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En la actualidad, existe una creciente demanda por parte de los consumidores, de
alimentos de calidad, seguros, saludables, con menor cantidad de aditivos, frescos
(minimamente procesados), con sabores naturales e innovadores y con mayor vida Util.
Los productores deben proporcionar alimentos que cumplan dichas caracteristicas
garantizando productos de calidad desde el punto de vista microbiol6gico y sensorial
durante el tiempo estimado de vida util. Una de las causas mas comunes de la
disminuciéon de la vida atil es el deterioro microbiano, el cual supone una grave
preocupacion para los fabricantes ya que genera graves pérdidas econémicas.

Por ello, la presente tesis tiene como objetivo profundizar en el conocimiento del

proceso de deterioro microbiol6gico de los productos carnicos, fundamentalmente de la
morcilla de Burgos, asi como en el desarrollo de nuevas técnicas para la identificacion de
la microbiota deteriorante. Este objetivo principal se dividié en tres objetivos parciales:
(1) caracterizar e identificar la microbiota responsable del deterioro “tipico” de la
morcilla de Burgos evaluando los principales focos de contaminacién y vehiculos de
dispersion de la microbiota responsable de este deterioro, (2) analizar las causas de la
aparicion de un proceso de deterioro “atipico” en

la morcilla de Burgos y en otros productos carnicos envasados al vacio y (3) desarrollar
nuevas técnicas para la identificacion y cuantificacion de Weissella viridescens, la cual es
una de las principales bacterias acido lacticas (BAL) asociadas al deterioro de la morcilla
de Burgos y de otros productos carnicos cocidos.

En primer lugar, Leuconostoc mesenteroides fue identificado como la BAL responsable
del deterioro “tipico” de la morcilla de Burgos, para todos los productores analizados en
las diferentes zonas de la provincia de Burgos mediante la técnica de ribotipado. Seguida
de una baja proporcion, en algunos de ellos, de W. viridescens, asi como de otras BAL,
revelando que cada productor presentaba porcentajes variables de especies y de ribotipos
de L. mesenteroides deteriorantes. Del mismo modo, mediante el uso de la electroforesis
en gel de campo pulsado

(PFGE), se determind que cada productor poseia sus propios PFGE tipos deteriorantes de
L. mesenteroides, los cuales no presentaban relacion ni con el producto, ni con la zona de
elaboracién, dependiendo por tanto Unicamente de las caracteristicas de elaboracion de
cada productor. Sin embargo, las caracteristicas sensoriales asociadas al crecimiento de L.



mesenteroides como pérdida de vacio, exudado blanco, ligera presencia de limosidad,
pérdida de color y olores &cidos, aparecieron al final de la vida atil y fueron comunes a
todos los productores. Este hecho sugiere que aunque todos los productores muestran un
patron de deterioro microbioldgico distinto, en cuanto al perfil de especies y cepas, estos
microorganismos actdan de forma similar en este tipo de productos bajo las condiciones
de almacenamiento analizadas, indicando que el producto juega un importante papel en el
proceso de deterioro.

En lo que se refiere a las posibles fuentes de contaminacion y vehiculos de dispersion de
la microbiota responsable del deterioro de la morcilla de Burgos, se analizaron dos
fabricas de elaboracion de este producto. Se observd, tanto mediante técnicas de
ribotipado como de PFGE, una gran diversidad de BAL que fue introducida al proceso de
elaboracién a través de las materias primas, la cual fue disminuyendo a lo largo de la
linea de elaboracion, presentando cada fabrica su propia “house-microbiota”. L.
mesenteroides fue identificado mediante ribotipado como la BAL mayoritaria a lo largo
de todo el proceso de elaboracién en ambas fabricas, tanto en las materias primas, en las
muestras ambientales, asi como en el producto final y deteriorado. Ademas, mediante el
empleo del PFGE se pudo relacionar en ambas fébricas, los PFGE tipos deteriorantes de
L. mesenteroides con los identificados en las muestras arroz. Estos resultados sugieren
gue esta materia prima puede actuar como foco de contaminacion primario de cepas de L.
mesenteroides, y que el ambiente junto con la manipulacion del producto por parte de los
operarios (fundamentalmente a través de los guantes) y las superficies de trabajo
favorecen la contaminacién cruzada post-coccién del producto final.

Por otro lado, se analiz6 un episodio de deterioro “atipico” de la morcilla de Burgos
caracterizado por un notable hinchamiento de los envases asi como por una abundante
presencia de limosidad alrededor del producto, previo a la fecha de caducidad. Las
técnicas de ribotipado revelaron un cambio en el patron deteriorante de la morcilla, en el
cual se identifico una amplia diversidad de especies de BAL, en comparacion con el
patrén de deterioro “tipico” descrito previamente. El andlisis de las causas de la aparicion
de este deterioro “atipico” revel6 que la introduccion al ambiente de elaboracidn de cepas
de W. viridescens estaba relacionada con la recepcion de manteca refrigerada en
condiciones inadecuadas. La capacidad de esta materia prima de dispersar la
contaminacién, debido a su bajo punto de fusion, junto con una mayor resistencia al
tratamiento térmico de las cepas de W. viridescens y a su menor inhibicion por

parte de otras BAL presentes en la morcilla, favorecieron el crecimiento y la
supervivencia de esta especie a lo largo del proceso de elaboracion y en el producto
deteriorado. Este hecho postula a W. viridescens como un posible factor clave que
provoca la aparicion del deterioro “atipico” de la morcilla de Burgos. En un trabajo
posterior, se estudid si este patrén de deterioro “atipico” observado en la morcilla era
comun a otros productos cérnicos envasados al vacio, como la carne de vacuno “Wagyu”
y las salchichas tipo Frankfurt, en los que también se producia un notable hinchamiento
de los envases. El analisis de estos productos reveld que cada producto presentaba su
propio patron de deterioro, tanto desde el punto de vista sensorial como microbioldgico,
poniendo de manifiesto la influencia del tipo de producto y del tipo de procesado en el
proceso de deterioro.

Finalmente, con el objetivo de detectar de forma rapida y fiable los microorganismos
deteriorantes en los productos carnicos sobre todo en la morcilla de Burgos y poder
identificar su origen reduciendo los episodios “atipicos” de deterioro y las graves
consecuencias econdémicas que llevan consigo, se ha desarrollado una nueva herramienta
especifica, sensible, econdmica y rapida para la deteccion y cuantificacion de Weissella
viridescens. El disefio de los “primers” y de la sonda Tagman especificos para W.
viridescens, basados en una secuencia del gen RecN, ha permitido desarrollar un método
de PCR a tiempo real (QPCR), mediante el cual se establecieron unos limites de deteccion
y cuantificacion en 0.082 pg para el DNA puro de W.

viridescens y unos limites de deteccion y cuantificacién de 8 UFC por reaccion y 80 UFC
porreaccion, respectivamente, para W. viridescens inoculada en morcilla.






