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DEPARTAMENTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOS

Lineas de investigacion

e  Seguridad microbioldgica de alimentos
* Tecnologia de productos lacteos y carnicos

° Calidad y seguridad de alimentos vegetales

Planta de Tecnologia de Alimentos

* Altas presiones
e Salas de lacteos y carnicos

* Salay laboratorios de higiene de alimentos
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COLECCION DE MICROORGANISMOS INIA

* Tecnologiay calidad

Bacterias de origen lacteo
Funcidon: Mejorar el sabor y aroma del queso

GRAS / QPS

. [] [ ] L] Y d .o
Segurldad mlcmbIo'oglca Asociadas a fermentaciones

Bacterias lacticas productoras de bacteriocinas o reuterina
Funcion: Mejorar la seguridad de alimentos

Cultivos iniciadores

Cultivos protectores

* Bacterias probiodticas Probidticos

Bacterias lacticas y bifidobacterias de origen humano
Funcion: Desarrollar nuevos alimentos probidticos

. , o FT e o S
- Bacterias patégenasy alterantes *~ 7i%0d -G 0 2
. . “"-_r'. ﬁ .1..‘;,_. % s., ; ~
Listeria monocytogenes ﬁf-ﬁ‘i‘; ~Hy b/ ‘\L'\\;\\ ‘ {
R . ")i'ﬁ:z::,,h ' 3 -~
Clostridium spp. §d3ny T e /7]
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COLECCION DE MICROORGANISMOS INIA
/

BACTERIAS LACTICAS PARA MEJORAR LA CALIDAD Y SEGURIDAD DE ALIMENTOS
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CALIDAD

* Mejora de las caracteristicas sensoriales del queso

Potenciaciéon del aroma y sabor

Reduccion del periodo de maduracion

/Cultivos adjuntos de bacterias lacticas productoras de bacteriocinas\

(Dias para alcanzar intensidad de sabor = 6)

80~ FM
B FM + INIA 415 (Nis + L481)
FM + FT

FM + FT + INIA 415 (Nis + L481)

60 -
40+

20+

01 y
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CALIDAD

. . .. .. . .. CH,CH,NH,
* Eliminacion de la formacion de aminas bidgenas en queso /—K_
NH\/N
Cultivos adjuntos de bacterias lacticas productoras de bacteriocinas Histamina
Lb. buchneri St2A (productor de histamina) inoculado en leche
8,00 r EFM 500 r M Eﬂua,.,u,un mun[tmnmms Icn ulu.«-
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0,00 0

Log UFC/g queso Histidina (mg/kg queso)  Histamina (mg/Kg queso)
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CALIDAD

* Eliminacion de la hinchazén tardia en queso

Cultivos adjuntos de bacterias lacticas productoras de bacteriocinas
A: Clostridium beijerinckii INIA 63 + Lactococcus lactis INIA 415-2
B: Clostridium beijerinckii INIA 63 + Lactococcus lactis INIA 415 (Nis + L481)

200 1 28

150 7

LJ\_L L ﬂl‘.l l..

| =S—
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s 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time (min)
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CALIDAD

* Nuevos cultivos iniciadores para queso

Produccidon de compuestos volatiles por cepas autdctonas de bacterias lacticas

Diferencias en el numero y la abundancia de compuestos volatiles generados
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0
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SEGURIDAD

* Seguridad microbioldgica de alimentos: Bioconservacion

/>L. lactis subsp. cremoris INIA 624 ® |acticina 481 \

» L. lactis subsp. lactis INIA 626 ® Nisina Z + Lacticina 481

» L. lactis subsp. lactis INIA ESI 515 = Nisina A
» E. faecium INIA 607 ® Enterocinas Ay B

E. faecalis INIA 652 ® Enterocina |

E. faecalis INIA 4 ® Enterocina AS-48

L. lactis INIA CL2 % Nisina A + Pediocina PA-1

vV V V VY

Lb. reuteri P572 ® Reuterina

\Lb. reuteri P576 ™ Reuterina /
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SEGURIDAD

