicales libres a medida que se producen, el proceso de



oxidacion no puede tener lugar. Aceites esenciales y componentes fendlicos han sido incorporados en
materiales de envase con la [nalidad de reaccionar con radicales libres de oxigeno para eliminarlos
del espacio de cabeza del envase, ralentizar los procesos de oxidacion e incrementar la vida comercial
(Nerin et al., 2008) (Pezo et al., 2008) (Nerin, 2010).

Absorbedores de etileno

La mayoria de las frutas y vegetales liberan gas etileno después de la recoleccion. El etileno es una
[fdhormona que inicia y acelera la maduracion, produce ablandamiento y la degradacion de las
cloroak y conduce inevitablemente al deterioro de estos alimentos. La presencia de etileno reduce la
vida comercial de las frutas y vegetales frescos o0 minimamente procesados.

Mecanismos de accion

El principal se basa en la utilizacion de permanganato potasico, que oxida el etileno hasta didxido de
carbono y agua. El permanganato se dispone sobre sustratos adecuados que favorezcan el proceso
redox (por ejemplo, incrementando la super[cié especi[cd), por ejemplo se puede utilizar alimina,
arcillas, silicagel, carbon activo, etc. Ademas, se pueden incorporar diversas sustancias que acttian
como catalizadores del proceso.

Otros sistemas estan basados en la capacidad que tienen determinados materiales de absorber
el etileno, por ejemplo minerales [Mamente divididos y dispersados como zeolitas, silicatos, carbon
activo, etc. solos 0 acompafiados de algun agente oxidante.

En la presentacion comercial, al igual que para los absorbedores de oxigeno, puede encontrarse
como elementos independientes o integrados en el envase.

Campo de aplicacion
Frutas y vegetales sensibles al etileno: manzanas, kiwis, platanos, mango, tomates, cebollas, zanahorias,
esparragos, etc.

Absorbedores o reguladores de humedad
Algunos productos alimenticios requieren un control del agua, ya sea en estado liquido o de vapor.
La presencia de liquidos de exudacion (agua, sangre u otros [uidos) en productos carnicos y
pescados desmerece la presentacion de los mismos y aumenta el riesgo de deterioro del producto.
Niveles elevados de agua en el interior del envase favorece el crecimiento de microorganismos,
causa el ablandamiento de productos secos y crujientes como galletas pastas y bizcochos, y origina
apelmazamiento y endurecimiento en leche en polvo o café lio [izado. Por otro lado, excesivas pérdidas
de agua pueden favorecer la oxidacion de lipidos.

Los productos envasados con un valor alto de humedad relativa en el espacio de cabeza, son
susceptibles a las [dtuaciones de temperatura durante el transporte o almacenamiento lo que
favorece la formacion de condensados y nieblas.
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Mecanismo de accion
Mediante un proceso de absorcion, en unos casos eliminando el exceso de agua liquida y en otros
controlando el vapor de agua en el espacio de cabeza del envase.

Se utilizan agentes altamente higroscopicos y deshidratantes. Se pueden utilizar [bias de celulosa,
sales de poliacrilato, polipropilenglicol, carbohidratos, sales minerales, silicagel, montmorillonitas,
tamices moleculares, 6xido de calcio, etc.

Presentacion comercial
Desde el punto de vista de la presentacion comercial se pueden clasi [car en:
= Absorbedores de agua liquida (almohadillas, hojas) generalmente compuestos de dos 0 mas
capas de materiales poliméricos, generalmente microporosos, conteniendo agentes higroscopicos
(celulosas, propilenglicol, carbohidratos, etc.). Se utilizan para absorber liquidos de exudacion,
mejorar la presentacion del producto al consumidor y evitar el crecimiento microbiano.
« Reguladores de la humedad relativa (saquitos o etiquetas) conteniendo agentes deshidratantes
(por ejemplo, silicagel).

Campo de aplicacion
Pescados, carnes, quesos, frutos secos, especias, productos de panaderia, alimentos secos, lio [lizados,
frutas y vegetales cortados, etc.

Otros absorbedores

Absorbedores de dioxido de carbono

La sobrepresion que origina el diéxido de carbono que se libera después de tostar el café puede causar
dafios en el envase. Saquitos conteniendo 6xido de calcio y un agente higroscopico se utilizan para
retener como carbonato el CO, formado y eliminarlo del espacio de cabeza (Ozdemir et al., 2004).

