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RESUMEN

Las lias del cava son un subproducto vitivinicola que consiste en células no viables
de Saccharomyces cerevisiae. Su composicion rica en B-glucanos y manano-
oligosacaridos (MOS) podria dar lugar a una mejor implantacion de las bacterias
responsables de la fermentacion y un mayor y més rapido descenso del pH que, en
dltimo término, reduciria el riesgo de desarrollo de posibles microorganismos
patégenos. Ademas, las lias contienen sustancias procedentes del cava, como
compuestos fendlicos, que podrian también ejercer o potenciar este efecto
antimicrobiano. Por otra parte, la fibra de las lias del cava podria favorecer el
crecimiento selectivo de bacterias probidticas, promoviendo asi una mejora de la

microbiota intestinal y, por extension, de la salud humana.

Actualmente, las lias son el segundo subproducto generado en la produccién del
cava con una produccién estimada de aproximadamente 200 toneladas anuales. A
pesar de este gran volumen generado, y de su interesante composicién, hasta el
momento han recibido poca atencién. En este contexto, esta tesis doctoral plantea
como objetivo general estudiar una nueva estrategia de revalorizacién de las lias
del cava, tanto como ingrediente con una aplicaciéon en seguridad alimentaria

como por su caracter prebidtico.

Desde el punto de vista de la seguridad alimentaria, se evalué el efecto promotor
de lias del cava en el crecimiento de diferentes especies de BAL cominmente
utilizadas como cultivos iniciadores, tanto in vitro como en derivados carnicos
fermentados. Los estudios in vitro mostraron un efecto promotor del crecimiento
de ciertas cepas de Latilactobacillus sakei y Latilactobacillus curvatus, siendo este
efecto dosis y cepa dependiente. De entre las diferentes proporciones ensayadas,
la adicion de un 5% de lias produjo los mayores recuentos de BAL. En derivados
carnicos fermentados, la adicién de un 5% de lias se tradujo en una mayor
acidificacién, aunque los recuentos de BAL no se vieron afectados de manera

significativa.

También se estudié el efecto antimicrobiano de las lias del cava y de su extracto

fendlico frente a bacterias patégenas de origen alimentario en derivados cérnicos
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Resumen|Abstract

fermentados. Las lias del cava inhibieron de manera significativa el crecimiento de
Salmonella y Listeria monocytogenes, con una efectividad similar a la obtenida
cuando se afiadio el cultivo iniciador L. sakei CTC494. Ademas, el uso combinado
de las lias del cava con el cultivo iniciador tuvo un efecto sinérgico y bactericida
contra Salmonella. El extracto fendlico de las lias del cava redujo ligeramente los
recuentos de Salmonella en el producto acabado, pero no tuvo ningun efecto

anti-listeria.

Ademas del efecto antimicrobiano, también se planteé estudiar si la adicion de lias
del cava o de su extracto fendlico reducian la formacion de aminas biégenas en
este tipo de productos fermentados. La adicién de lias del cava en los derivados
carnicos redujo significativamente los contenidos de cadaverina y putrescina
durante todo el proceso de curado, con porcentajes de reduccién en el producto
acabado por encima del 60%. El extracto fendlico de las lias del cava también fue
capaz de reducir de manera significativa los niveles de estas diaminas, aunque en

porcentajes mas moderados.

Finalmente, en el marco de esta tesis doctoral también se evalud in vitro el efecto
prebidtico de las lias del cava en el crecimiento de bacterias probidticas. La
suplementacion con un 5% de lias potencié el crecimiento y/o la supervivencia de
algunas cepas probidticas de Lactiplantibacillus plantarum, Limosilactobacillus

fermentum y Lacticaseibacillus casei.
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ABSTRACT

Cava lees are a winery by-product consisting of non-viable cells of Saccharomyces
cerevisiae. Their richness in B-glucans and mannan-oligosaccharides (MOS) could
lead to a better implantation of bacteria responsible for fermentation and a higher
and faster reduction in pH, which would ultimately reduce the risk of foodborne
pathogens in products such as dry-fermented sausages. In addition, the lees
contain bioactive substances present in cava, such as phenolic compounds, which
could also exert or enhance this antimicrobial effect. On the other hand, the fibre
in cava lees could favour the selective growth of probiotic bacteria, thus benefitting

intestinal microbiota and human health.

Lees are currently the second most important by-product generated by the cava
industry, with an estimated production of approximately 200 tons per year. Yet
despite this large volume, and their interesting composition, cava lees have so far
attracted little attention. In this context, the general objective of this doctoral thesis
was to study a new strategy for the revaluation of cava lees, both as an ingredient

with application in food safety and as a prebiotic.

From a food safety point of view, the growth-promoting effect of cava lees on
different LAB species commonly used as starter cultures was evaluated, both in vitro
and in dry-fermented sausages. In vitro studies showed a growth-promoting effect
on certain strains of Latilactobacillus sakei and Latilactobacillus curvatus, in a dose-
and strain-dependent manner. Among the different proportions tested, the
addition of 5% lees produced the highest LAB counts. In dry-fermented sausages,
the addition of 5% lees resulted in greater acidification, although LAB counts were

not significantly affected.

The antimicrobial effect of cava lees and a derived phenolic extract against
foodborne pathogenic bacteria in dry-fermented sausages was also studied. Cava
lees significantly inhibited the growth of Salmonella and Listeria monocytogenes,
with an effectiveness similar to that obtained when the starter culture
L. sakei CTC494 was added. In addition, the combination of cava lees and the

starter culture had a synergistic and bactericidal effect against Salmonella. The
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phenolic extract from the cava lees slightly reduced Salmonella counts in the

finished product but had no anti-Listeria effect.

Besides the antimicrobial effect, it was also proposed to study whether the addition
of cava lees or a derived phenolic extract reduces the formation of biogenic amines
in this type of fermented products. The addition of cava lees to dry-fermented
sausages significantly reduced the contents of cadaverine and putrescine
throughout the ripening process, with reduction percentages in the finished
product of over 60%. The phenolic extract of the cava lees was also capable of
significantly reducing the levels of these diamines, although in more moderate

percentages.

Finally, within the framework of this doctoral thesis, the prebiotic effect of cava lees
on the growth of probiotic bacteria was also evaluated in vitro. Supplementation
with 5% cava lees enhanced the growth and/or survival of some probiotic strains of
Lactiplantibacillus plantarum, Limosilactobacillus fermentum and Lacticaseibacillus

casei.
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1.1 LIAS DEL CAVA

1.1.1 Un subproducto de la elaboracién del cava

El cava es un vino espumoso de calidad producido en una regién determinada,
principalmente en la comarca catalana del Penedés (Consejo de la Unién Europea,
2008). Su elaboracion estd legalmente protegida por el reglamento de la
denominacion D.O. Cava y por su consejo regulador (Ministerio de Agricultura
Pesca y Alimentacion, 1991). Esta legislacion establece las zonas de produccién
especificas y las variedades de uva permitidas para la produccién del vino base, asi
como los pardmetros de calidad del cava (Tabla 1) (Ministerio de Agricultura Pesca

y Alimentacién, 1991).

Tabla 1. Variedades de uvas permitidas para la produccién del vino base, y pardmetros de calidad
del cava una vez terminada la segunda fermentacion (Ministerio de Agricultura Pesca y
Alimentacion, 1991).

Variedad de uva

Parametros de calidad

Uva Blanca: Graduacién alcohdlica adquirida
Macabeo (Viura) minima 10,8 % vol.
Xarel.lo maxima 12,8 % vol.
Parellada Acidez total minima (en &cido tartarico) 5,5g/L
Malvasia (Subirat Parent) Extracto seco no reductor
Chardonnay minimo 13 g/L
maximo 22g/L
Uva Tinta: Acidez volatil real (en acido acético) inferior a 0,65g/L
Garnacha tinta Anhidrido sulfuroso total inferior a 160 mg/L
Monastrell Cenizas
Pinot Noir minimo 0,70 g/L
Trepat maximo 2g/L
pH
minimo 2,8
maéaximo 3,3

Sobrepresién minima

3.5 bara 20°C

Los vinos espumosos naturales elaborados por el método tradicional o
Champenoise se caracterizan por una segunda fermentacién de un vino base, al
que se le adicionan azlcares y levaduras, con un posterior proceso de
envejecimiento o crianza en contacto con sus mismas levaduras (sur lie) (Fornairon-
Bonnefond et al., 2002; Alexandre and Guilloux-Benatier, 2006a). La Figura 1

muestra las diferentes etapas del proceso de elaboracion del cava. El reglamento
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del cava exige que tanto la segunda fermentacién, como su crianza sur lie, se
realicen integramente en botella y durante un periodo minimo de 9 meses. A lo
largo de la fermentacién, que oscila entre 1-3 meses, los azicares son
bio-transformados en etanol y CO2 por accién de las levaduras, principalmente
Saccharomyces cerevisiae. Posteriormente, durante la crianza sur lie, el vino
madura y desarrolla los aromas caracteristicos de este producto. El proceso de
crianza puede extenderse desde como minimo 9 meses hasta 3 afios y se realiza
manteniendo las botellas en posicién horizontal (en rima). En esta fase, también
tiene lugar la autolisis de las levaduras, proceso en el cual su pared celular se
degrada por accién de las propias enzimas endégenas, provocando la liberacion
de varios compuestos intracelulares, como aminoéacidos, péptidos, proteinas,
polisacéridos, derivados de acidos nucleicos y acidos grasos, que tienen un efecto
positivo en la calidad organoléptica del cava (Torresi et al, 2011).
Consecuentemente, las células de S. cerevisiae dejan de ser viables, pasando a ser

consideradas lias del cava.

ﬁ
)

MEZCLA/COUPAGE TIRAJE CRIANZA REMOVIDA Y DEGUELLE DOSIFICACION
Después de que el vino El vino se embotella Durante esta etapa los  Las botellas se van rotando Se afiade un licor de
completa la 1e2 con una mezcla de vinos maduran en periédicamente para que las lias  expedicién (vino y
fermentacion ( ), levadura presencia de desciendan hasta el cuello de la azlcar) para reponer
se crea una mezcla o (S. cerevisae) y azicar  (levaduras inactivas), botella. Posteriormente, los el liquido perdido
coupage con una (licor de tiraje) para también conocida cuellos de las botellas se durante el degelle,
seleccion de vinos base. iniciar la como crianza sur lie. congelan y se destapan con el lo que determinara
El periodo de crianza objetivo de eliminar las también la tipologia
(Posicién en rima) puede variar de 9 comercial del cava.

meses a 3 afos.

Figura 1. Esquema del proceso de elaboracién del cava por el método tradicional o Champenoise
desde el vino base hasta su embotellado (Consejo Regulador de la denominacion Cava, 2021).

Una vez finalizada la crianza, las botellas se someten a una etapa de aclarado o
removida con el objetivo de desplazar las lias al cuello de la botella y facilitar su
posterior eliminacion en la fase de deglielle. Con este fin, las botellas emplazadas
en pupitres o palés giratorios van rotando periédicamente de forma manual o

automatica hasta alcanzar una posicion vertical invertida denominada “de punta”.
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El proceso de deglielle consiste en destapar la botella con el objetivo de eliminar
las lias depositadas en el cuello de la botella. Habitualmente, se efectia la
congelacion (=25 °C, 10 minutos) del cuello de la botella mediante inmersién en
una solucién de etilenglicol al 45%. Ya en posicién vertical, se retira el tapén
corona, provocando que la presién interna del cava expulse las lias junto con una
pequefia parte de la bebida espumosa. A continuacién, se repone el volumen de
liquido perdido mediante la incorporacién del denominado licor de expedicién,
una mezcla consistente en vino y azlcares. La cantidad de azlcar adicionada
determinara la tipologia comercial del cava obtenido de acuerdo con la legislacion
vigente, que puede oscilar entre brut nature (<3g/L) y dulce (>50g/L). Finalmente,
se tapa la botella con un corcho que se rodea de un alambre para evitar su

expulsién a causa de la presion interior del producto.

En términos econdémicos y productivos, la industria del cava en Catalufia cuenta
actualmente con méas de 6.000 explotaciones vitivinicolas que disponen de una
superficie cultivable de practicamente 40.000 hectareas (Consejo Regulador de la
Denominacién de Origen Protegida Cava, 2020). En el afio 2020, la produccién de
botellas de cava ascendié a mas de 215 millones. Se calcula que cada botella de
cava contiene alrededor de un gramo de lias, el cual contiene 10® células de S.
cerevisiae (Gallardo-Chacén et al., 2010). En base a estos datos, se puede estimar
que en el afio 2020 se produjeron aproximadamente 200 toneladas de lias (Consejo
Regulador de la Denominacién de Origen Protegida Cava, 2020). Actualmente las
lias del cava son consideradas un subproducto sin valor afladido que requieren,
ademds, de estrategias de gestion para su almacenamiento y disposicion. No
obstante, se ha sugerido su posible reaprovechamiento para la elaboracion de
compost o para alimentacién animal tras un proceso de desalcoholizacién. Sin
embargo, el alto contenido de polifenoles asociados con las proteinas hace que
gran parte de esta fraccion no sea asimilable nutricionalmente (Devesa-Rey et al.,
2011).

1.1.2 Caracterizacion y composicién de las lias del cava

El proceso de fermentacion no fue completamente elucidado hasta el afio 1863,

cuando el investigador francés Louis Pasteur describié que este proceso
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metabdlico era desarrollado por microrganismos vivos, concretamente levaduras
(Torresi et al., 2011). En la actualidad, se han descrito alrededor de 60 géneros y
mas de 500 especies de levaduras. Entre las levaduras responsables de la
fermentacion alcohdlica, S. cerevisiae es la mas cominmente utilizada, por lo que

también es conocida como la levadura del vino (Torresi et al., 2011).

La composicion de S. cerevisiae cambia durante la crianza de los vinos espumosos,
etapa en la que tiene lugar el proceso de autolisis. Como se expuso en el apartado
anterior, durante esta etapa tiene lugar la lisis de los componentes celulares por
accion de las propias enzimas de la levadura y esto conlleva la pérdida de viabilidad
de las células (Babayan et al., 1981). A pesar de ser un proceso de degradacion
enzimatica, la pared celular de las levaduras permanece estructuralmente intacta o
s6lo parcialmente degradada (Alexandre and Guilloux-Benatier, 2006b). Asi, las lias
del cava pueden definirse como células no viables de S. cerevisiae que estan
naturalmente plasmolizadas debido al proceso de crianza. Visualmente, las lias del
cava son un material arcilloso formado por una fracciéon liquida correspondiente al
cava residual y una fraccién sélida, principalmente integrada por las paredes

celulares de la levadura junto con otros compuestos procedentes del vino.