* Inactivacion de Listeria monocytogenes en queso

&

0 " - - u

\ Oh 8h 7d 15d 30d 60 d

——Sin fermento

—a— L. lactis INIA 650 (Nis)

—eo— L. lactis INIA 624 (L481)
—m— E. faecalis INIA 628 (AS-48)

—e— Fermento comercial

/

Instituto Nacional de Investigacién y Tecnologia Agraria y Alimentaria

W27 IINTA



SEGURIDAD

* Inactivacion de Listeria monocytogenes en queso

+ Lb. reuteri INIA P572 (10%/ml)
+ glicerol (50 mM)

O R N W & U1 O VY

1d 7d 15d

30d

|525 mmpl/g

[ Control

B Gilicerol

B Lb. reuteri
B Lb. reuteri + Glicerol
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SEGURIDAD

* Inactivacion de Listeria monocytogenes en jamon curado

+ APH 450 MPa/10 min / + Enterocina AB (E. faecium INIA 607) / + tratamiento combinado

s p

6
—e—No tratado
5
Enterocina AB

&0 4
O ——-450/10
2 3
&
O ——450/10 +

Enterocina AB

0 1 7 15 30
Tiempo (d)
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COLECCION DE MICROORGANISMOS INIA
/

BACTERIAS PROBIOTICAS PARA EL DESARROLLO DE ALIMENTOS FUNCIONALES
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PROBIOTICOS

e Bacterias lacticas y bifidobacterias [ | origen |

aisladas de leche materna y heces MADRE-HIJO 1 Leche materna B. longum
de bebés lactantes Heces bebé . longum
Heces bebé 2008 B. bifidum
Heces madre 2009 B. bifidum
Heces nifio B. pseudocatenulatum
Heces madre B. pseudocatenulatum
MADRE-HIJO 2 Leche materna B. infantis
Heces bebé B. infantis
MADRE-HIJO 3 Leche materna B. breve
Heces bebé B. breve

Transmitidas de madre a hijo
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PROBIOTICOS

e Bacterias lacticas de origen
lacteo y productoras de
compuestos antimicrobianos

Cepas bioprotectoras

Lactococcus lactis INIA 650
Nisina

Lactobacillus reuteri INIA P572
Reuterina

Instituto Nacional de Investigacién y Tecnologia Agraria y Alimentaria

EFECTO DOBLE
ALIMENTO-INTESTINO

Cepas probidticas

Nis 10 ng/ml
0 1000 gfly/ml
ng/ml

- 05h 6h 24h 48h

1 ng/ml 500 ng/ml MC1

GM17 osh () 24n

10 ng/ml

100 ng/ml MC2

/ - AQ
25 ng/ml 50 ng/ml 0,5h 6h 24h 48h
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s 00 | 2 e

|
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POTENCIAL PROBIOTICO Y TECNOLOGICO

Identificacion

Produccion antimicrobianos / Antagonismo
Produccion de metabolitos bioactivos
Resistencia a condiciones Gl

Seguridad

Adhesion / Formacion de biofilms
Inmunomodulacion

Crecimiento en leche / Congelacion / Liofilizacion
Desarrollo de quesos y yogures probidticos
Valoracion quimica y sensorial

Escalado

Modelos in vitro

Estudios in vivo

AN NI N N NN Y VU N N U N

CARACTERIZACION
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PROBIOTICOS

» Propiedades tecnoldgicas para desarrollar alimentos funcionales
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PROBIOTICOS

» Propiedades tecnoldgicas para desarrollar alimentos funcionales
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PROPIEDADES TECNOLOGICAS

* Crecimiento en leche y actividad acidificante

T
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461
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374
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486

* Tolerancia al oxigeno de las bifidobacterias
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Grupos bacterianos segun la tolerancia a microaerofilia
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Crecimiento en leche
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PROPIEDADES TECNOLOGICAS