Absorbedores de componentes no deseados

Los aldehidos pueden ser eliminados selectivamente, desde el espacio de cabeza del envase, utilizando
polimeros absorbentes modi[cddos con otros materiales. Las aminas formadas como consecuencia
de procesos proteoliticos también pueden ser eliminadas utilizando acidos organicos como citrico y
ascorbico, o mediante procesos de oxidacion (Rooney, 1995) (Franzetti et al., 2001). No obstante, la
eliminacion de estas sustancias no esta permitida cuando son indicadores del deterioro de un alimento,
pues enmascararian el mismo e inducirian a error al consumidor.

El sabor amargo del limoneno, formado durante el proceso de pasterizacion y almacenamiento
de zumos de frutas, o de la naringinasa es eliminado con [Iais que incorporan acetato de tricelulosa
conteniendo enzimas especi [cds inmovilizados (Soares y Hotchkiss, 1998a) (Soares y Hotchkiss, 1998b).

Una disminucion del contenido en lactosa y colesterol en leche puede conseguirse durante el alma-
cenamiento inmovilizando en el envase R-galactosidasa y colesterol reductasa (Lopez-Rubio et al., 2006).

Otros olores formados durante el transporte y almacenamiento, como mercaptanos y sulfuro de
hidrogeno, también pueden ser eliminados mediante saquitos absorbedores (De Kruijf et al., 2002).



2. Liberadores o emisores

Liberadores o emisores de agentes antimicrobianos

El deterioro de los alimentos debido al crecimiento de microorganismos puede ser ralentizado mediante
la liberacion por el envase de agentes antimicrobianos.

Se han ensayado un elevado nimero de agentes (etanol, diéxido de carbono, diéxido de cloro,
bacteriocinas, antibioticos, acidos organicos, polisacaridos, aceites esenciales, extractos de especias,
etc.) para inhibir el crecimiento de microorganismos que pueden conducir al deterioro de los productos
alimenticios (Kerry, 2006).

Liberadores de etanol
El uso de etanol en el espacio de cabeza del envase actla de manera efectiva para evitar el crecimiento
de microorganismos, bacterias y mohos.

Comercialmente se utilizan en Japdn y consisten en saquitos que contienen etanol absorbido o
encapsulado sobre un soporte inerte, por ejemplo silica, [Mdmente dividido y con un grado de humedad
adecuado, el sistema libera etanol al espacio de cabeza para ejercer su accion. En algunos casos se
incorporan sustancias aromatizantes como vainilla para enmascarar el olor a alcohol (Labuza et al., 1989).

Se utilizan en productos de panaderia, pasteleria y alimentos secos 0 semisecos.

Liberadores de CO,

La presencia de dioxido de carbono en el espacio de cabeza a concentraciones en el rango 10%-80%

inhibe el crecimiento microbiano en los alimentos. Se pueden utilizar conjuntamente con absorbedores

de oxigeno para mantener una atmoésfera adecuada para la conservacion de determinados productos.
Se han utilizado sistemas basados en carbonato de hierro (Il) o mezclas de hidrégenocarbonato

sodico y acido ascorbico para aumentar la vida comercial de carnes frescas (Kerry et al., 2006).

Liberadores de aditivos conservadores

Hay muchas aplicaciones en la literatura sobre la incorporacion a [Inis y materiales plasticos de
sustancias utilizadas y autorizadas como aditivos conservadores: acidos sorbico, benzoico, propiénico
(Han y Floros, 1997) (Weng y Chen, 1997) (Ouattara et al., 2000a), etil p-hidroxibenzoato y metil
p-hidroxibenzoato (Dobias et al., 2000), nisina, pediocina, natamicina (Natrajan y Sheldon, 2000) (Kim
et al., 2000) (Coma, 2008) y didxido de azufre (Ozdemir y Floros, 2004).

Liberadores de extractos naturales o componentes obtenidos de los mismos

Por sus propiedades antioxidantes y antimicrobianas se emplean diferentes productos naturales como
aceites esenciales, extractos de plantas o componentes obtenidos de los mismos y otros productos
también de origen natural como el prépoleo. Por ejemplo, extractos como el etandlico de clavo (Hong
et al., 2000), de semillas de uva (Coma, 2008) y de orégano o romero (Camo et al., 2008); aceites
esenciales de orégano (Skandamis y Nychass, 2002), canela y canela enriquecida con cinamaldehido
(Rodriguez et al., 2007) (Rodriguez et al., 2008) (Gutiérrez et al., 2009) y clavo (Lépez et al., 2007);
principios activos como alil-isotiocianato (Shin et al., 2010) (Vega-Lugo y Loong-Tak, 2009). También
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se emplea el quitosan como vehiculo de origen natural para la difusion controlada de estos productos
(Chen et al., 1996) (Ouattara et al., 2000b) y como antimicrobiano (Sanches-Silva et al., 2010).