La pared celular de S. cerevisiae es una estructura rigida que envuelve a la célula'y
que representa aproximadamente el 30% de su peso seco (de Iseppi et al., 2020).
Entre sus funciones principales estd el mantenimiento de la forma celular, la
proteccion frente al estrés fisico, la estabilizacion de las condiciones osméticas, asi
como el desarrollo de interacciones de tipo molecular, tales como la unién sexual
y la floculacion (Klis et al., 2006). Ademas, tiene la capacidad de modificar su
estructura y composicién ante necesidades especificas de la célula y factores de

tipo ambiental (Klis et al., 2002).

En cuanto a su composicion, la pared celular de las levaduras posee diferentes
capas interconectadas de polisacéridos (85%) y proteinas (15%), tal como se puede
apreciar en la Figura 2 (de Iseppi et al., 2020). La capa externa esta formada por
manoproteinas, integradas por manano-oligosacéridos (MOS) unidos a proteinas,
y conectadas entre si por una matriz de B-1,3 glucanos amorfos. La capa interna

esta formada por B-1,3 glucanos sobre una pequefia cantidad de quitina (Klis, 1994;
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Lipke and Ovalle, 1998; Alcazar et al., 2016). Ambas capas se encuentran unidas

por moléculas de 3-1,6 glucanos.

O (o] (0'Ne) @—Oe— MOS (manano-oligosacaridos)
oeres %0 0080
8 8 8 ——— Manoproteinas

- ——— B-1,3 glucanos (amorfos)
B

B-1,6 glucanos
4 w ) .4 _
,7/ UUDHHU Dgﬂﬂﬂgr gﬂgﬁ‘%ﬁ—ﬂ Uﬂ B-1,3 glucanos (fibrosos)

oy gi " g
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X Quitina
Célula de S. cerevisiae",
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Figura 2. Organizacion de la pared celular de S. cerevisiae adaptada de (de Iseppi et al., 2020).

Los B-glucanos son polimeros de glucosa unidos por enlaces B-glicosidicos y
representan el principal constituyente de la pared celular de la levadura (35-55%)
(Tabla 2) (Nerantzis and Taritidis, 2006). En la pared celular se encuentran dos tipos
de B-glucanos, los formados por cadenas largas de unas 1.500 unidades de glucosa
unidas con enlaces B-1,3 y otros mas cortos de unas 150 unidades unidas por
enlaces B-1,6 (Liu et al., 2008). Las diferentes cadenas de B-glucanos interacttan
entre si a través de enlaces de hidrégeno, formando una red continua vy
tridimensional. La elasticidad de esta red permite a las células de levadura soportar

el estrés osmético.

Tabla 2. Componentes de la pared celular de S. cerevisiae. Las diferentes moléculas se presentan
en funcién de su localizacion en la pared celular, desde el exterior al interior (de Iseppi et al.,
2020).

Manoproteinas 30-50 Altamente variable  Altamente variable
B3-1,6 glucanos 5-10 24 150
B3-1,3 glucanos 30-45 240 1500
Quitina 1.5-6 25 120

kDa: Kilodalton
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En los Gltimos afios ha crecido el interés por el uso de glucanos como ingredientes
en la formulacién de alimentos. En el afio 2011, la Comisién Europea autorizé el
uso de B-glucanos de levaduras como nuevos ingredientes alimentarios (Comision
Europea, 2011). Ademas, la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA
por su siglas en inglés) ha validado declaraciones de salud derivadas de los efectos
saludables producidos por la ingesta de glucanos. Concretamente, para los
B-glucanos de la avena y la cebada se aprobd una declaracion referente al normal
mantenimiento de los niveles de colesterol en sangre y otra referente a la reduccion
de la respuesta glucémica postprandial (Comisién Europea, 2012). Por otro lado,
varios estudios han demostrado la habilidad de los B-glucanos para promover el
crecimiento y supervivencia de ciertas especies de bacterias del &cido lactico (BAL)
(Guergoletto et al., 2010; Russo et al., 2012; Shi et al., 2018; Liu et al., 2021).

Otro de los componentes mayoritarios de la pared celular de la levadura son las
manoproteinas, que constituyen entre el 30-50% del peso de la pared celular
(Tabla 2) (Klis, 1994; Alcazar et al., 2016). Gracias a su estructura anfifilica, las
manoproteinas han sido evaluadas como posibles emulsionantes en varias
aplicaciones alimentarias, asi como compuestos estabilizantes y potenciadores de
la espumosidad y palatabilidad en enologia (de Iseppi et al., 2020). Los MOS que
integran estas manoproteinas son polimeros compuestos exclusivamente de
unidades de manosa, para los que se ha reconocido desde hace muchos afios una
importante capacidad prebiotica (Cameron et al., 1988; Kath and Kulicke, 1999).
Segun diferentes estudios, los MOS son capaces de modular la microbiota
intestinal, promover el crecimiento de cepas probidticas, especialmente del género
Lactobacillus y Bifidobacterium, y retardar el crecimiento de microorganismos
patégenos, como Salmonella enterica y Escherichia coli (Asano et al., 2001;
Chauhan et al., 2014; Chen et al., 2014; Pongsapipatana et al., 2016; Cao et al.,
2019; Julendra et al., 2019). Ademas, los MOS también han sido propuestos como
una alternativa natural al uso de antibidticos en la produccion animal, ya que
impiden la adhesion de patégenos bacterianos al bloquear la adherencia de las
proteinas microbianas a la superficie del epitelio intestinal (Kogan and Kocher,
2007; Gainza and Romero, 2017).
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La quitina representa aproximadamente del 1.5 al 6% de la pared celular y consiste
en polimeros lineales de N-acetilglucosamina unidos por enlaces de tipo B-1,4
(Tabla 1). Practicamente la mitad de las cadenas de quitina estan conectadas con
3-1,3 glucanos mediante enlaces glucosidicos (Kollar et al., 1995). Esta estructura

de la quitina confiere resistencia a la pared celular (Lesage and Bussey, 2006).

Ademas de los componentes intrinsecos de S. cerevisiae, las lias también contienen
sustancias procedentes del cava, tales como &cidos orgéanicos, compuestos
fendlicos y compuestos volatiles (Gallardo-Chacén et al., 2010). De hecho, se ha
descrito la capacidad de las levaduras de adsorber en su pared celular este tipo de
compuestos (Jara-Palacios, 2019a). Segin Aguilera (2016), casi una quinta parte de
las lias del cava en peso seco corresponde a acido tartarico. Este es el acido
predominante en las uvas y los vinos y el responsable, en gran medida, de la acidez
de las lias del cava (pH = 3.2). Las lias del cava también contienen una alta cantidad
de compuestos fendlicos, con un contenido total de 34,4 mg EAG/L segin la
caracterizacion realizada por (Aguilera, 2016). Este trabajo describe el perfil
fendlico de las lias del cava, que se caracteriza por la presencia de acido caftarico
(350 pg/g de peso seco), epicatequina (73 pg/g de peso seco), acido cumarico (10
pg/g de peso seco), acido cafeico (9 pg/g de peso seco) y acido ferilico (4 ug/g de
peso seco) (Aguilera, 2016). Las lias del cava también contienen compuestos
volatiles que son adsorbidos en la superficie la pared celular. Gallardo-Chacén et
al. (2009), reportaron la afinidad de las lias del cava hacia varios compuestos
volatiles relacionados con el aroma del vino. Concretamente, los compuestos
mayoritarios detectados en las lias fueron ésteres, aldehidos, norisoprenoides y
terpenos, mientras que los compuestos minoritarios fueron cetonas alifaticas,
sesquiterpenos y trimetil tetrahidronaftalenos. Finalmente, las lias del cava también
contienen restos de algun coadyuvante tecnolégico como la bentonita, que se
afiade al cava para favorecer la floculacién y la recuperacion de las lias al final de la

crianza (Alexandre and Guilloux-Benatier, 2006a).

A pesar de que la composicion de las lias del cava ha sido escasamente estudiada
hasta el momento, si que existen algunos trabajos acerca de las lias procedentes

de vinos. Segun estos trabajos, la composicion de las lias puede depender de
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numerosos factores principalmente relacionados con el tipo de uva y el método de
vinificacion utilizado (Jara-Palacios, 2019b; de Iseppi et al., 2020). Por lo tanto, se
puede extrapolar que, en la medida que estos factores varien en la elaboracién del

cava, también influiran en la composicién final de sus lias.
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1.2 REUTILIZACION Y REVALORIZACION DE SUBPRODUCTOS DE LA
INDUSTRIA DE TRANSFORMACION DE VEGETALES

Hoy en dia, en un contexto de emergencia climatica, uno de los principales retos a
nivel mundial es la busqueda de sistemas alimentarios ambientalmente sostenibles.
Actualmente, la gran mayoria de paises y organismos internacionales incluyen en
sus politicas alimentarias el concepto de la economia circular y la sostenibilidad.
Segun la Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAQ por sus siglas en inglés), la economia circular es un concepto econémico, que
se interrelaciona con la sostenibilidad, y cuyo objetivo es la producciéon de bienes
y servicios reduciendo el consumo y el desperdicio de materias primas, agua y
fuentes de energia (FAO, 2015). Es decir, que el valor de los productos y los
recursos se mantenga en la economia durante el mayor tiempo posible, y que se
reduzca al minimo la generacion de residuos. En este contexto, los Objetivos de
Desarrollo Sostenible (ODS) de las Naciones Unidas incentivan el desarrollo de
estrategias encaminadas a un procesamiento eficiente de los alimentos,
proponiendo una reutilizacién integral de los subproductos alimentarios (ONU,
2015). A nivel europeo, el Pacto Verde Europeo (European Green Deal) es el plan
de acciéon de la Comision Europea para garantizar la aplicacion de los ODS. En el
sector agroalimentario, este plan de accién propone iniciativas que promuevan la
transicion hacia modelos de produccién mas sostenibles, con menor impacto
ambiental y mas eficientes en el aprovechamiento de los recursos, por ejemplo,
generando nuevas estrategias de valorizacion asociadas a los subproductos de la
industria alimentaria (FIAB, 2021).

La industria alimentaria genera grandes cantidades de subproductos, lo que
supone un importante impacto medioambiental y econémico derivado de su
manipulacion tratamiento y/o eliminacion. Durante las dltimas décadas, el
procesamiento industrial de alimentos de origen vegetal ha aumentado
considerablemente con el objetivo de satisfacer la creciente demanda de este tipo
de productos por parte de los consumidores (Sagar et al., 2018). Esta industria
genera una gran cantidad de subproductos vegetales (i.e., bagazo, cascaras,

semillas y hojas) que pueden llegar a alcanzar hasta un 60% de la materia prima
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procesada y que, en gran medida, suelen desecharse (Amaya-Cruz et al., 2015).
Desde el punto de vista de la economia circular, muchos de estos subproductos
que en la actualidad carecen de valor afiadido, podrian reutilizarse en nuevas
aplicaciones en el dmbito de la alimentacion. De hecho, en los dltimos afios, el uso
y revalorizacién de subproductos ricos, por ejemplo, en proteinas, fibras, lipidos o
polifenoles, ha devenido un tema de creciente interés para la industria alimentaria.
En la Figura 3 se muestra el nimero de publicaciones cientificas acerca de la
revalorizacién de subproductos alimentarios publicadas desde 1990, observando
como el 95% de estas han aparecido en los Ultimos 10 afos, y el 80% en los uGltimos

5 anos.
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Figura 3. Nimero de publicaciones cientificas sobre revalorizacién de subproductos alimentarios
en el periodo de 1990-2020. Datos obtenidos del portal Web of Science con el término de
busqueda: food by-products valorization a fecha de 1° de noviembre del 2021. Numero total de
articulos: 1150.

Una de las estrategias de reutilizaciéon de subproductos mas utilizada hasta el
momento es su uso como ingredientes de origen natural en la reformulacién de
alimentos, aprovechando sus potenciales efectos antioxidantes, texturizantes,
prebidticos y/o antimicrobianos. La mayoria de las investigaciones estan enfocadas
a la mejora del perfil nutricional de ciertos alimentos, muchos de ellos productos
fermentados, mediante la adicion de subproductos de origen vegetal ricos en fibra

dietética (Garcia et al., 2002; Fernandez-Ginés et al., 2004; Fernandez-Lépez et al.,
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2008; Sendra et al., 2008a; Sayas-Barbera et al., 2012; Yalinkili¢ et al., 2012a;
Sénchez-Zapata et al., 2013; Mendes et al., 2014; Mikami et al., 2020). En este
campo, se han obtenido derivados cérnicos més saludables tras la adicion de
subproductos ricos en fibra. Por ejemplo, Fernandez-Ginés et al. (2004), anadieron
albedo de limén (i.e., la parte blanquecina de los citricos que se encuentra bajo la
piel, muy rica en fibra y compuestos bioactivos) en la elaboracién de salchichas
cocidas de Bolofa, obteniendo una mejora significativa tanto desde el punto de
vista nutricional (aumento del porcentaje de fibra) como tecnolégico (reduccién del
nivel de nitritos residuales). Sdnchez-Zapata et al. (2013), elaboraron chorizos con
un alto contenido de fibra afiadiendo a su formulacién un subproducto resultante
de la elaboracién de horchata (restos de chufa ricos en fibra) sin comprometer el
proceso de curado ni las propiedades fisico-quimicas. En ambos estudios, la
reformulacion de los derivados carnicos con los subproductos no implicé cambios
significativos en las propiedades sensoriales, siendo muy similares a los

convencionales.

Otra estrategia de revalorizacién es el uso de subproductos ricos en fibra en la
sustitucién de la fraccién grasa de los alimentos. En este sentido, un estudio
publicado en el afio 2020 evalud el uso de restos de limén procedentes de la
elaboracién de Limoncello en la formulacién de derivados carnicos fermentados
crudos-curados (Salamis) bajos en grasa (Tremonte et al., 2020). Asi, la adicién de
un 4% de este subproducto, junto con la acciéon de un cultivo iniciador
especificamente seleccionado, permitié la obtenciéon de derivados cérnicos
fermentados nutricionalmente mejorados, con un 14% menos de grasa y presencia
de fibra, y con caracteristicas de textura y color similares al producto tradicional
(Tremonte et al., 2020). En otro estudio similar también se demostré cémo la
adicién de un 1,5% de fibras procedentes de diferentes frutas y cereales en
derivados carnicos fermentados bajos en grasa (un 15% menos), tuvo un efecto
positivo, no sélo en las caracteristicas nutricionales (35% menos del valor
energético) si no también en las organolépticas, que fueron muy similares a las de
los productos altos en grasa. De todos los subproductos considerados, la fibra de

naranja fue la que mostré los mejores resultados (Garcia et al., 2002).
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Ademas de estas estrategias encaminadas a la mejora nutricional y sensorial de
ciertos alimentos, también se ha planteado la reutilizacién de subproductos de la
industria alimentaria desde la perspectiva de la seguridad alimentaria y de la salud
por su papel como prebidticos. A continuacién, se tratardn con mas detalle estos
dos enfoques de revalorizacién de subproductos aplicados a alimentos

fermentados, ya que son en los que se basan los objetivos de esta tesis.