» Estabilidad de los cultivos en leche a 4°C

Log ufc/ml E 4°C/14d ® 4°C/28d
0 ;|.|~‘-|‘.'|'u-r|1|”|-'|'; |.||'|.r| TE—TET T
1
-2
-3
-4
5
W ow=r — W ™ o ] W
EBnRENBEReFIEERIIFIEINSEEEERRERREE
g
. bilidad de | Iti °©
Estabilidad de los cultivos a -80~C
~ O
L fc/ml - ™M
og urc/m < ™~ © 0 O O — 10 « W O O 0 M —d MO NS O ™Mo A N & W
0 = MO ODORMNOGWG CEOONTSTO®DO® OO VOO ddAdmM®MOCN®Mm®MOAmD
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O v v ~ O~ OO O~ O 0 O ;0 & 4 0 < FNMNDNNU’#I\FOH
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8
(73]

Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp.
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PROPIEDADES TECNOLOGICAS

* Estabilidad a la liofilizacidn y almacenamiento

0
Log ufc/ml iofilizacié o N m
g / M Liofilizacién (L) ® L+62C/21d % ~ © o o - n - © o © . ~ < . o - ~ ‘_.' M
o @ W O ~ M~ 0O A4 o < 0 o v O HA @M W o Mo o0 £ 9 m
~ 1 & = ©@ W W W ~ 0@ W = = mMm ~ M~ M~ M~ M~ M~ ™~ @ m
0 -+ = —
]
0,5 - l i l' I l’ |'. I & L] l’ ¥ [ l l I L]
1,0 - -1
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-2,0 -
-2,5 3 4
20 =
B2 3 X RN R EREIEBRSIT9IIT L8R8 BIRREY 4 -
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wy
5

* Elaboracion de quesos con cepas probidticas como adjuntos

10 10 - =—fi—control
8 - ——a—" —=—INIA P313 5 — INIA P2
6 -\.—.\. —— INIA P340 61 M —=—INIA P132
4 —m—INIA P344 4 —8—INIA P671
2 - —m—INIA P448 2 —=—INIA P734
0 ; ; . . i 0h | 1d | 7d | 15d | 28d ID@eﬁbnl
1d 7d 15d 28d
Lactobacillus spp. Bifidobacterium spp.
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PROBIOTICOS

» Propiedades tecnoldgicas para desarrollar alimentos funcionales
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RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS

* Método ISO 10932 - Concentracion Minima Inhibitoria (CIM) recomendada por la EFSA (2012)

“ efsam

Strains Species Ampicillin | Vancomycin | Gentamycin | Kanamycin | Streptomycin | Etythromycin | Clindamycin | Tetracycline | Chloramphenicol L Guidance on the assessment of bacterial antimicrobial susceptibility

INIA P272  |Lb. paracasei S n.r. S R S S S S R Table 1. Microbiological cut-off values (mg’L)

INIA P344  |Lb. rhamnosus S n.r. S R S S S S R

INIAP572  |Lb. reuteri R n.r. S S S S S R R s 8 5 § % % £ 2 _i

INIA P540 _|Lb. rhamnosus s n.r. s s s s s s R BEBEEERE

INIA P508 Lb. mucosae S n.r. S S R S S R S - =

INIAP183 |Lb. salivarius 5 n.r. s R s s s S R e —— L e e e

INIA P448  |Lb. salivarius S n.r S R S S S S R Lactobacillus obligate heterofermentative® 3 mr 16 2 6 1 1 8 4

INIA PA61  |Lb. paracasei S n.r. S R S S S S R Lactobacillns renters Tomn 8 s s 1L s
Lacrobacillus facultative heterofermentative’ 4 nr 16 64 64 1 1 1 4

INIAP734  |B. breve S S S n.r. S S S S S Lectobacilles planaram pewtosus 3 a1 & e 1 2 m s

INIAP784  |B. adolescentis S S S n.r. S S S R S Lactobacillus rhamnosus 4 ar 16 & R 1 18 4