Liberadores de biocidas
Triclosan (Vermeiren et al., 2002), dioxido de cloro (Brody et al., 2008).

Otros sistemas

Dentro de los sistemas activos con agentes antimicrobianos también se incluyen aquellos que, en
principio, no estan destinados a ser liberados al contenido del envase, por ejemplo algunos sistemas
que contienen iones plata y que impiden el crecimiento microbiano en la interfase plastico-alimento
(Quintavalla y Vicina, 2002) (Danielli et al., 2008), enzimas inmovilizados (Vermieren et al., 1999) o
nanoparticulas de plata en celulosa (Fernandez et al., 2010).

Otros liberadores o emisores

Liberadores de aditivos antioxidantes

Para ralentizar los procesos de oxidacion que afectan a la calidad de los alimentos se utilizan
también sistemas que liberan agentes antioxidantes al alimento y/o al espacio de cabeza, donde
ejercen su accion, generalmente como eliminadores de radicales libres, ralentizando asi el proceso
de oxidacion. Se ha demostrado la efectividad de la utilizacion tanto de antioxidantes sintéticos
como el Terbutilhidroquinona (TBHQ), Butil hidroxianisol (BHA) y Butil hidroxitolueno (BHT), como de
antioxidantes naturales como la vitamina E y los extractos naturales ricos en compuestos fenélicos
ylo terpénicos (Hotchkiss, 1997) (Nerin et al., 2006) (Tovar et al., 2005) (Pereira de Abreu et al., 2010).

Liberadores de aromas, colorantes y otros ingredientes alimentarios

Son sistemas que estan en rapido desarrollo, ya que el consumidor demanda mayor creatividad de
la industria. La incorporacion de aromas que potencien la deseabilidad del alimento en el material
plastico se puede utilizar para mejorar el aroma propio del producto fresco y para realzar el aroma del
alimento al abrir el envase (Gutiérrez, et al., 2010) (Lopez-Rubio et al., 2006).

En general el agente activo (sustancias quimicas, extractos 0 componentes obtenidos de productos
naturales, aditivos antioxidantes y antimicrobianos, aromas o ingredientes alimentarios) esta integrado
en el propio material de envase (plasticos, papel y cartdn, etc.), desde donde se libera mediante difusion
al alimento o al espacio de cabeza del envase. Controlando los pardmetros que afectan al proceso de
difusion se puede conseguir una liberacion controlada del agente activo.



Envases inteligentes

Hay toda una variedad de sistemas que pertenecen a este grupo: indicadores tiempo-temperatura,
indicadores de estanqueidad o de integridad del envase, indicadores de frescura e indicadores de
crecimiento microbiano.

Los principales sistemas estan patentados, pero solo un nimero limitado ha sido comercializado
porque se necesitan unos requerimientos muy estrictos. La mayoria de estos indicadores deben
ser facilmente activables, exhibir un cambio o mostrar una indicacion que sea facilmente medible
(cambio de color). Los cambios dependientes del tiempo y de la temperatura de exposicion deben ser
reproducibles e idealmente corresponderse o correlacionarse facilmente con la pérdida de calidad o
deterioro del producto alimenticio.

1. Indicadores tiempo-temperatura
Son pequefios dispositivos que muestran facilmente cambios medibles, irreversibles y reproducibles
dependientes del tiempo y/o de la temperatura.

La idea basica que subyace detras de estos indicadores es que la calidad del alimento se deteriora
tanto mas rapidamente cuanta mas alta es la temperatura de exposicion, debido a que se aceleran las
reacciones quimicas, bioquimicas o el crecimiento microbiano.

Indicadores integrados tiempo-temperatura (TTI)

Muestran cambios de color que responden tanto a la temperatura como al tiempo de exposicion. Sirven
para monitorizar la exposicion a temperaturas inadecuadas, ruptura de la cadena de frio, durante el
transporte y el almacenamiento. Es fundamental que el comportamiento del indicador sea equivalente
al deterioro que sufre el alimento bajo las mismas condiciones de tiempo y temperatura. Cuando el
indicador mani [este su vencimiento, este debe corresponderse con el [nal de la vida Gtil del producto
alimenticio.

Los principales mecanismos de accion incluyen reacciones quimicas 0 enzimaticas 0 procesos
de difusion, cuyas cinéticas dependen del tiempo y de la temperatura. Algunos sistemas se activan
al disponerlos sobre el producto alimenticio a la temperatura de trabajo (hasta ese momento se
almacenan ultracongelados), otros se activan por presion (comunicando los compartimentos en los
que se encuentran las sustancias reactivas).