1.2.1. Estrategias de revalorizacion de subproductos para la mejora de la seguridad
alimentaria de productos fermentados

Ademas de las conocidas implicaciones nutricionales de la adicién de fibra dietética
a los alimentos, cada vez mas se esta investigando su efecto desde el punto de
vista tecnoldgico y de seguridad alimentaria, especialmente en productos

fermentados.

El proceso de fermentacién comporta una serie de modificaciones fisico-quimicas
y bioquimicas que confieren al producto final las caracteristicas organolépticas
propias, ademas de aumentar su estabilidad. Concretamente, la fermentacion
lactica, que tiene lugar en la obtencién de productos como los derivados carnicos
fermentados o los quesos, conlleva una acidificacion (pH <5,2) del producto que
favorece la seleccion de la propia microbiota fermentativa, es decir las BAL,
inhibiendo a su vez el desarrollo de microorganismos alterantes y patégenos. En el
admbito de la elaboracion industrial de este tipo de productos es habitual el uso de
cultivos iniciadores o starters, que proporcionan una elevada carga inicial de BAL,
que facilmente dominara sobre la endégena, reduciendo la posibilidad de que se
produzcan deficiencias de tipo microbiano y permitiendo estandarizar la calidad

del proceso (Cocconcelli and Fontana, 2010).

En este contexto, la reutilizaciéon de subproductos vegetales ricos en fibra como
ingredientes en la formulacién de productos fermentados podria estimular el
crecimiento de BAL y/o ayudar a lograr una mayor disminucién del pH. Ambos
efectos son deseables en términos de seguridad alimentaria. Hasta el momento,

pocos trabajos han considerado el impacto de la adicién de subproductos de
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origen vegetal en alimentos fermentados en términos de seguridad alimentaria
(Tabla 3).

El trabajo de Sayas-Barbera et al. (2012), evalud el efecto de la adicién de un 1%
de fibra de naranja, obtenida como residuo de la produccién de zumos, en la
seguridad y calidad de un derivado cérnico (Longaniza de Pascua) fermentado con
la cepa probidtica Lacticaseibacillus casei CECT475 (anteriormente llamado
Lactobacillus casei). El uso combinado del subproducto a base de fibra de naranja
y del cultivo iniciador tuvo un efecto promotor en el crecimiento y la supervivencia
de bacterias fermentativas (i.e., Lactobacilos y Micrococos), y consecuentemente,
una mayor y mas rapida acidificacién del producto en comparacién con el control
(sin la adicion de fibra). Resultados muy similares se han obtenido también en el
trabajo publicado recientemente por Mikami et al. (2020). En este estudio se evalué
el efecto en la seguridad microbiolégica y la calidad sensorial de la suplementacion
con lias de sake (10%) en un derivado cérnico fermentado. Estas lias son un
subproducto procedente de la elaboracién de sake (i.e., bebida alcohdlica
japonesa obtenida a partir de la fermentacion de arroz) compuesto, en gran parte,
por S. cerevisiae (Kawamoto et al., 2011). La suplementacién con este subproducto
provocé un aumento tanto en los recuentos de BAL como de Staphylococcus
respecto a los derivados carnicos fermentados control. Asimismo, los valores de pH
de los derivados carnicos adicionados con lias de sake fueron significativamente

mas bajos que los del control, al igual que los nitritos residuales.

Sin embargo, dos estudios que reformularon derivados caricos fermentados
crudos-curados con la adicién de un subproducto de la elaboracion de zumo de
naranja, Unicamente vieron un efecto sobre la acidificacion, con valores de pH mas
bajos en comparacion con los derivados carnicos control sin fibra (Fernandez-Lépez
et al., 2008; Yalinkilic et al., 2012a). De hecho, en el estudio de Yalinkili¢ et al.
(2012), el incremento observado en los recuentos medios de BAL debido a la
presencia de fibra de naranja no puede considerarse microbiolégicamente
relevante. Otro trabajo méas reciente también observd el mismo comportamiento

para los valores de pH y los recuentos de BAL en un salami elaborado con un 4%
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de albedo de limén, un subproducto de la elaboracion de limoncello (Tremonte et
al., 2020).

Finalmente, Sdnchez-Zapata et al. (2013), no observaron un efecto desde el punto
de vista de la seguridad microbiolégica tras la adicion de un subproducto rico en
fibra obtenido tras el procesado de la chufa, ya que no se vieron afectados ni los
recuentos de las BAL, responsables de la fermentacion, ni los valores de pH

(Sanchez-Zapata et al., 2013).

Ademas del potencial efecto promotor de la fermentacion, otra estrategia de
revalorizacion de subproductos desde el punto de vista de la seguridad alimentaria
seria su impacto en el crecimiento de ciertas especies patdgenas cominmente
transmitidas por los alimentos (i.e., Salmonella spp., Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes). Algunos estudios han
demostrado el efecto protector de extractos fendlicos obtenidos de diferentes
subproductos alimentarios frente a patégenos alimentarios (i.e., semillas, hollejos y
tallos de uva; orujo de aceituna; pulpa de manzana y tallos de shitake) (van Ba et
al., 2016, 2017; Vazquez-Armenta et al., 2017; Vazquez-Armenta et al., 2018;
Menchetti et al., 2020; Zokaityte et al., 2020). Sin embargo, la gran mayoria de
trabajos que han demostrado el efecto antimicrobiano de los extractos fendlicos
procedentes de subproductos se basan en ensayos in vitro (Taguri et al., 2004;
Serra et al., 2008; Tsukada et al., 2016; Sanz-Puig et al., 2017; Gouvinhas et al.,
2018; Silva et al., 2018; Ricci et al., 2019). En este caso, es importante destacar que
la concentracién minima inhibitoria contra un patégeno especifico varia
dependiendo del tipo de polifenol o incluso de la cepa bacteriana (Taguri et al.,
2004).
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Tabla 3. Estudios sobre |a revalorizacion de subproductos vegetales para la mejora de la seguridad alimentaria de productos fermentados.

Fibra de naranja obtenida de la
produccién industrial de zumo
(1% y 2%)

Fibra de naranja obtenida de la
produccién industrial de zumo
(1%)

Fibra de naranja obtenida de la
produccién industrial de zumo
(2% y 4%)

Fibra de chufa (Cyperus esculentus)
obtenida de la elaboracién de horchata
(5% y 7%)

Fibra del albedo de limdn obtenido de la
producciéon de Limoncello
(4%)

Pulpa de manzana obtenida de la
elaboracion de zumo
(8%)

Lias obtenidas de la elaboraciéon de Sake
(bebida alcohdlica fermentada de arroz
japonés)

(10%)

Derivado cérnico fermentado
crudo-curado (Salchichdn)

Derivado cérnico fermentado
crudo-curado (Longaniza de
Pascua)

Derivado cérnico fermentado
crudo-curado (Sucuk)

Derivado cérnico fermentado
crudo-curado (Chorizo)

Derivado céarnico fermentado
crudo-curado (Salami)

Bebida lactica fermentada

Derivado cérnico fermentado
crudo-curado

Sin efecto sobre BAL, pero si en el crecimiento de

Micrococcus

Mayor acidificacion (2%)

Menor aw (2%)

Disminucién del nivel de nitrito residual

Mayor crecimiento de BAL y Micrococcus
Menor crecimiento de enterobacterias
Mayor acidificacion

Disminucién del nivel de nitrito residual

Mayores recuentos de BAL (4%)

Menor crecimiento de Micrococcus/Staphylococcus

Mayor acidificacion
Disminucién del nivel de nitrito residual

Sin efecto sobre BAL
Sin efecto sobre el pH
Mayor aw (2%)

Sin efecto sobre BAL
Mayor acidificacion
Mayor aw

Efecto antimicrobiano sobre 13 cepas de
bacterias alterantes y/o patégenos

Mayores recuentos de BAL y Staphylococcus
Mayor acidificacion
Disminucion del nivel de nitrito residual

(Fernédndez-Lopez
et al., 2008)

(Sayas-Barbera et
al., 2012)

(Yalinkilic et al.,
2012b)

(Sénchez-Zapata
etal, 2013)

(Tremonte et al.,
2020)

(Zokaityte et al.,
2020)

(Mikami et al.,
2020)
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1.2.2 Estrategias de revalorizacion de subproductos por su potencial efecto prebiético

Los subproductos de origen vegetal, fundamentalmente ricos en fibra alimentaria,
parecen ejercer efectos moduladores positivos sobre la microbiota intestinal, lo
que sugiere un efecto prebidtico (Borrelli et al., 2004; Piekarska-Radzik and
Klewicka, 2021). De hecho, los prebioticos estan formados por fibra soluble
alimentaria, no digerible por las enzimas digestivas, pero susceptible de ser
fermentada por la microbiota intestinal del individuo, estimulando el crecimiento o
la actividad de determinadas especies beneficiosas, principalmente bifidobacterias
y lactobacilos (Gibson et al., 2017; Mudgil et al., 2018). El aumento de este tipo de
poblacion coldnica representa un beneficio para la salud humana, interviniendo en
procesos antiinflamatorios e inmunolégicos, en la producciéon de compuestos que
inhiben a potenciales patégenos, y en el aporte de vitaminas y enzimas activas que
ayudan al aprovechamiento de nutrientes. Numerosos estudios demuestran que la
ingesta de prebidticos puede reducir el riesgo de padecer ciertas enfermedades,
como el sindrome de colon irritable, enfermedad inflamatoria intestinal, colitis
ulcerosa y enfermedad de Crohn, entre otras (Slavin, 2013; Corzo et al., 2015;
Carlson et al., 2018)

Recientemente, se han publicado diferentes estudios que tenian como objetivo la
revalorizacion de subproductos vegetales por su potencial papel prebidtico. Estos
trabajos se han realizado mediante ensayos in vitro con cepas probidticas o con
bacterias aisladas de la microbiota intestinal. En general, todos los estudios
disponibles ofrecen resultados prometedores al demostrar un mayor crecimiento
de las cepas bacterianas ensayadas in vitro, principalmente sobre Lactobacillus, en
presencia de diferentes subproductos ricos en fibra, como la piel de limédn, el
bagazo de remolacha, manzana o jabuticaba, las semillas de castafia o la harina de
frutas y verduras (Sendra et al., 2008a; Jiménez-Zamora et al., 2015a; Albuquerque
et al.,, 2017; Gémez et al., 2019a; Przyborska et al., 201%9a; Lacerda Massa et al.,
2020a; Mateos-Aparicio et al., 2020; Silva de Andrade et al., 2020). La Tabla 4
resume los diferentes estudios que evallan el potencial efecto prebidtico de
algunos subproductos alimentarios de origen vegetal. Por ejemplo, el trabajo
publicado por Silva de Andrade et al. (2020), demostré la viabilidad de utilizar

harina hecha a base de subproductos de frutas y verduras obtenidas de la
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producciéon de bebidas isotdnicas, como posible fuente prebidtica sostenible. En
un primer ensayo in vitro con varias cepas probidticas pertenecientes a los géneros
Lactobacillusy Bifidobacterium se observd un aumento en el crecimiento
bacteriano en presencia del subproducto vegetal, en comparacién con un control
no suplementado. Posteriormente, cuando este subproducto de frutas y verduras
se ensayo sobre la microbiota fecal obtenida de cinco donantes, los autores
reportaron un efecto prebidtico sobre Lactobacillus y Bifidobacterium igual o
superior al que ejercieron los fructo-oligosacaridos (FOS), un compuesto

comuinmente reconocido por su efecto prebidtico (Silva de Andrade et al., 2020).

La Jabuticaba es una fruta altamente perecedera que se consume habitualmente
en Brasil, cuya mayor parte se destina a la transformacion industrial, lo que genera
un subproducto formado por piel y la semillas. Recientemente, Lacerda Massa et
al. (2020), evaluaron el efecto prebidtico de este subproducto, en comparacién con
FOS, en cepas probidticas de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Los
recuentos celulares de las cepas probidticas fueron similares tanto en medio con
Jabuticaba o FOS. Ademés, la presencia de Jabuticaba en el medio de cultivo de
los probidticos dio lugar a una disminucién del pH, un aumento de la produccién
de acido lactico y de acidos grasos de cadena corta (AGCC) (Lacerda Massa et al.,
2020b).

Ademas de los estudios que han evaluado el efecto prebiético in vitro de ciertos
subproductos, algunos autores han estudiado este mismo efecto en modelos de
productos fermentados. En este sentido, el trabajo de Sendra et al. (2008), evalué
el efecto prebidtico de una fibra de citricos obtenida como subproducto de la
elaboracion de zumo en el crecimiento de bacterias probidticas en leche
fermentada. Este subproducto fue capaz de potenciar el crecimiento y
supervivencia de las cepas probidticas afiadidas (Lactobacillus acidophilus
CECT903 y Lacticaseibacillus casei CECT 475), mostrando a la vez una buena
aceptacioén sensorial del producto (Sendra et al., 2008a). Otro estudio realizado por
Albuquerque et al. (2017), evaludé el efecto prebidtico en el crecimiento de
bacterias probidticas de un subproducto de la fruta de la pasién en una bebida de

soja fermentada. La adicién de este subproducto derivé en recuentos mas altos de
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las cepas probidticas del género Lactobacillus y en una mayor acidificacion del
producto. Sin embargo, no se vio ningun efecto prebidtico sobre las cepas de

Streptococcus (Albuquerque et al., 2017).
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Tabla 4. Resumen de los articulos cientificos que evaltan el efecto prebidtico de los subproductos alimentarios.