INIAP737  |B. infantis S S S n.r S S S R S Lactobacilns coret paracarc S o U S

INIA P712 B. breve S S S n.r S S S S S Bifidobacterium 2 2 6 ar 1@ 11§ 4

INIA P678  [B. longum S S S n.r S S S S S

INIAP671  |B. bifidum S S S n.r R S S S S

INIA P753  |B. pseudocatenulatum S S S n.r S S S S S

INIA P826  |B. bifidum S S S n.r R S S S S

INIAP843  |B. longum S S S n.r S S S S S

INIA P2 B. pseudolongum S S S n.r S S R S S

INIA P132 B. longum S S S n.r R S S S S

INIAP731 |B. infantis S S S n.r S S S R S

INIAP900  [B. animalis S S S n.r. S S S R S

INIA 415 L. lactis S S S S S S S S S

[TAB 50 L. lactis S S S R R S S S S

INIA P553  |E. faecium S S n.t. n.t. n.t. n.t. n.t n.t n.t.

TAB 7 E. faecium S S n.t. n.t n.t. n.t. n.t n.t n.t
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PROCUCCION DE AC. GRASOS CONJUGADOS

*  Produccion ac. linoleico conjugado (CLA) o ac. linolénico conjugado (CLNA)

T INAPZ | i INIA P55 " Deteccion de linoleato isomerasa

| INAP132 | - INIA P143 ¥

++ INIA P235 -

4+ INIA P374 +

+ INIA P448 +

: INIA Pas = Andlisis cuantitativo

- INIA PS08 +

- INIA P535 + ”
(ng /mL en sobrenadante)

++ INIA P572 -

= ; 2,59

] INIA P733 "
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EFECTO INMUNOMODULADOR-PROTECTOR

* Ensayos in vitro con cultivos celulares

Linea celular (2 x 10° ufc/ml): macréfagos RAW 264.7
Estimulacion con LPS: 1 ug/ml, 100y 10 ng/ml

Producciéon de éxido nitrico (NO): reaccion de Griess

Viabilidad celular: ensayo MTT

Produccién de citoquinas: ELISA (TNF-a, IL- 1B, IL—6)

TNF - a (pr/ml)

ZC() _ Ml Lis, reutes INLA PRI Lh, shamnosas 66
Produccién de NO Viabilidad celular 180 e =
30,00 160 - IL-1p (pg/ml)
= 200 3000
E 25,00 140 2o00
© 20,00 150 120 - om0
z % 100 - 1000 |
-g 1300 % 100 80 w:,_ — —— ——
:g 10,00 < 60 Banal Ubs. coustarri INLA PS 72 L, rharmsus GG
Q - b - il
-E 5]00 40 i contral 1 pgfml LPS
= 20 - 1L-6 (pg/ml)
& 0,00 0
d QR O W A A A Ao (D o 0 -
& & & L A AR > A AN o
B O ) < & @‘\\,66 A A o 0‘0‘0 & £ & E o N A AP P
& ,_p@qe\' ~ -y RPN & v TR FFE w000
NI hY N Q@ 4000
L000
¢ Basal Lb. reuterl BNIA PS72 Lb. rhamnosus GG
!
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EFECTO INMUNOMODULADOR-PROTECTOR

* Ensayos in vivo

4. L lactis INIA 650 pT1-aFP n=10
5 10" ulc/ml en 200 i leche

SUPERVIVENCIA AL TRACTO GASTROINTESTINAL

S. Lb. poracasei INIA P272 pNZ-mCherry n=10
5x 10%ufcfml en 200l leche:

Supervivencia al paso por el TGl - CD-1

Sacriflcio de 2 ratones por grupo y extraclén del cantenida

intestinal: andlisis de la presencia de eepas y nisina.