Indicadores de temperatura critica

En ciertos casos al sobrepasar el alimento una temperatura critica se pueden originar procesos
irreversibles. Estos indicadores informan visualmente que la temperatura critica ha sido excedida.
Algunos mani [estan una respuesta acumulada en funcién del tiempo que se sobrepasa la temperatura
limite.

2. Indicadores de estanqueidad (detectores de fugas)
Los més utilizados son los indicadores de oxigeno y diéxido de carbono que monitorizan alteraciones
no deseadas en la atmosfera interior de productos envasados al vacio o en atmosfera protectora,
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por ejemplo la entrada de aire o fuga de gases debidas a perforaciones o soldaduras defectuosas,
eliminacion insulciénte del aire durante el proceso de vacio o la accién de los absorbedores de
oxigeno. Una composicion inadecuada de la atmosfera interior del producto alimenticio envasado
afecta a la calidad y seguridad del mismo.

La mayoria de estos indicadores asumen cambios de color como resultado de una reaccion quimica
0 enzimatica. Para ello se pueden utilizar indicadores redox como el azul de metileno.

3. Indicadores de humedad

Son etiquetas que indican variaciones en la humedad mediante un cambio de color. Estos indicadores
pueden contener cloruro de cobalto, que reacciona con la humedad virando de azul a rosa cuando
ésta aumenta, o pueden estar compuestos por cloruro de cobre, que vira de amarillo a verde (Aguirre
y Herranz, 2008).

4. Indicadores de frescura
Dan una indicacién acerca de algin parametro de calidad del producto envasado, de la pérdida de
frescura o del deterioro del producto alimenticio, tanto quimico como bacteriolégico.

En la literatura estadn descritos diversos mecanismos de indicacion de metabolitos volatiles
producidos durante el envejecimiento de los alimentos tales como diacetilo, aminas, amoniaco,
sulfhidrico o indicadores de contaminacién microbiana (Dainelli et al., 2008).

Los envases activos e inteligentes, al igual que todos los materiales y objetos destinados a entrar
en contacto con alimentos, tienen que cumplir con el Reglamento (CE) N° 1935/2004 (UE, 2004),
cuya [nalidad es garantizar un elevado nivel de proteccion de la salud y de los intereses de los
consumidores, asi como garantizar el funcionamiento efectivo del mercado interior en relacion con la
comercializacion de estos materiales.

Tienen que cumplir con los siguientes requisitos:

1. Requisitos generales

Indicados en el Articulo 3, es decir estar fabricados de conformidad con las buenas practicas de fa-
bricacion y en las condiciones normales o previsibles de empleo no pueden ceder componentes que
puedan representar un peligro para la salud humana o provocar una modi[cacion inaceptable de
la composicion o una alteracion de las caracteristicas organolépticas de los alimentos. Ademas, su
etiquetado no debe inducir a error a los consumidores.

2. Requisitos especiales
Materiales y objetos activos
= Pueden ocasionar modi[cdciones de la composicion o de las caracteristicas organolépticas de los
alimentos siempre que cumplan con las disposiciones comunitarias aplicables a los alimentos (por
ejemplo, legislacion sobre aditivos, aromas y enzimas) 0 en su ausencia con las disposiciones nacionales.



e Las sustancias liberadas deben autorizarse y utilizarse de acuerdo con las disposiciones co-
munitarias correspondientes.

« Las sustancias liberadas se consideraran ingredientes alimentarios y estaran sujetos a lo dispuesto
en la reglamentacion sobre el etiquetado, presentacion y publicidad de los productos alimenticios.

< No ocasionaran modi [caciones que puedan inducir a error al consumidor.

Materiales y objetos inteligentes
No daran informacidn sobre el estado del alimento que pueda inducir a error al consumidor.

Comunes a ambos materiales y objetos
 Convenientemente etiquetados, indicando que son activos, inteligentes o ambos.
« Etiquetado adecuado que permita al consumidor identi [cdr las partes no comestibles.

3. Requisitos especificos
Establecidos en el Reglamento (CE) N° 450/2009 (UE, 2009).

De adecuacion y eficacia
Deben ser adecuados y e [cdces para el uso previsto.

De composicion
Unicamente las sustancias incluidas en la lista comunitaria de sustancias autorizadas podrén utilizarse
en componentes de los materiales y objetos activos e inteligentes.

Sin embargo, no necesitan ser incluidas:

« Las sustancias activas liberadas al alimento y las incorporadas a los materiales y objetos mediante
implantacion o inmovilizacién para tener un efecto tecnoldgico en el alimento, siempre que
cumplan con las disposiciones aplicables a los alimentos. Estas sustancias no se incluiran en el
valor de la migracion global ni estaran sujetas a las restricciones concretas establecidas en las
reglamentaciones sobre los materiales en contacto con alimentos.