Subproducto Disefio del estudio para evaluar el efecto Efecto obtenido por la adicion del Referencia
(% adicionado) prebistico subproducto

Fibra de limén y naranja Ensayo in vitro y en leche fermentada en el crecimiento ¢ En el ensayo in vitro, mayor supervivencia de (Sendra et al.,
obtenida de la produccion de las cepas probidticas B. bifidum CECT 870, todas las cepas probidticas, especialmente en  2008b)

de zumo L. casei CECT 475y L. acidophilus CECT 903 el caso de la fibra de naranja

(1%) e En la leche fermentada, mayor crecimiento y

supervivencia de todas las cepas probidticas
o Mayor acidificacion de la leche fermentada

Cascarilla (endocarpio) del Ensayo in vitro en el crecimiento de la microbiota o Capacidad de crecimiento de los géneros (Jiménez-Zamora
grano de café obtenida intestinal de 3 pacientes sanos Lactobacillus spp. y Bifidobacterium de la et al., 2015b)
después del tueste y, granos microbiota al afadir el subproducto como

de café molidos obtenidos Unica fuente de carbono

después de su infusién

(1%)

Subproducto obtenido del Ensayo en bebida fermentada de soja en el crecimiento e Mayor crecimiento Unicamente de las cepas (Albuguerque et
procesamiento de fruta de de las cepas probidticas Streptococcus thermophilus probidticas de Lactobacillus al., 2017)

la pasién TH-4, L. acidophilus LA-5, L. rhamnosus LGG, o Mayor acidificacion de la bebida de soja

(1%) L. fermentum PCC, L. reuteri RC-14 fermentada con cepas probidticas de

Lactobacillus

Semilla del castafio de Ensayo in vitro en el crecimiento de las cepas o Capacidad de crecimiento de los probidticos (Przyborska et al.,
indias obtenido de la probidticas L. rhamnosus ATCC 7469, en presencia del subproducto como Unica 2019b)
fabricacion de L. acidophilus ATCC 4356, L. casei ATCC 393, fuente de carbono

complementos alimenticios Latilactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC801, e Capacidad de producir 4cido lactico y acido

(1%) Limosilactobacillus fermentum ATCC9338, acético

Bifidobacterium breve ATCC15698,

Bifidobacterium angulatum DSM20098,

Bifidobacterium infantis DSM20088 y

Bifidobacterium longum DSM20219
Continua
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Subproducto

Disefio del estudio para evaluar el efecto Referencia
prebistico
Ensayo in vitro en el crecimiento de las cepas

Efecto obtenido por la adicion del
subproducto
o Capacidad de crecimiento de todos los

(% adicionado)

Oligosacéridos obtenidos (Gémez et al.,

de la remolacha procedente
de la produccion de azdcar
y, oligosacéridos obtenidos
de piel de limén procedente
de la producciéon de zumo
(1%)

Bagazo de manzana (piel,
pulpa, semillas, tallos)
obtenido de la produccién
de zumo, sidra y vinagre

(5%)

Bagazo (pieles y semillas) de
Jabuticaba (fruta brasilefia)
(2%)

Harina de frutas y verduras
obtenidas de la produccion
de bebidas isoténicas

(2% y 3%)

probidticas L. plantarum IFPL935, L. rhamnosus GG,

L. casei IFPL710, Limosilactobacillus reuteri DSM17938,
Levilactobacillus brevis IFPL737, B. lactis BB12,

B. breve 26M2

Ensayo in vitro sobre el metabolismo (produccién de
AGCC) de Bifidobacterium bifidum DSM20239

Ensayo in vitro en el crecimiento de las cepas
probidticas L. acidophilus LA-5, L. casei LAFTIy
B. animalis spp. lactis BB12

Ensayo in vitro en el crecimiento de las cepas
probidticas Lacticaseibacillus rhamnosus R11,
Lacticaseibacillus casei 01,

Lactobacillus acidophilus LA-5,

Bifidobacterium animalis spp. lactis BB12 y sobre la
microbiota intestinal de 5 donantes sanos

probidticos en presencia del subproducto de
la remolacha como Unica fuente de carbono.
Capacidad de crecimiento limitada o nula de
algunos probidticos (L. reuteri DSM 17938,

L. rhamnosus GG) en presencia del
subproducto del limén como Unica fuente de
carbono.

Mayor produccién AGCC por parte de la cepa
probidtica

Capacidad de crecimiento de los probidticos
en presencia del subproducto como Unica
fuente de carbono

Capacidad de producir AGCC por parte de los
probidticos

Mayor crecimiento de las 4 cepas probidticas
en presencia de 3% de subproducto

Mayor acidificacién producida por las cepas
del género Lactobacillus

Mayor crecimiento de los géneros
Lactobacillus y Bifidobacterium de la
microbiota intestinal con un 2% de
subproducto

Mayor producciéon de AGCC por parte de la
microbiota intestinal con un 2% de
subproducto

2019b)

(Mateos-Aparicio
et al., 2020)

(Lacerda Massa et
al., 2020b)

(Silva de Andrade
et al., 2020)

AGCC: Acidos grasos de cadena corta
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2. INTERES Y OBJETIVOS

En la industria vitivinicola se genera una enorme cantidad de subproductos que
pueden llegar a representar hasta un 20% del total de vino o cava producido. De
estos, el bagazo u orujo (constituido por el hollejo o piel de la uva, las semillas y
los tallos de los racimos) es el principal residuo (aproximadamente un 60%),
seguido de las lias, que representan un 14% del total del residuo enolégico
generado (Giacobbo et al., 2019), aunque se ha estimado que la cantidad de lias
producidas puede llegar a suponer hasta un 25% (Lavelli et al., 2016). Desde el
enfoque de la economia circular, estos subproductos de la industria vitivinicola
podrian ser reciclados, reutilizados o recuperados, mejorando asi la sostenibilidad
econdémica y medioambiental de las actividades enoldgicas. Sin embargo, a pesar
del gran volumen de lias generadas, y de que contienen una amplia variedad de
compuestos con interés desde el punto de vista de la industria alimentaria (i.e.,
fibra soluble, polifenoles, 4cidos organicos), hasta el momento han recibido poca
atencion y son muy escasas las estrategias para su revalorizacién, especialmente

para las lias procedentes de la elaboracion de cava.

En la actualidad, las lias se utilizan principalmente para la obtencién de etanol y
acido tartérico, o bien como compost o para suplementar el pienso animal. Sin
embargo, estas aplicaciones son més una manera de reducir costos de eliminacion
que una verdadera estrategia de revalorizacién. El Reglamento (CE) n° 479/2008,
por el que se establece la organizaciéon comuin del mercado vitivinicola, contempla
la obtencion de etanol a partir de la destilacion de las lias del vino, rico en
compuestos aromaticos y utilizado normalmente en la produccion de bebidas
espirituosas (Bustos et al., 2004b). Una vez las lias han sido destiladas, se pueden
utilizar para la obtencién de acido tartérico, el dcido mas abundante en las uvas y
en el vino. El acido tartérico es un acidificante utilizado para diferentes aplicaciones,
no sélo en la produccién de alimentos y bebidas, sino también en la industria
farmacéutica, cosmética y quimica (Quitmann et al., 2014). Ademas, tanto la
destilacién como la obtencién de acido tartarico permiten reducir la cantidad de

materia organica del residuo sélido y, por lo tanto, la demanda de oxigeno de este
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subproducto, mejorando asi el impacto ambiental ligado a su gestién y eliminacion
(de Iseppi et al., 2020).

Otra estrategia que se ha planteado es el uso de las lias del vino como ingrediente
para la produccién de medios de cultivo microbiano, aunque todavia se encuentra
en un estado de investigacion preliminar. Los estudios desarrollados hasta el
momento han demostrado que la adicién de lias a un medio de cultivo proporciona
un rendimiento similar al obtenido por otros medios de cultivo tradicionales, como
el Man Rogosa Sharpe (MRS), siendo a la vez una alternativa econémicamente mas
rentable (Bustos et al., 2004c, 2004a; Salgado et al., 2009). Finalmente, también
existen algunos estudios que proponen la posibilidad de obtener compuestos
fendlicos a partir de las lias para su futurible reutilizacién como ingredientes

biofuncionales (Jara-Palacios, 2019a).

En el contexto actual en el que las lias del cava son un subproducto de la industria
vitivinicola con poco valor afiadido y generado en gran volumen, alrededor de 200
toneladas en el Ultimo afio, esta tesis doctoral plantea como objetivo general
estudiar una nueva estrategia de revalorizacién de las lias del cava, tanto como
ingrediente con una aplicacién en seguridad alimentaria como por su caracter

prebidtico.

La adicion de lias del cava en la formulacién de ciertos alimentos fermentados
podria tener un impacto positivo desde el punto de vista de la seguridad
alimentaria. Su composicién rica en B-glucanos y MOS podria dar lugar a una mejor
implantacién de las bacterias responsables de la fermentacién y un mayor y mas
rapido descenso del pH que, en ultimo término, reduciria el riesgo de desarrollo
de posibles microorganismos patégenos. Asimismo, otros compuestos presentes
en las lias podrian también ejercer un efecto antimicrobiano. El uso de este
subproducto podria suponer, ademds, una reduccién en la formacién de

metabolitos microbianos indeseables, como ciertas aminas biégenas.

Por otra parte, la fibra soluble de la pared celular de las lias del cava podria
favorecer el crecimiento selectivo de bacterias probidticas, promoviendo asi una

mejora de la microbiota intestinal y, por extensién, de la salud humana. El potencial
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rol prebidtico de las lias del cava permitiria dar una nueva salida a este subproducto

en el dmbito de los complementos alimentarios.

De acuerdo con nuestros conocimientos, es la primera vez que se plantea el estudio

de las lias del cava desde estas perspectivas de revalorizacion.

Para alcanzar el objetivo general de esta tesis, se plantean los siguientes objetivos

especificos:

Objetivo 1. Evaluar el efecto promotor de las lias del cava en el crecimiento de
diferentes especies de BAL cominmente utilizadas como cultivos iniciadores, tanto

in vitro como en derivados caricos fermentados (Publicaciones 1y 2).

Objetivo 2. Estudiar y comparar el efecto antimicrobiano de las lias del cava y de
su extracto fendlico frente a bacterias patdégenas de origen alimentario en

derivados carnicos fermentados (Publicacién 2).

Objetivo 3. Estudiar si la adicién de lias del cava o de su extracto fendlico puede
reducir la formacién de aminas bidgenas en derivados caricos fermentados
(Publicacion 3).

Objetivo 4. Evaluar in vitro el efecto prebidtico de las lias del cava en el crecimiento

de bacterias probidticas (publicacion 1).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

Esta seccién se organiza en funcién de los diferentes objetivos especificos
planteados, presentando los principales resultados obtenidos y su discusion de
manera conjunta. Cada apartado incluye también un breve planteamiento del
estudio, asi como un resumen del disefio experimental utilizado. Los resultados de

la tesis doctoral se encuentran recogidos en tres articulos cientificos.
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3.1 Evaluacion del efecto promotor de las lias del cava en el crecimiento de diferentes
especies de BAL cominmente utilizadas como cultivos iniciadores, tanto en modelos in vitro
como en derivados cdmicos fermentados.

PUBLICACION 1
Growth-Promoting Effect of Cava Lees on Lactic Acid Bacteria Strains: A Potential
Revalorization Strategy of a Winery By-Product

Salvador Herndndez-Macias, Oriol Comas-Basté, Anna Jofré, Sara Bover-Cid, M.
Luz Latorre-Moratalla, M. Carmen Vidal-Carou
Foods, 2021, 10(7), 1636.
indice de impacto (SJR 2020): 0,774
Posicion en el drea de conocimiento “Food Science”: Q1 (73/332)

PUBLICACION 2
Revalorization of Cava Lees to Improve the Safety of Fermented Sausages.

Salvador Herndndez-Macias, Nuria Ferrer-Bustins, Oriol Comas-Basté, Anna Jofré,
M. Luz Latorre-Moratalla, Sara Bover-Cid, M. Carmen Vidal-Carou
Foods, 2021, 10(8), 1916.
indice de impacto (SJR 2020): 0,774
Posicion en el drea de conocimiento “Food Science”: Q1 (73/332)

COMUNICACION ESCRITA

Salvador Hernandez-Macias, S., M. Luz Latorre-Moratalla, Oriol Comas-Basté,
Montserrat Riu-Aumatell, M. Teresa Veciana-Nogués, M. Carmen Vidal-Carou.
¢Pueden las lias del cava mejorar la seguridad de los alimentos fermentados?
Reunién Anual de la Sociedad Espafiola de Seguridad Alimentaria, 2018,
Salamanca.

COMUNICACION ESCRITA

Salvador Herndndez-Macias, Gemma Rius-Olivella, Oriol Comas-Basté, Sonia
Sénchez-Pérez, Nelly Mufioz-Esparza, M. Teresa Veciana-Nogués, Sara Bover-Cid.,
M. Luz Latorre-Moratalla, M. Carmen Vidal-Carou. Estudio del efecto promotor de
las lias del cava en el crecimiento de bacterias lacticas. V Congreso Internacional
de Calidad y Seguridad Alimentaria Asociacién de Consultores y Formadores de
Espana en Calidad y Seguridad Alimentaria (ACOFESAL), 2019, Barcelona.
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COMUNICACION ORAL | Premio al mejor péster

Salvador Hernandez-Macias, Sergio Gonzalez-Pastor, Oriol Comas-Basté, Sonia
Sanchez-Pérez, Nelly Munoz-Esparza, M. Teresa Veciana-Nogués, M. Luz Latorre-
Moratalla, M. Carmen Vidal-Carou. Histaminase activity of Lactobacillus sakei and
the promoting effect of cava lees on its growth. V Workshop del Instituto de
Investigacion en Nutricid y Seguridad Alimentaria (INSA-UB), 2019, Santa Coloma
de Gramenet.

COMUNICACION ORAL

Salvador Hernandez-Macias, M. Luz Latorre-Moratalla, Oriol Comas-Basté, Nelly
Mufioz-Esparza, M. Teresa Veciana-Nogués, M. Carmen Vidal-Carou. Efecto
promotor de las lias del cava en el crecimiento de cepas de Lactobacillus sakei:
una estrategia de seguridad y sostenibilidad. Reunién Anual de la Sociedad
Espariola de Seguridad Alimentaria, 2020, En linea.

PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS

Los derivados carnicos fermentados crudos-curados son productos elaborados con
una mezcla de carne y grasa picadas (generalmente de cerdo), sal, agentes de
curado (nitrato y nitrito), azlcares, especias y aditivos alimentarios que,
debidamente embutidos en tripas naturales o artificiales, se someten a un proceso
de fermentacién/curado y, eventualmente, ahumado (Ordofiez and de la Hoz,
2001). En estas etapas del proceso se establecen las modificaciones fisicoquimicas
y bioquimicas que conferiran al producto las caracteristicas organolépticas propias,

ademés de aumentar su estabilidad.