Sacrificio de 2 ratones por grupe y extraceion de  muestras

de intestino para cortes histalégicos y confocal

6. 8. breve INIA P734 pNz:Tu-aFP n=10
5 x 10%ufc/ml en 200wl leche

t=4d =54 t=6d t=7d

romco " l |.| |1‘ |l |l 1l | |

1} o I oaz | ois | oina | ows | owme 1 oz
=0 =34h
t=34h t=0h

- Recogida de muestras de heces en eppendorf estériles:

Comida ¥ bebida
ad libitum

- Seafiaden 200 L de leche y se congelan

- Diluciones seriadas ysiembra en medio salido selective + Ab: Anilisis de fluorescencia y PCR de colonlas pasitivas en Chemidoc

Proteinas fluorecentes

Modelo de colitis inducida por DSS (Dextran Sulfate Sodium) - C57BL/6: Valoracién del proceso inflamatorio

22 22
2 one 2 NG qPCR IL-1beta qPCR TNFalfa qPCRIL-6
18 -7 18 e Lb2T2 80, 15 40
16 4 =o-L34 18 ~=-Lb344 '|'
L6 LbET2 \
14 4 +-L50 14 ——B734 \ z oo ﬁ 10 T z 0
12 4 A2 | 8 @ 8
1 = | 5 40 ] S 2. P
31 g, / £ ol £ T £
3 - L 2 s S
, ; £ £ £ 10
04 o4
0 [ 0
02 7 02 ORI R R @(ﬁ@ B & ORI R
- e F S0 0 O Cd & & & o2 2 .2 & F ¥ &2 2% &
o @ oF gl AT AT @ oy gl AT AT @ ] oF gl AT AT @ oy
o 1 2 3 4 s ™ 0 1 z 3 4 5 € NS il R A - - ‘f{e P
Days cays & RN - & SR R, & @B M
VoV W NN v NI

DAI:
indice de la
enfermedad

- Inmunomodulacién
- Permeabilidad intestinal

Histologia

Marcadores proinflamatorios:
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EFECTO INMUNOMODULADOR-PROTECTOR

Inmunomodulacién Permeabilidad intestinal
DAI IL-1B IL-6 TNFa MMP-9 iNOS ICAM-1 MCP-1 MUC-2 Z0-1 occl

Ec. faecium 607 +

Lc. lactis 624 +

Lc. lactis 626 +

PRODUCTOS
Lc. lactis 650 + + + > MULTICEPA
‘?—‘—

Lb. paracasei P272 ++ + + + + .|./ >

Lb. rhamnosus P344 +/-]1 + + +

Lb. reuteriP572 + + + + +

— ]

@reve P734 i + + + + + >

/

Ti (h)
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* Illlumina MiSeq Sequencing System

Prediccion de determinantes de resistencia a antibidticos, factores de virulencia o determinantes genéticos
asociados con la interaccion con el hospedador.

EVALUACION DE LA
SEGURIDAD ALIMENTARIA'Y
ANALISIS FUNCIONAL

VNIVERSITAT
DGVALENCIA
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PROBIOTICOS

» Propiedades tecnoldgicas para desarrollar alimentos funcionales

o e,
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http://textbookofbacteriology.net/Listeria.EMfla.jpeg
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METABOLISMO DE FITOESTROGENQS

Estilbenos
Coumestanos
Metabolizable por la
) microbiota intestinal
Isoflavonoides
Elagitaninos

Lignanos

Urolitinas + Estrégenicos

+ Biodisponibles + Antiestrégenicos

Enterodiol

+ Antioxidantes
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METABOLISMO DE FITOESTROGENQS

v Cepas con buenas propiedades tecnoldgicas capaces
de metabolizar fitoestrogenos en alimentos

Equol

Urolitinas

Enterodiol

v Cepas probidticas capaces de metabolizar
fitoestrogenos en intestino
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METABOLISMO DE FITOESTROGENQS

* Metabolismo de isoflavonas en bebidas de soja.