« Sustancias empleadas en componentes que no estén en contacto directo con el alimento ni con
su entorno y estén separados del alimento por una barrera funcional y no pertenezcan a ninguna
de las dos categorias siguientes:

i) Sustancias clasi [cddas como «mutagenas», «carcinégenas» o «tdxicas para la reproduccion».
ii) Nanoparticulas.
La migracion al alimento de estas sustancias no debera exceder de 0,01 mg/kg.

Para incluir una sustancia en la lista comunitaria autorizada hay que presentar una solicitud a la
Autoridad competente del Estado miembro (en Espafia, la Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria
y Nutricion (AESAN)-Ministerio de Sanidad, Politica Social e Igualdad) que incluira, segln el protocolo
establecido en el Reglamento (CE) N° 1935/2004, el nombre y la direccion del solicitante y una
documentacién técnica que contenga la informacion especilcdda en las directrices que rigen la
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evaluacion de la seguridad de una sustancia, estas directrices estan elaboradas y publicadas por la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2009).

La lista debe incluir la identidad, restricciones o especi [cdciones o condiciones de uso de la sustancia
0 combinacion de sustancias Y, si es preciso, del componente o del material u objeto al que se afiadan
0 incorporen.

Actualmente la lista inicial de sustancias autorizadas esta en fase de elaboracion, ya que todavia
esta abierto el plazo para la presentacion de solicitudes, que deben acompafiarse de la informacion
que permita llevar a cabo la evaluacion de la seguridad de dichas sustancias.

De etiquetado

Los materiales y objetos activos e inteligentes o sus partes, cuando puedan percibirse como comestibles,
deberan etiquetarse con las palabras «<NO INGERIR» y, siempre que sea técnicamente posible, [girara
en ellos el siguiente simbolo.

< La informacion debe ser visible, claramente legible e indeleble y debera imprimirse en caracteres
con un tamafio minimo de caracter de 3 mm.

= La sustancia activa liberada debera considerarse un ingrediente alimentario en conformidad con la
reglamentacion sobre etiquetado, presentacion y publicidad de los productos alimenticios.

Declaracion de conformidad

En las fases de comercializacion distintas del punto de venta al consumidor [nal, los materiales y
objetos activos e inteligentes, ya estén en contacto con los alimentos o no, o los componentes des-
tinados a la fabricacion de esos materiales y objetos o las sustancias destinadas a la fabricacion de los
componentes deberan ir acompafiados de una declaracion de conformidad.

Los envases activos e inteligentes, al igual que los materiales en contacto con alimentos, son
elementos que se incorporan en las etapas de la produccion, transformacion y distribucion de los
productos alimenticios, estando afectado obviamente por las disposiciones legales, reglamentarias
y administrativas aplicables en la Unién Europea o a nivel nacional a los alimentos en general y a la
seguridad de los alimentos en particular (Reglamento (CE) N° 178/2002). De particular interés son las
disposiciones sobre:

= Aditivos, aromas y enzimas alimentarios para las sustancias liberadas y las inmovilizadas en el

envase que tengan un efecto tecnoldgico sobre el alimento.

« Etiquetado, presentacion y publicidad de los productos alimenticios, propiedades nutritivas y

declaraciones nutricionales y saludables, para las sustancias liberadas, las inmovilizadas en el
envase que tengan un efecto tecnoldgico sobre el alimento y las atmosferas modi [cddas.



< Higiene de los productos alimenticios.

Conclusiones del Comité Cientifico

En espera de la publicacién de la lista inicial de sustancias autorizadas por la Comisién Europea, con
sus especi [cdciones, restricciones y recomendaciones de uso, este Comité desea resaltar los siguientes
aspectos:
< La investigacion en el campo de los envases activos e inteligentes utiliza numerosas sustancias,
algunas procedentes de compuestos naturales, otras sintéticas, con efecto técnico sobre el
alimento, que actualmente no estan autorizadas como aditivos alimentarios y por lo tanto no
pueden ser liberadas a los alimentos.
« Lassustancias autorizadasy liberadas como aditivos alimentarios tienen que ajustarse estrictamente
a su reglamentacion y utilizarse Unica y exclusivamente bajo las condiciones especi[cadas en la
misma. Las sustancias liberadas como aromas se ajustaran a su propia reglamentacion.
« Las sustancias liberadas se consideraran ingredientes alimentarios y estaran sujetos a lo dispuesto
en la reglamentacion sobre el etiquetado, presentacion y publicidad de los productos alimenticios.
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