La microbiota tipica de los derivado cémicos fermentados estd constituida
mayoritariamente por BAL, con recuentos finales de 107 — 10° UFC/g (Erkkila et al.,
2001; Benito et al., 2007). Las especies mayoritarias aisladas en derivados cérnicos
fermentados son Latilactobacillus sakei (anteriormente llamado Lactobacillus sakei),
Latilactobacillus curvatus (anteriormente llamado Lactobacillus curvatus) vy
Lactiplantibacillus  plantarum  subsp. plantarum (anteriormente Ilamado
Lactobacillus plantarum) (Hammes et al., 1990; Hugas et al., 1993), siendo L. sakei
la especie predominante (Aymerich et al., 2003). Esta microbiota es, en general,
capaz de generar por si sola una adecuada fermentacién, pues la adicién de sal

(con la consecuente disminucion de la ay) y azlcares (como sustrato energético)
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favorecen selectivamente su desarrollo. En el ambito de la elaboracién industrial
de los derivados cérnicos fermentados crudos-curados es habitual el uso de cultivos
iniciadores compuestos por cepas bacterianas debidamente seleccionadas por sus
adecuadas caracteristicas fermentativas (Ammor et al., 2005). Estos cultivos
proporcionan a la masa cérnica inicial una elevada carga microbiana que dominara
sobre la microbiota enddgena, permitiendo que la fermentacion se lleve a cabo de
una manera mas controlada, estandarizando asi |a calidad del proceso y reduciendo
el peligro de que se produzcan deficiencias por microorganismos alterantes o

patégenos (Cocconcelli and Fontana, 2014).

Teniendo en cuenta que las lias del cava son ricas en fibras, principalmente
B-glucanos y MOS, éstas podrian tener una aplicaciéon como promotoras del
crecimiento de BAL, con un potencial impacto positivo en la seguridad de los
derivados cérnicos fermentados. De confirmarse, ésta podria ser una estrategia
novedosa para la revalorizacion de este subproducto enolédgico en linea con las
iniciativas actuales de la economia circular. Hasta la fecha, las lias del cava no se
han estudiado desde esta perspectiva. Por tanto, el objetivo de este estudio fue
evaluar in vitro y en derivados cérnicos fermentados el efecto promotor de las lias
del cava en el crecimiento de diferentes cepas de especies de BAL cominmente
utilizadas como cultivos iniciadores en la elaboracion de derivados carnicos

fermentados crudos-curados.

DISENO EXPERIMENTAL

Obtencidn de las lias del cava

Las lias del cava fueron cedidas por la bodega Freixenet S.A. (Sant Sadurni d'Anoia,
Espafa). Para eliminar el cava remanente, las lias himedas se centrifugaron a
10.000 rpm durante 10 min a 4 °C. Posteriormente, las lias se congelaron (-80 °C),
liofilizaron (Cryodos-50, Telstar, Terrassa, Espafia), molieron y conservaron en tubos

sellados protegidos de la luz y de la humedad hasta su uso.
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Evaluacidon in vitro del efecto de diferentes cantidades de lias del cava en el
crecimiento de cepas de BAL

Con el objetivo de seleccionar la concentracién més eficaz de lias del cava, se
evalud el efecto promotor del crecimiento de diferentes proporciones de lias (0,5%,
1%, 2% y 5% (p/v)) en 6 cepas diferentes de BAL: L. sakei (CTC494 y BAP111),
L. plantarum (CECT4180 y CECT220), L. curvatus (BAP202) y L. casei (BAP341). La

Figura 4 esquematiza el procedimiento experimental seguido.

Lias del cava

!

Centrifugacién

(10.000 rpm, 10 min, 4 °C) Cepas de BAL
Congelacién (=80 °C), liofilizacion Cultivo overnight
y molienda en medio MRS

Adicién de
# proporciones (0%-5%) | Subcultivo de 100uL en medio
" | MRS bajo condiciones aerdbicas

!

Recuentos microbianos en placa
en diferentes intervalos de
incubacion (0-72h)

Figura 4. Procedimiento experimental para la evaluacién in vitro del efecto de las lias del cava en
el crecimiento de diferentes cepas de BAL.

Screening del efecto de las lias del cava en el crecimiento de cepas de BAL
utilizadas como cultivos iniciadores

Se seleccionaron un total de 10 cepas de BAL por su especial interés tecnolégico
(cultivos iniciadores), todas ellas incluidas en la lista de microorganismos con
estatus de presuncioén cualificada de seguridad (QPS, por sus siglas en inglés) (Tabla
5). Para cada una de las cepas, se evalud el efecto de la adicion de un 5% de lias
(porcentaje previamente seleccionado por mostrar el mayor efecto promotor del
crecimiento) tal como se describe en el apartado anterior (Figura 4). Se realizaron
tres ensayos independientes para cada cepa bacteriana. La evolucién del pH del

medio de cultivo se determiné a lo largo del ensayo. Debido a la acidez conferida
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por las lias, el valor del pH del medio de cultivo suplementado con las lias se ajusto

con KOH (1 M) para equilibrarlo con el de la muestra control.

Tabla 5. Cepas de BAL utilizadas como cultivos iniciadores empleadas para evaluar el efecto
promotor del crecimiento de un 5% de lias del cava.

Latilactobacillus sakei BAP101 30°C Grupo de investigacién Si
BAP102 Si
BAP110 Si
BAP111 Si
BAP115 Si
CTC494 IRTA' Si
SM181 CHR Hansen® No
FSC111 No

Latilactobacillus curvatus ~ BAP201 30°C Grupo de investigacién Si
BAP202 Si

TInstituto de Investigacién y Tecnologia Agroalimentarias.

Evaluacién del efecto promotor de las lias del cava en el crecimiento de BAL en
derivados cérnicos fermentados

A. Elaboracién de los derivados carnicos fermentados

La masa carnica se prepard a escala piloto mezclando carne magra de cerdo picada
y grasa (8:2) molida a través de una placa de 6 mm e inoculdndola un cultivo
iniciador bioprotector L. sakei CTC494, productor de la bacteriocina sakacina K
(Garriga et al., 2002) que, previamente, se hizo crecer a 30 °C durante 19 h en
medio MRS. Posteriormente, se mezclé la carne molida con (en g/Kg): cloruro de
sodio (25), dextrosa (7), pimienta negra (3), ascorbato de sodio (0,5), nitrito de sodio
(0,15) y nitrato de potasio (0,15). En los lotes correspondientes también se afadié
un 5% (p/p) de lias del cava. La Tabla 6 muestra los diferentes lotes considerados
en este estudio. Para cada lote, se introdujeron porciones de 80 g de la masa de
carne preparada en bolsas plasticas permeables Tublin10 (Tub-Ex, Tass,
Dinamarca) mediante envasado al vacio y se sometieron a un proceso de

fermentacion (2 dias a 23 °C) y curado (19 dias a 15 °C).
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Tabla 6. Lotes de derivados carnicos fermentados crudos-curados elaborados para la evaluacién
del efecto promotor de las lias del cava en el crecimiento de BAL. Los lotes fueron formulados sin
o con un 5% (p/p) de lias del cava y L. sakei CTC494 como cultivo iniciador.

C1 - -
L1 Lias del cava -
C1+CTC494 - L. sakei CTC494'
L1+CTC494 Lias del cava L. sakei CTC494

"Productor de la bacteriocina sakacina K (Garriga et al., 2002)

B. Anélisis microbioldgicos y fisicoquimicos

Para los analisis microbioldgicos se diluyeron 15 g de cada masa carnica en solucion
salina (1/10) (NaCl al 0,85% y Bacto Peptona al 0,1%), se homogeneizaron en una
bolsa Blender Smasher® durante 1 min y se volvieron a diluir de manera serial en
solucion salina. Los recuentos de BAL se realizaron en placas de agar MRS a 30 °C
durante 72 h en anaerobiosis. El pH se midi6é con un electrodo de puncién 5232
(Crison Instruments S.A., Alella, Espafia) y un pHmetro portatil PH25 (Crison
Instruments S.A., Alella, Espafia) y la aw con un dispositivo Aqualab 3TE (Decagon
Devices, Inc. Pullman, Washington, EE. UU.). Los anélisis se realizaron por duplicado

a lo largo del proceso de fermentacién y maduracion (0, 2, 8, 14 y 21 dias).

Anélisis Estadistico

El efecto promotor del crecimiento de diferentes cantidades de lias se evalué
mediante un ANOVA y pruebas post-hoc de Tukey (IBM SPSS Statistics 23.0).
Ademas, para evaluar el efecto del 5% de lias en el crecimiento de las diferentes
cepas ensayadas y sobre el pH del medio se aplicé la prueba t de Student. Las

diferencias con p <0,05 se consideraron estadisticamente significativas.

Para determinar las diferencias estadisticas en los recuentos bacterianos, pH y aw
de los derivados carnicos se realizé6 un ANOVA de una via y la prueba post-hoc de

Tukey HSD utilizando el “Tiempo” como factor fijo (software JMP).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de diferentes cantidades de lias del cava en el crecimiento de cepas de BAL

La suplementacion del medio de cultivo con lias del cava resulté en una mayor
concentraciéon de células viables de las diferentes cepas de BAL en comparacion
con el medio control (sin lias). En general, el efecto de las lias fue diferente en
funcién de la cepa y de la dosis considerada. Tal y como se puede observar en la
Figura 5, a partir de las 6 h de cultivo ya se observaron, en algunas cepas, mayores
recuentos microbianos debido al efecto de las lias del cava, aunque éstos solo
fueron estadisticamente significativos en el caso de las dos cepas de L. sakei (p
<0,05). A las 24 h, las diferencias observadas por la presencia de lias fueron ya
estadisticamente significativas (p <0,05) en cuatro cepas (L. sakei CTC494,
L. sakei BAP111, L. curvatus BAP202, y L. casei BAP341) y a todas las cantidades
de lias ensayadas. Ademas, cabe destacar que el efecto de las lias del cava fue
diferente en funciéon de la cantidad utilizada, siendo el 2% y el 5% los porcentajes
que provocaron un efecto mas pronunciado (p <0,05) en el crecimiento bacteriano
(24 h) y/o la supervivencia (48 h). Con respecto a las cepas de L. plantarum, no se
observé ningun efecto hasta las 48 h de incubacién (p <0,05). En este punto, los
mayores recuentos de L. plantarum también se obtuvieron con la adicién de un 2%
y 5% de lias.

En definitiva, de todas las proporciones de lias del cava evaluadas, la adicién de un
5% resultd ser la mas efectiva en todas las cepas ensayadas. Esto se tradujo en
concentraciones de BAL de entre 0,6 y 1,3 logio mas altas que en los cultivos sin
lias, tanto a las 24 h como a las 48 h de incubacién. En la literatura cientifica, otros
estudios también han descrito un efecto promotor de diferentes subproductos
vegetales en el crecimiento de las BAL, a concentraciones que van desde un 1%
hasta un 10% (Sendra et al., 2008a; Matouskova et al., 2016; Gémez et al., 2019a;
Lacerda Massa et al., 2020a; Silva de Andrade et al., 2020). Otro estudio ha
reportado que incluso cantidades mayores de un subproducto (hasta un 20%),
concretamente oligosacéridos purificados de salsa de soja tuvieron un efecto

estimulante en el crecimiento in vitro de ciertas BAL (Yang et al., 2011).
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Figura 5. Concentraciéon microbiana de 6 cepas de BAL en medio de cultivo sin (control) y con
diferentes cantidades de lias del cava después de 6 h (A), 24 h (B) y 48 h (C) de incubacién. Los
resultados corresponden al promedio y desviacion estandar (barras) de tres experimentos
letras minuUsculas denotan diferencias estadisticamente
significativas (p <0,05) entre las cantidades de lias del cava afadidas.
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Screening del efecto de las lias del cava en el crecimiento de cepas de BAL
utilizadas como cultivos iniciadores

La Tabla 5 indica la respuesta de cada una de las cepas frente a la adicién de un
5% (p/v) de lias del cava, en términos de crecimiento. En ocho de las diez cepas
ensayadas se observé un recuento microbiano significativamente mayor (p <0,05)
debido a la presencia de lias del cava, aunque este efecto varié en funcién de la
cepa considerada (Figura 6). Las Unicas cepas que no mostraron este efecto fueron
L. sakei SM189 y L. sakei FSC111.

En cuanto a las seis cepas de L. sakei (BAP101, BAP102, BAP110, BAP111, BAP115
y CTCA494), la adiciéon de un 5% de lias del cava provocd una mayor tasa de
crecimiento en comparaciéon con el control durante la fase de crecimiento
exponencial. Asi, las diferencias en la densidad de poblacién al final de la fase
exponencial fueron de 0,7 a 1,1 logso con respecto al control (p <0,05). En general,
estos recuentos mas altos se mantuvieron hasta el final del periodo de incubacion
(72 horas). Por otro lado, el mayor crecimiento bacteriano de las cepas de L. sakei
en presencia de lias también dio lugar a una mayor disminucién del pH del medio
en todas las cepas (Figura 6). El aumento de la acidez del medio de cultivo fue
significativamente mayor y mas rapido durante las primeras 24 h (valores de pH de
entre 4,2 y 4,7, dependiendo de la cepa), coincidiendo con la fase de crecimiento
exponencial (p <0,05). El pH del medio sin lias fue superior en todos los casos, con

valores de entre 4,7 y 5,3 unidades de pH.

En el caso de las dos cepas L. curvatus, se observé un aumento significativo del
crecimiento en comparacion con el control (p <0,05). L. curvatus BAP202, cuya tasa
de crecimiento no se vio afectada durante las primeras horas de incubacion,
alcanzé una mayor densidad de poblacion con respecto al control, con diferencias
en la concentracion de hasta 1,5 logio y un pH 0,7 puntos menor. En el caso de
L. curvatus BAP201, a pesar de que se observé un mayor crecimiento en presencia
de lias del cava, el nivel de acidificacion del medio fue muy similar con o sin la

adicién de lias.