Isoflavonas bioactivas

Daidzein, genistein, glicitein

Cepas

Lb. salivarius INA P183

Lb. rhamnosus INIA P226 Daidzein, genistein, glicitein , Dihidrodaidzein, O-DMA, 6-hidroxi-O-DMA, 4-hidroxi-equol

Lb. rhamnosus INIA P508 Daidzein, genistein, glicitein , Dihidrodaidzein, O-DMA, 6-hidroxi-O-DMA, 4-hidroxi-equol
Lb. paracasei INIA P461 Daidzein, genistein, glicitein , Dihidrodaidzein, 6-hidroxi-O-DMA, 4-hidroxi-equol
Lb. mucosae INIA P508 Daidzein, genistein, glicitein , Dihidrodaidzein, O-DMA, 6-hidroxi-O-DMA, 4-hidroxi-equol
Lb. rhamnosus INIA P535 Daidzein, genistein, glicitein , O-DMA, 6-hidroxi-O-DMA
Lb. rhamnosus INIA P540 Daidzein, genistein, glicitein, O-DMA, 6-hidroxi-O-DMA
Lb. reuteri INIA P572 Daidzein, genistein, glicitein , 6-hidroxi-O-DMA
Lb. plantarum ESI144 Daidzein, genistein, glicitein , Dihidrodaidzein, O-DMA, 6-hidroxi-O-DMA, 4-hidroxi-equol

B. breve INIA P367 Daidzein, genistein, glicitein , 6-hidroxi-O-DMA

B. bifidum INIA P466 Daidzein, genistein, glicitein , O-DMA, 6-hidroxi-O-DMA

B. longum INIA P678 Daidzein, genistein, glicitein , Dihidrodaidzein, O-DMA, 6-hidroxi-O-DMA, 4-hidroxi-equol

B. catenulatum INIA P732 Daidzein, genistein, glicitein, O-DMA, 6-hidroxi-O-DMA
B. adolescentis INIA P784 Daidzein, genistein, glicitein, Dihidrodaidzein, O-DMA, 6-hidroxi-O-DMA, 4-hidroxi-equol
B. pseudocatenulatum INIA P815 Daidzein, genistein, glicitein , Dihidrodaidzein, O-DMA, 6-hidroxi-O-DMA, 4-hidroxi-equol

B. animalis INIA P900 Daidzein, genistein, glicitein , Dihidrodaidzein, 6-hidroxi-O-DMA, 4-hidroxi-equol

B. pseudocatenulatum INIA P946 Daidzein, genistein, glicitein , Dihidrodaidzein, O-DMA, 6-hidroxi-O-DMA, 4-hidroxi-equol
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METABOLISMO DE FITOESTROGENQS

* Metabolismo de lignanos y flavonoides desde semillas de lino en medio de cultivo o
extractos de lignanos en leche.

SECO, enterodiol, Kampferol y naringenin

SECO, enterodiol, enterolactona, Quercectin, Quercetagetin, Kampferol y naringenin e
SECO, enterodiol Kampferol y naringenin TR e
SECO, enterodiol, enterolactona, Herbactetin, Quercectin, Quercetagetin, Kampferol y naringenin OTC:J'Z%
SECO, enterodiol Kampferol y naringenin i -
SECO, enterodiol, enterolactona Kampferol y naringenin Ho | yon
SECO, enterodiol, enterolactona Kampferol y naringenin e A
SECO, enterodiol, enterolactona Herbactetin, Quercectin, Quercetagetin, Kampferol y naringenin l
SECO, enterodiol, enterolactona Kampferol y naringenin Ho <
SECO, enterodiol, enterolactona Herbactetin, Quercectin, Quercetagetin, Kampferol y naringenin -

* Metabolismo de ac. elagico en medio de cultivo o E i

B. pseudocatenulatum INIA P815 Urolitinas Ay B l
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b2/Secoisolarisiresinol_diglucoside.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b2/Secoisolarisiresinol_diglucoside.svg
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/fluka/60372?lang=es&region=ES
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/fluka/60372?lang=es&region=ES
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/45198?lang=es&region=ES
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/45198?lang=es&region=ES
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/45199?lang=es&region=ES
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/sigma/45199?lang=es&region=ES
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