Estos resultados se han obtenido tras la adiciéon de un 5% de lias, por lo que

proporciones mas altas de este subproducto podrian traducirse en un mayor efecto
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promotor del crecimiento o, incluso, un efecto en aquellas cepas para las que no

se ha observado respuesta en este ensayo.
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Figura 6. Cinética de crecimiento y evolucidn del pH de las cepas de BAL utilizadas como cultivos
iniciadores cultivadas sin (control) y con 5% de lias del cava. Se muestra la media y la desviacién
estandar de tres experimentos independientes. Los resultados corresponden al promedio y
desviacién estandar (barras) de tres experimentos independientes.
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Algunos estudios previos han utilizado con éxito varios subproductos vegetales con
el objetivo de mejorar las propiedades nutricionales, de textura y sensoriales de
productos lacteos y carnicos fermentados crudos-curados (Fernandez-Lépez et al.,
2008; Sendra et al., 2008a; Sanchez-Zapata et al., 2013; Mendes et al., 2014). Sin
embargo, todavia son pocos los datos disponibles sobre el efecto de la aplicacion
de subproductos en la seguridad microbiolégica de alimentos fermentados, y
ninguno in vitro (Sayas-Barbera et al., 2012; Mikami et al., 2020). Sayas-Barbera et
al. (2012) demostraron un efecto positivo en la seguridad alimentaria de derivados
carnicos fermentados crudos-curados tras la adicién de un 1% de un subproducto
rico en fibra, obtenido a partir de la produccién de zumo de naranja, combinado
con la cepa probidtica L. casei CTC475. La suplementacion con este subproducto
citrico promovié el crecimiento y la supervivencia de las BAL, resultando en una
mayor acidificacion de los derivados cérnicos sin afectar negativamente sus
propiedades sensoriales. Mas recientemente, también se evalué el efecto de las
lias del sake (i.e., el subproducto obtenido del proceso de elaboracién de la bebida
japonesa de arroz fermentado) en derivados fermentados crudos-curados,
observando un mayor recuento de BAL y valores de pH mas bajos durante el
periodo de curado (Mikami et al., 2020).

Evaluacién del efecto promotor de las lias del cava en el crecimiento de BAL en
derivados cérnicos fermentados

Se estudiaron diferentes lotes de derivados carnicos fermentados
espontdneamente o inoculados con el cultivo iniciador L. sakei CTC494 siny con la

adicién del 5% de lias del cava.

En primer lugar, se caracterizaron diferentes pardmetros fisicoquimicos (pH y a.) de
los diferentes lotes de derivados cérnicos fermentados. Los derivados carnicos
suplementados con un 5% (p/p) de lias presentaron valores iniciales de pH mas
bajos que los lotes no suplementados, debido a la acidez de este subproducto
vitivinicola (pH 3,2 = 0,02) (Tabla 7). Durante la fermentacién, el pH de los derivados
carnicos fermentados inoculados con el cultivo iniciador descendié
significativamente hasta valores <5,3 (p <0,05), mientras que en aquellos productos

fermentados espontdneamente tuvo lugar una acidificaciéon mas lenta y leve (L1y
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C1) como consecuencia de los bajos niveles iniciales de BAL (Figura 7). Durante el
proceso de maduracién de todos los lotes, se observé un aumento de los valores
de pH que se explica por la formaciéon de compuestos alcalinos durante la
protedlisis (Bover-Cid et al., 1999). En todos los casos, la presencia de lias se asocié
a valores de pH maés bajos. La diferencia de los valores de pH en los derivados
carnicos fermentados espontdneamente con y sin lias (L1 y C1, respectivamente)
oscilé entre 0,46, en el tiempo cero, y 0,85 al final del curado. Ademas, también se
observé un efecto sinérgico cuando se combinaron lias del cava con
L. sakei CTC494 (L1+CTC494), lo que dio lugar a un valor final de pH 1,23 unidades
inferior al del control (C1, sin lias del cava ni cultivo iniciador). Este efecto de la
adicién de subproductos vegetales sobre los valores del pH de derivados cérnicos
fermentados también ha sido reportado por otros autores, principalmente con
subproductos citricos debido a su acidez intrinseca (Ferndndez-Lépez et al., 2007;

Yalinkili¢ et al., 2012a; Tremonte et al., 2020).

Tabla 7. Valores de pH y aw (media = desviacion estandar) durante la fermentacién y curado de
los derivados cérnicos. Los lotes incluian derivados cérnicos crudos-curados fermentados
espontaneamente sin (C1) o con (L1) lias del cava, o fermentados con el cultivo iniciador
L. sakei CTC494 sin (C1+CTC494) y con (L1+CTC494) lias.

Lote

Dia C1 L1 C1+CTC494 L1+CTC4%94
pH O 5,67 +0,012 5,20 + 0,14 5,66 + 0,022 5,22 + 0,09°

2 5,74 + 0,012 5,43 + 0,04° 5,07 +0,01¢ 4,89 + 0,019

4 5,62 + 0,022 5,39 +0,01° 4,93 +0,01¢ 4,76 £ 0,019

8 5,44 + 0,022 5,35+ 0,01° 5,01 £ 0,02¢ 4,80 + 0,019

14 5,36 + 0,052 5,18 + 0,03% 5,40 + 0,152 4,91 +0,00°

21 6,26 +0,38° 5,41 + 0,05° 5,28 + 0,05° 5,03 + 0,05°
aw 0 0,973 £ 0,001 0,972 + 0,000° 0,973 + 0,0002 0,972 + 0,001

2 0,972 + 0,0002 0,971 £ 0,0002 0,972 + 0,0002 0,972 + 0,0002

4 0,974 + 0,0002 0,972 + 0,0002 0,969 + 0,0002 0,970 + 0,0002

8 0,969 + 0,0002 0,969 + 0,0002 0,967 + 0,000° 0,964 + 0,000¢

14 0,963 + 0,000? 0,964 + 0,0000 0,965 + 0,000% 0,960 + 0,000¢

21 0,960 + 0,0000 0,966 + 0,0002 0,962 + 0,000% 0,961 + 0,000°

Los valores son la media + desviacion estandar de los triplicados.
Para cada dia de muestreo, las diferencias significativas entre lotes se indican con letras de
superindice diferentes (p <0,05).

Los valores de aw disminuyeron gradualmente a lo largo de los 21 dias de curado

debido al proceso de secado que siguen los derivados céarnicos fermentados
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(Tabla 7). No se observaron diferencias significativas entre los diferentes lotes, ni

por la inoculacién del cultivo iniciador ni por la adicién de lias del cava (p >0,05).

La Figura 7 muestra el crecimiento de las BAL en los diferentes lotes de derivados
carnicos a lo largo del proceso de fermentacién y curado. Los lotes formulados con
el cultivo iniciador (C1+CTC494 y L1+CTC494) mostraron los recuentos de BAL
mas elevados, que fueron de 5,9 logio UFC/g al inicio y superiores a los 9 logo
UFC/g a partir del dia 8 de curado. En el caso de los niveles de BAL en los derivados
carnicos fermentados elaborados sin cultivo iniciador (C1 y L1), estos fueron
inicialmente de ca. 1,2 logio UFC/g y alcanzaron los 8,3 logio UFC/g al octavo dia
de elaboracién. Durante el proceso de maduracion, estos niveles se mantuvieron
siempre ligeramente inferiores respecto a los de los derivados carnicos

fermentados elaborados con un cultivo iniciador.
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Figura 7. Crecimiento de BAL en derivados cérnicos crudos-curados fermentados
espontaneamente sin (C1) o con (L1) la adicion de 5% de lias del cava o fermentados con el cultivo
iniciador L. sakei CTC494 sin (C1+CTC494) o con (L1+CTC494) 5% de lias.

Con el actual disefio de estudio y la composicion de la matriz carnica, la adicion de
las lias del cava no promovi6 el crecimiento de BAL en comparacion con los lotes

control, tanto en el caso de la fermentacion espontanea como con L. sakei CTC494.
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Estos resultados no concuerdan con los obtenidos in vitro en el marco de esta tesis
doctoral también utilizando el cultivo iniciador L. sakei CTC494. Asi, en el ensayo
in vitro, la suplementacién del medio de cultivo con la misma cantidad de lias del
cava (5%) resulté en recuentos significativamente mayores de BAL en comparacién
con un medio control (sin lias). Concretamente, en el caso de L. sakei CTC494, la
densidad poblacional méxima fue de 0,8 unidades logaritmicas mayor con lias que
sin lias. La menor cantidad de sustrato facilmente fermentable en la formulacién de
los derivados cérnicos fermentados (i.e., 0,7% de dextrosa) en comparacién con los
medios de cultivo in vitro (i.e., caldo MRS con 2% de dextrosa) no favorecié el uso

de la fibra de lias del cava por parte de las BAL para promover su crecimiento.

A pesar de que algunos estudios también han demostrado un efecto significativo
de subproductos ricos en fibra en la promocién del crecimiento de cepas
especificas de BAL mediante estudios in vitro (Yang et al., 2011; Gémez et al.,
2019a), varios trabajos que evaluaron este mismo efecto en derivados carnicos
fermentados crudos-curados no reportaron ningin efecto positivo sobre las BAL
tras la adicion de subproductos de limén, naranja, chufa, melocotén o manzana
(Garcia et al., 2002; Ferndndez-Lépez et al., 2008; Sanchez-Zapata et al., 2013;
Tremonte et al., 2020). Sin embargo, Yalinkilic et al. (2012) si que obtuvieron
mayores recuentos de BAL en derivados cérnicos fermentados con un 4% de fibra
de naranja en comparacién con el control sin fibra afiadida, aunque la diferencia en

los recuentos medios fue muy baja (0,24 unidades logyo).
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3.2 Estudio del efecto antimicrobiano de las lias del cava y de su extracto fendlico frente a
bacterias patégenas de origen alimentario en derivados cdrnicos fermentados.

PUBLICACION 2
Revalorization of Cava Lees to Improve the Safety of Fermented Sausages.

Salvador Herndndez-Macias, Nuria Ferrer-Bustins, Oriol Comas-Basté, Anna Jofré,
M. Luz Latorre-Moratalla, Sara Bover-Cid, M. Carmen Vidal-Carou
Foods, 2021, 10(8), 1916.
indice de impacto (SJR 2020): 0,774
Posicion en el drea de conocimiento “Food Science”: Q1 (73/332)

COMUNICACION ORAL

Salvador Herndndez-Macias, Nuria Ferrer-Bustins, Oriol Comas-Basté, Anna Jofré,
M. Luz Latorre-Moratalla, Sara Bover-Cid, M. Carmen Vidal-Carou. Revalorizacién
de las lias del cava para mejorar la seguridad de derivados carnicos fermentados:
Una estrategia hacia un futuro mas sostenible. Reunién Anual de la Sociedad
Espanola de Seguridad Alimentaria, 2021, En linea.

PLANTEAMIENTO Y OBJETIVO

En los Ultimos afios se ha planteado una estrategia de revalorizacion consistente en
el uso de compuestos fendlicos de subproductos vegetales como antioxidantes
naturales o por su efecto antimicrobiano en la formulacién de diferentes productos
alimenticios (van Ba et al., 2017). De hecho, se ha comprobado que ciertos
compuestos fendlicos ayudan a reducir el crecimiento de algunas de las bacterias
patdgenas mas cominmente transmitidas por los alimentos (i.e., Salmonella spp.,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus y L. monocytogenes) (Taguri et al., 2004;

Papadopoulou et al., 2005; Cetin-Karaca and Newman, 2015; Mattos et al., 2017).

A lo largo del proceso de elaboracién del cava, el contacto sostenido de las lias
con el vino durante la crianza sur lie las enriquece con importantes cantidades de
compuestos fendlicos y acidos organicos. En el marco de la posible revalorizacion
de las lias del cava desde el punto de vista de la seguridad de los derivados cérnicos
fermentados, la presencia de este tipo de compuestos en las lias permite plantear
también su potencial accién antimicrobiana frente a bacterias patégenas. El

objetivo de este estudio fue evaluar el efecto inhibitorio de las lias del cava y de su
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extracto fendlico (LPE, lees phenolic extract) en el crecimiento de bacterias
patégenas transmitidas por los alimentos. Para ello se realizdé un challenge test en
derivados carnicos fermentados crudos-curados inoculados con diferentes cepas

de Salmonella spp. y L. monocytogenes.

DISENO EXPERIMENTAL

Se realiz& un challenge test utilizando diferentes cepas patégenas de
Salmonella spp. y L. monocytogenes en derivados cérnicos crudos-curados,
fermentados espontaneamente o con los cultivos iniciadores L. sakei CTC494 o
L. sakei BAP110. Se planteé un primer experimento adicionando a los derivados
carnicos un 5% de lias del cava liofilizadas (experimento 1) y otro con un 0,3% de
LPE (experimento 2). Se elaboraron un total de 10 lotes de derivados carnicos

fermentados (Tabla 8).

Tabla 8. Lotes de derivados céarnicos fermentados crudos-curados formulados sin o con un 5%
(p/p) de lias del cava o con un 0,3% (p/p) del extracto fendlico de lias (LPE) y/o diferentes cepas
de L. sakei como cultivo iniciador.

1 C1 - -
L1 Lias del cava -
C1+CTC494 - L. sakei CTC494'
L1+CTC494 Lias del cava L. sakei CTC494
2 C2 - -
E2 LPE -
C2+CTC494 - L. sakei CTC494'
E2+CTC494 LPE L. sakei CTC494
C2+BAP110 - L. sakei BAP110
E2+BAP110 LPE L. sakei BAP110

'Productor de la bacteriocina sakacina K (Garriga et al., 2002)

Elaboracion de los derivados carnicos fermentados

Para el challenge test se utilizaron tres cepas diferentes de Listeria monocytogenes
(CTC1034-serotipo 4b, 12MOB045LM-genoserotipo Il y Scott A-serotipo 4b) y de
Salmonella enterica (CTC1003-serotipo London, CTC1756-serotipo Derby y
CCUG34136-serotipo Enteritidis). Estos cultivos se prepararon haciendo crecer

cada cepa de forma independiente en medio de cultivo BHI (Brain Infusion Heart)
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a 37 °C durante 7 h y posteriormente se subcultivaron nuevamente a la misma

temperatura durante 18 h hasta alcanzar la fase estacionaria.

Para elaborar los derivados carnicos, la masa cérnica se preparé a escala piloto bajo
medidas de bioseguridad mezclando carne magra de cerdo picada y grasa (8:2)
molida a través de una placa de 6 mm e inoculdndola con una mezcla de las seis
cepas de L. monocytogenes 'y Salmonella spp. (la misma cantidad para cada cepa)
a un nivel de aproximadamente 6 logio UFC/g. Posteriormente, se mezclé la carne
molida con (en g/Kg): cloruro de sodio (25), dextrosa (7), pimienta negra (3),
ascorbato de sodio (0,5), nitrito de sodio (0,15) y nitrato de potasio (0,15). Para cada
lote, se introdujeron porciones de 80 g de la masa de carne preparada en bolsas
plasticas permeables Tublin10 (Tub-Ex, Tass, Dinamarca) mediante envasado al
vacio y se sometieron a un proceso de fermentacién (2 dias a 23 °C) y curado (19
dias a 15 °C). Dependiendo del experimento, se afiadié un 5% (p/p) de lias del cava
o un 0,3% (p/p) de LPE.

El LPE se obtuvo segin el método descrito por Silva et al. (2018) con algunas
modificaciones. Tras evaluar diferentes proporciones de solventes de extraccion
(50/50, 80/20 y 100/0), se seleccioné la mezcla de etanol-agua 80/20 por mostrar
un mayor rendimiento de extraccién de polifenoles. Brevemente, el extracto se
realiz6 a partir de 1 g de lias liofilizadas con 10 mL del solvente de extraccion
acidificado con &cido acético. La mezcla se sonicd durante 30 min y se centrifugd
(2500 x g durante 10 min a 4 °C) para aislar el sobrenadante. Se realizaron dos
extracciones consecutivas y los sobrenadantes recolectados se evaporaron al vacio.
El contenido fendlico total del extracto, expresado en mg de equivalentes de acido
galico (EAG)/g, se determiné mediante el método descrito por (Vallverdu-Queralt
et al., 2011).

Anélisis microbioldgicos

Para los analisis microbiolégicos se diluyeron 15 g de derivado carnico en solucion
salina (1/10) (NaCl al 0,85% y Bacto Peptona al 0,1%), se homogeneizaron en una
bolsa Blender Smasher® durante 1 min y se volvieron a diluir de manera serial en

solucién salina. L. monocytogenes se enumerd en agar cromogénico CHROMagar
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Listeria después de la incubaciéon a 37 °C durante 48 h. Salmonella se enumeré en
agar cromogénico CHROMagar Salmonella Plus después de la incubacion a 37 °C
durante 24 h. Los analisis se realizaron por duplicado a lo largo del proceso de
fermentacion y maduracion a los tiempos 0, 2, 8, 14 y 21 dias en el experimento 1

y0,2,9, 14y 21 dias en el experimento 2.

Anélisis estadistico

Para determinar las diferencias estadisticas en los recuentos bacterianos entre
diferentes lotes de los derivados cérnicos se realizé un ANOVA de una via y la
prueba post-hoc de Tukey HSD utilizando el “Tiempo” como factor fijo (software

JMP). Las diferencias con p <0,05 se consideraron estadisticamente significativas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Efecto de las lias del cava en el crecimiento de bacterias patégenas en derivados
carnicos fermentados (Experimento 1)

La Figura 8 muestra el comportamiento de Salmonella spp. y L. monocytogenes
durante la fermentacién y maduracion de los cuatro lotes de derivados cérnicos
fermentados. La presencia de un 5% de lias del cava tuvo un efecto antipatogénico,
reduciendo la carga de Salmonella y L. monocytogenes, tanto en los lotes
fermentados espontaneamente como en aquellos inoculados con cultivo iniciador.
La cepa L. sakei CTC494 se selecciond como cultivo bioprotector capaz de inhibir
el crecimiento de L. monocytogenes al ser productora de la bacteriocina sakacina
K (Garriga et al., 2002). Aunque la sakacina K no tiene un efecto inhibidor especifico
sobre bacterias Gram-negativas como Salmonella, la presencia del cultivo iniciador

acelerd la acidificacion, potenciando la inactivacion de Salmonella.

En cuanto al efecto antimicrobiano (inhibicion del crecimiento) de Salmonella, se
obtuvieron recuentos significativamente menores en el lote formulado con lias (L1)
en todos los tiempos de muestreo. Estos recuentos llegaron a ser de hasta 2,7
unidades logio més bajos que en C1 en el dia 8 (p <0,05). Es importante destacar
que el efecto inhibitorio de las lias del cava sobre los niveles de Salmonella fue muy

similar al ejercido por el cultivo iniciador. Ademas, la combinacién de las lias con
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L. sakei CTC494 (L1+CTC494) potencid el efecto antimicrobiano, dando lugar a
recuentos de Salmonella significativamente mas bajos a lo largo del proceso de
fermentacion y maduracién, observandose tanto un efecto bacteriostatico como
bactericida. Al final del curado (dia 21), los recuentos de Salmonella fueron 4,3

unidades logio mas bajos que en el lote control (C1, p <0,05).
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Figura 8. Recuentos de cepas de Salmonella (A) y L. monocytogenes (B) en derivados cérnicos
crudos-curados fermentados espontdneamente sin (C1) o con (L1) la adicion del 5% de lias del
cava o fermentados con el cultivo iniciador L. sakei CTC494 sin (C1+CTC494) o con (L1+CTC494)

lias.
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En lo que respecta a L. monocytogenes, la adiciéon de lias se tradujo en una
inhibiciéon de su crecimiento similar a la ejercida por L. sakei CTC494, productor de
la bacteriocina. En comparacion con el control, los recuentos de L. monocytogenes
fueron 2,3 y 2,9 logio unidades mas bajos en aquellos lotes formulados con lias

aplicadas solas o junto con L. sakei CTC494, respectivamente (p <0,05).

Hasta la fecha, existen muy pocos estudios que se hayan centrado en la
revalorizacion de subproductos por su efecto antimicrobiano frente a bacterias
patébgenas transmitidas por los alimentos, especialmente en productos
fermentados. Por ejemplo, Zokaityte et al. (2020) han reportado el efecto inhibidor
de un subproducto de manzana frente al desarrollo de bacterias patégenas y
oportunistas en una bebida de leche fermentada (Zokaityte et al., 2020). Mas
recientemente, Ramachandraiah and Chin (2021) han demostrado el efecto
antimicrobiano de un subproducto de apio en polvo al observar una disminucion
significativa de los recuentos totales de enterobacterias en salchichas cocidas
(Ramachandraiah and Chin, 2021). No obstante, en un estudio realizado en
derivados céarnicos fermentados suplementados con un subproducto a base de
cascara de limén se registraron niveles mas altos de Listeria innocua en

comparacion con los derivados carnicos no suplementados (Tremonte et al., 2020).

En nuestro estudio, ademas del efecto inhibidor del crecimiento del cultivo
iniciador L. sakei CTC494, los bajos valores de pH alcanzados al inicio de la
fermentacion en los lotes suplementados con lias del cava (pH cerca de 5,2 en L1
y L1+CTC494) podrian ser otro factor que explicase los menores recuentos de
patégenos en estos lotes. De hecho, segin la tecnologia de obstaculos (hurdle
technology) para la conservacién de alimentos, el pH se considera un factor crucial
en el control de las bacterias patéogenas en derivados carnicos fermentados
crudos-curados, especialmente en combinacién con una baja a. (Leistner, 2000).
En comparacion con Salmonella, L. monocytogenes es mas tolerante a los entornos
mas hostiles que suelen encontrarse en las Ultimas fases de curado, caracterizados
por bajos valores de pH y au, lo que podria explicar su menor reduccion en los lotes
formulados con lias (International Commission on Microbiological Specifications for
Foods (ICMSF), 1996; Jofré et al., 2009; Serra-Castell6 et al., 2021a). Por Ultimo,
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ademas del efecto del pH, ciertos componentes de las lias del cava, como los
polifenoles y/o los acidos organicos, también podrian desempenar un papel en la
actividad antimicrobiana de este subproducto. Cabe destacar que los polifenoles
suelen ser mas activos frente a las bacterias Gram-positivas que frente a las Gram-
negativas, lo que puede atribuirse a diferencias en la estructura de la pared celular
bacteriana (Taguri et al., 2004; Cetin-Karaca and Newman, 2015; Silva et al., 2018;
Menchetti et al., 2020; Piekarska-Radzik and Klewicka, 2021).

Efecto del LPE en el crecimiento de bacterias patdgenas en derivados carnicos
fermentados (Experimento 2)

Para conocer si la actividad antimicrobiana de las lias del cava podria atribuirse
también a su fraccién fendlica, se realizd un segundo challenge test en derivados
carnicos fermentados crudos-curados, pero en este caso afiadiendo un extracto
fendlico en lugar de lias del cava. En este experimento, ademas del efecto del
cultivo iniciador bacteriocinogénico L. sakei CTC494, se evalud también el de un

cultivo no bacteriocinogénico (L. sakei BAP110).

El contenido de fenoles totales en el LPE fue de 152,2 = 3,5 mg EAG/g. El
contenido fendlico de las lias de cava o de vino difiere ampliamente entre estudios,
incluso entre aquellos que utilizan la misma metodologia de extraccion y
determinacién, con valores medios que oscilan entre los 26 y los 254 mg EAG/g
(Aguilera, 2016; Romero-Diez et al., 2018; Jara-Palacios, 2019c). Segun (Jara-
Palacios, 2019c¢), el contenido fendlico de las lias del vino depende de la variedad
de uva y de otros factores relacionados con el proceso de vinificacién. Los
principales compuestos fendlicos encontrados en las lias del cava son el acido
caftérico, la catequina y la epicatequina, que son también los fenoles mas
abundantes en los vinos espumosos (Aguilera, 2016). Se ha descrito que las
paredes celulares de las levaduras poseen una gran capacidad de adsorcién de
compuestos fendlicos del vino, siendo su contenido frecuentemente mayor que el
de otros tipos de subproductos vitivinicolas, como las semillas, los tallos y la piel
de la uva (Razmkhab et al., 2002; Morata et al., 2005; Mazauric and Salmon, 2006;
Gallardo-Chacdn et al., 2010; Barcia et al., 2014).
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El efecto antimicrobiano del LPE contra Salmonella y L. monocytogenes, solo o
combinado con L. sakei CTC494 o L. sakei BAP110, se muestra en la Figura 9. En
los lotes en los que no se afiadié ningun cultivo iniciador, la adicion del LPE tuvo
muy poco efecto sobre Salmonella, cuyo crecimiento durante los primeros dias de
fermentacion fue similar al del control (sin LPE ni cultivo iniciador). Sin embargo, al
final del proceso de curado si se observé una mayor reduccién, con recuentos de
este patégeno 0,71 unidades logio inferiores a los del control. En el caso de
L. monocytogenes, no se observaron diferencias significativas respecto al control
debido a la adicién de LPE.

La inoculacion de los derivados carnicos con los cultivos iniciadores, y tal como era
de esperar, mostr6 un fuerte efecto antimicrobiano sobre Salmonella y
L. monocytogenes, dando como resultado recuentos significativamente menores
(en 3-4 unidades logo) al final del proceso de curado en comparacion con los lotes
control fermentados espontaneamente. No se observé ningin efecto adicional
cuando se anadié el LPE junto con los cultivos iniciadores. Si comparamos el efecto
de ambos cultivos iniciadores, en el caso de Salmonella, L. sakei CTC494 y L. sakei
BAP110 mostraron el mismo efecto antimicrobiano. En cuanto a L. monocytogenes,
L. sakei CTC494 no sélo impidié su crecimiento, sino que ejercié un efecto
listericida desde el inicio de la fermentacién. Sin embargo, L. sakei BAP110 (no
bacteriocinogénico) no previno el crecimiento de L. monocytogenes durante la
fermentacion, pero si a lo largo del curado. Esta mayor letalidad puede estar
relacionada con el ya reportado efecto especifico anti-Listeria de L. sakei CTC494
en diferentes matrices alimentarias (Garriga et al., 2002, Aymerich et al., 2019;
Serra-Castell6 et al., 2021b).
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Figura 9. Recuentos de cepas de Salmonella (A) y L. monocytogenes (B) en derivados cérnicos
crudos-curados fermentados espontdneamente sin (C2) o con (E2) la adicién de 0,3% de LPE o
fermentados con el cultivo iniciador L. sakei CTC494 o L. sakei BAP110 sin (C2+CTC494 o

C2+BAP110) o con (E2+CTC494 o E2+BAP110) el LPE.

En la literatura se encuentra ampliamente descrito el efecto antimicrobiano in vitro
de los polifenoles contra varias bacterias patégenas, como Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella spp. y L. monocytogenes (Payne et al., 1989; Taguri et
al., 2004; Serra et al., 2008; Cetin-Karaca and Newman, 2015; Silva et al., 2018;
Piekarska-Radzik and Klewicka, 2021). Los resultados obtenidos en este trabajo
acerca del efecto del LPE en el crecimiento de Salmonella (Experimento 2) sugieren

que el efecto anti-Salmonella de las lias del cava (Experimento 1) podria atribuirse
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parcialmente a la fraccién fendlica de este subproducto. Sin embargo, no se
observé ningun efecto del LPE contra L. monocytogenes. Aunque la mayoria de los
estudios describen que las bacterias Gram-positivas son mucho mas susceptibles a
los polifenoles que las Gram-negativas, esta tendencia no fue respaldada por los
resultados del presente experimento (Papadopoulou et al., 2005; Serra et al., 2008;
Klancnik et al., 2009; Silva et al., 2018).

La eficacia antimicrobiana descrita para los extractos ricos en polifenoles contra las
bacterias patégenas es muy variable, dependiendo tanto de la estructura fendlica
como de la especie bacteriana (Taguri et al., 2004; Klancnik et al., 2009; Sanchez-
Maldonado et al., 2011). Cetin-Karaca and Newman (2015), evaluaron el potencial
antimicrobiano de diferentes compuestos fendlicos frente a tres especies de
Salmonella, reportando que la (-)epicatequina, uno de los principales polifenoles
que se encuentran en las lias del cava, era el mas eficaz, aunque con diferentes
grados de sensibilidad segun la especie (Cetin-Karaca and Newman, 2015). Por el
contrario, un extracto fendlico elaborado a partir de subproductos obtenidos de la
elaboracién del vino mostré una elevada actividad antimicrobiana contra dos cepas
de L. monocytogenes, pero no contra Salmonella (Silva et al., 2018). De hecho, la
actividad antimicrobiana de los polifenoles depende no sélo del tipo de bacteria

sino también de la cepa o serotipo especifico (Taguri et al., 2004).

Por otro lado, los derivados carnicos fermentados con los cultivos iniciadores de
L. sakei mostraron una reduccién significativa de los recuentos de Salmonella y
L. monocytogenes, sin verse influenciado este efecto por la presencia de LPE. De
forma similar, Tremonte et al. (2020) tampoco observaron una potenciacién del
efecto anti-Listeria de una cepa bioprotectora de L. plantarum al afadir un
subproducto de limén rico en polifenoles en derivados cérnicos fermentados
crudos-curados (Tremonte et al., 2020). Se ha descrito que las BAL pueden ser
capaces de metabolizar los compuestos fendlicos, comprometiendo
significativamente su potencial antimicrobiano (Curiel et al., 2010; Sanchez-
Maldonado et al., 2011; Tabasco et al., 2011; Piekarska-Radzik and Klewicka, 2021).
En nuestro estudio, se podria inferir que las BAL presentes en los derivados carnicos

fermentados podrian ser responsables de la reduccién de la fracciéon fendlica tanto
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de las lias del cava como del LPE, comprometiendo asi su potencial efecto

antimicrobiano.
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3.3 Efecto de la adicién de lias del cava o de su extracto fendlico en la reduccién de la
formacién de aminas biégenas en derivados camicos fermentados.

PUBLICACION 3
Inhibition of biogenic amines formation in fermented foods by the addition of cava
lees

Salvador Hernandez-Macias, Alba Martin-Garcia, Nuria Ferrer-Bustins, Oriol
Comas-Basté, Montserrat Riu-Aumatell, Elvira Lopez-Tamames, Anna Jofré, M. Luz
Latorre-Moratalla, Sara Bover-Cid, M. Carmen Vidal-Carou
Frontiers in Microbiology, 2021 (En revisién)
indice de impacto (SJR 2020): 1,701
Posicion en el drea de conocimiento “Microbiology”: Q1 (30/152)

PLANTEAMIENTO Y OBJETIVO

Ademas de las bacterias patdgenas, algunos compuestos bioactivos, como las
aminas bidgenas, pueden suponer un riesgo desde el punto de vista de la
seguridad alimentaria. Las aminas bidégenas son metabolitos microbianos que se
pueden encontrar en casi todos los tipos de alimentos en un amplio y variable
rango de concentraciones, incluso dentro de un mismo tipo de producto. Estas
aminas (i.e., tiramina, histamina, putrescina y cadaverina) se forman principalmente
por la descarboxilacion de sus correspondientes aminoécidos precursores por parte
de bacterias presentes en los alimentos. La histamina y la tiramina de los alimentos
pueden ser causantes de la aparicién de ciertos trastornos, tales como la
intoxicaciéon histaminica, la intolerancia a la histamina o crisis hipertensivas
producidas por la interaccion entre tiramina y farmacos IMAO (Latorre-Moratalla et
al., 2017). De hecho, la histamina y la intoxicacién histaminica son uno de los
peligros y de las enfermedades transmitidas por los alimentos que se incluyen
anualmente en el informe emitido por la EFSA y el Centro Europeo para la
Prevencion y Control de Enfermedades (ECDC) (EFSA, 2021). Ademas, la histamina
también puede ser el agente causante de la intolerancia a la histamina, un trastorno
que aparece en personas sensibles a niveles de histamina generalmente tolerados
por la poblaciéon sana como consecuencia, principalmente, de un déficit de la
enzima diamino oxidasa (DAQO), encargada de la degradacién de la histamina a

nivel intestinal (Comas-Basté et al., 2020).
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Ademas de la seguridad alimentaria, y debido a que la acumulacién de aminas
bidgenas puede estar asociada con la actividad de bacterias contaminantes,
contenidos elevados de estos compuestos se consideran marcadores quimicos de
una falta de frescura o de una deficiente calidad higiénica en los procesos de
fabricacion y/o conservacion de los alimentos (Comas-Basté et al., 2019). Asimismo,
los alimentos fermentados, como los derivados cérnicos fermentados
crudos-curados, son un tipo de productos que pueden acumular altos contenidos
de aminas como consecuencia de la actividad microbiana procedente tanto de los
microorganismos responsables de la fermentacién como de la presencia de
microorganismos alterantes (Latorre-Moratalla et al., 2017). En las Ultimas décadas,
las mejoras higiénicas aplicadas en todas las etapas de la cadena alimentaria, junto
con otras recomendaciones especificas, como el uso de cultivos iniciadores sin
capacidad de formar aminas, han contribuido a reducir los niveles de estos
compuestos en productos fermentados. Sin embargo, los datos sobre el contenido
de aminas bidgenas en este tipo de productos demuestran que su control sigue
siendo un reto de la industria alimentaria (Vidal-Carou et al., 2014a). Actualmente,
se estan desarrollando nuevas estrategias basadas en el uso de productos naturales
que permitan complementar o incluso sustituir a las tradicionalmente utilizadas
para prevenir la presencia o crecimiento de microorganismos aminogénicos (Zhang
et al., 2017).

En este sentido, se planted investigar si, ademas de los efectos antimicrobianos
mostrados anteriormente, la adicion de lias del cava o de su extracto fendlico en la
formulaciéon de derivados cérnicos fermentados podria ser también una estrategia
atil para ayudar a reducir la formacién de aminas bidgenas en este tipo de

productos.

DISENO EXPERIMENTAL

El efecto de la adicidn de lias del cava o de su extracto fendlico en la formacién de
aminas bidgenas se estudié en las muestras de derivados carnicos crudos-curados
utilizadas en el challenge test (apartado 3.2), las cuales estaban inoculadas con
cepas patdgenas de Salmonella spp., un género bacteriano que generalmente

presenta una elevada capacidad para formar aminas (Gokdogan et al., 2012). En un
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primer experimento, se considerd la adiciéon de un 5% de lias y, a continuacién, en
un segundo experimento un 0,3% de extracto fendlico de lias (LPE). La Tabla 9
muestra los diferentes lotes de derivados cérnicos fermentados para cada uno de
los experimentos planteados. Los diferentes lotes de derivados carnicos fueron
elaborados segun la metodologia descrita en la correspondiente seccion del

apartado 3.2.

La evolucién de la acumulaciéon de aminas bidgenas se estudid a lo largo del
proceso de elaboracién de los derivados carnicos fermentados, analizando
muestras correspondientes a la materia prima (tiempo 0), a los 8-9 dias de curado
(dependiendo del experimento) y en el producto acabado tras 21 dias de curado.

También se analizé el contenido de aminas bidgenas en las lias del cava.

Tabla 9. Lotes de derivados cérnicos fermentados crudos-curados formulados sin o con un
5% (p/p) de lias del cava o con un 0,3% (p/p) el extracto fendlico de lias (LPE) y/o diferentes cepas
de L. sakei como cultivo iniciador.

1 C1 - -
L1 Lias del cava -
C1+CTC494 - L. sakei CTC494'
L1+CTC494 Lias del cava L. sakei CTC494
2 C2 - -
E2 LPE -
C2+CTC494 - L. sakei CTC494'
E2+CTC494 LPE L. sakei CTC494
C2+BAP110 - L. sakei BAP110
E2+BAP110 LPE L. sakei BAP110

"Productor de la bacteriocina sakacina K (Garriga et al., 2002)

Anélisis de aminas bidgenas y actividad descarboxilasa bacteriana

La determinacion de doce aminas bidgenas (octopamina, dopamina, tiramina,
putrescina, serotonina, cadaverina, histamina, agmatina, B-feniletilamina,
triptamina, espermidina y espermina) se realizé mediante cromatografia liquida de
ultra alta eficacia acoplada a deteccion fluorométrica (UHPLC-FL) (Latorre-Moratalla
et al., 2009). Brevemente, se mezclaron aproximadamente 5 g de muestra con
10 mL de 4cido perclorico 0,6 M durante 20 minutos. Posteriormente, las muestras

se centrifugaron (20.000 rpm, 4 °C, 25 min) y el sobrenadante se recogié en un

67



Resultados y Discusion

matraz aforado de 25 mL. Este proceso de extraccién se repitié dos veces masy el
volumen final del extracto se ajusté con acido perclérico 0,6 M. Las muestras se
filtraron a través de un filtro GHP de 0,22 um. Todas las determinaciones se

realizaron por triplicado.

La separacion cromatogréfica de las aminas bidgenas se realizé a través de una
columna de fase reversa Acquity UPLC BEH C18 de 1,7 um (2,1 mm x 50 mm)
(Waters Corp., Milford, MA, EE. UU.), seguida de una derivatizaciéon post-columna
en linea con ortoftaldehido y de una deteccién fluorométrica (Ex: 340 nmy Em: 445

nm).

Las muestras de derivados cérnicos a lo largo del proceso de fermentacién/curado
sufren una pérdida de agua con el consiguiente efecto de concentracién de sus
componentes. Para evitar este efecto, se determiné el contenido acuoso (AOAC,

2000) para poder expresar el contenido de aminas en peso seco (ps).

La actividad aminoécido-descarboxilasa de las cepas (L. sakei BAP110 vy
Salmonella spp.) fue evaluada mediante el método descrito por (Latorre-Moratalla
et al., 2010). La ausencia de actividad descarboxilasa de la cepa L. sakei CTC494

se encuentra previamente descrita en (Bover-Cid et al., 2001).

Anélisis estadistico

Para determinar las diferencias estadisticas en los contenidos de aminas biégenas
entre los diferentes lotes de derivados céarnicos se realizé un ANOVA de una via y
la prueba post-hoc de Tukey HSD (IBM SPSS Statistics 23.0 (IBM Corporation,
Armonk, NY, EE. UU)). Las diferencias con p<0,05 se consideraron

estadisticamente significativas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Los derivados carnicos fermentados fueron inoculados con diferentes cepas de
Salmonella spp., un género bacteriano con una reconocida capacidad para formar
aminas biégenas (Gokdogan et al., 2012). Sin embargo, la capacidad aminogénica

es cepa-dependiente y, por lo tanto, es necesario llevar a cabo una evaluacién caso
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a caso de esta capacidad (Comas-Basté et al., 2019; Tabanelli, 2020). Las cepas de
Salmonella spp. presentaron una intensa actividad aminogénica in vitro, formando
niveles elevados de cadaverina y putrescina (2.500 mg/L y 2.300 mg/L,
respectivamente), y moderados de histamina (200 mg/L). Estas cepas no fueron
capaces de formar tiramina. La produccién de putrescina, cadaverina e histamina
se asocia frecuentemente a la actividad de bacterias alterantes Gram-negativas
(Pseudomonasy Enterobacterias), pero también a especies de bacterias patégenas
transmitidas por los alimentos (Suzzi and Gardini, 2003; Latorre-Moratalla et al.,
2012; Kukleci et al., 2019). En un estudio comparativo, Gokdogan et al., (2012)
reporté que Salmonella fue una de las bacterias patégenas que mostraron una

mayor capacidad para formar estas aminas.

Las cepas de L. sakei utilizadas en este estudio como cultivos iniciadores fueron
aminoacido-descarboxilasa negativas in vitro. En el caso de L. sakei CTC494 esta
falta de capacidad aminogénica ya fue previamente demostrada por Bover-Cid et
al. (2001). Las especies de L. sakei han sido frecuentemente descritas como
microorganismos sin o con una débil capacidad para formar aminas (Latorre-
Moratalla et al., 2012; Ozogul and Hamed, 2018).

En las muestras iniciales de carne cruda (pre-fermentacion), la espermina y la
espermidina fueron las dos Unicas aminas encontradas en todos los lotes, con
contenidos de 89,2 = 0,2 mg/Kg psy 3,4 = 0,1 mg/Kg ps, respectivamente, y no
experimentaron cambios significativos a lo largo del proceso de fermentacién y
curado de los diferentes lotes de derivados carnicos. Estos resultados confirman el
origen principalmente fisiolégico de estas aminas. A pesar de que las lias del cava
presentaron ciertos niveles de espermidina (10,5 mg/Kg), la baja proporcién en la
que se afadieron en los derivados cérnicos (5%) hizo que no se observaran

diferencias entre los lotes con o sin lias.

Durante el proceso de elaboracién de los derivados cérnicos fermentados, solo se
detect6 la presencia de tres aminas, cadaverina, putrescina y tiramina, aunque en
concentraciones muy diferentes dependiendo del experimento y/o lote
considerado (Figura 10). Los parametros fisicoquimicos y los recuentos

microbiolégicos de estos lotes se muestran en los apartados 3.1y 3.2.
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En el caso de los lotes control fermentados espontaneamente (C1 y C2), la
cadaverina fue la amina mayoritaria, alcanzando niveles de 1.484 mg/Kg ps en el
experimento 1 (Figura 10A) y de 525 mg/Kg ps en el experimento 2 (Figura 10B).
La putrescina también se formé de manera significativa a lo largo del proceso de
elaboracion, con niveles en el producto acabado de 479 mg/Kg ps 'y 212 mg/Kg
ps en los experimentos 1y 2, respectivamente. Presumiblemente, estos elevados
contenidos de diaminas pueden atribuirse a la fuerte capacidad mostrada por
Salmonella para formar cadaverina y putrescina. La presencia de putrescina y
cadaverina en derivados caricos fermentados es bastante comuin, aunque
normalmente en niveles relativamente bajos (con valores medios de alrededor de
50 mg/Kg segun la evaluacién del riesgo desarrollada por la EFSA en este tipo de
productos) (EFSA, 2011). Sin embargo, en algunos casos, sus niveles pueden llegar
a ser extremadamente altos (hasta 1.500 mg/Kg), atribuibles a una contaminacion
de las materias primas o del producto acabado (Latorre-Moratalla et al., 2008;
EFSA, 2011; Ruiz-Capillas and Herrero, 2019). Ademas de a la presencia de
bacterias contaminantes, la formacién de cadaverina y putrescina en productos
carnicos fermentados puede estar afectada por numerosas variables, tanto
intrinsecas (pH, formulacién, didmetro del derivado cérnico fermentado, etc.) como
tecnoldgicas (temperatura y humedad) (Vidal-Carou et al., 2014b; Ruiz-Capillas and
Herrero, 2019; Tabanelli, 2020). Por eso, y teniendo en cuenta que los derivados
carnicos fermentados procedentes del experimento 1 y 2 presentan la misma
formulacién, didmetro y condiciones de elaboracién, el mayor descenso de pH
experimentado en C2 al final del curado (con una diferencia de 1 unidad de pH
entre ambos lotes) podria ayudar a explicar, en parte, porque los niveles de
cadaverina y putrescina de este lote fueron mas bajos que los encontrados en C1.
El efecto del pH sobre la aminogénesis es controvertido. A pesar de que se ha
reportado que un pH &cido puede favorecer la actividad descarboxilasa como
mecanismo de defensa del microorganismo contra las condiciones desfavorables
de un medio acido, también se ha visto cémo una rapida y fuerte disminucién en
el pH inhibe el crecimiento de bacterias alterantes potencialmente aminogénicas,
reduciendo en consecuencia la formacién de aminas (Comas-Basté et al., 2019;
Ruiz-Capillas and Herrero, 2019).
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Figura 10. Contenidos de cadaverina, putrescina y tiramina (mg/Kg ps) en derivados carnicos crudos-curados: A) Fermentados espontaneamente sin
(C1) o con (L1) la adicidon de 5% de lias del cava o fermentados con el cultivo iniciador L. sakei CTC494 sin (C1+CTC494) o con (L1+CTC494) lias.
B) Fermentados espontaneamente sin (C2) o con (E2) la adicion de 0,3% de LPE o fermentados con el cultivo iniciador L. sakei CTC494 o
L. sakei BAP110 sin (C2+CTC494 o C2+BAP110) o con (E2+CTC494 o E2+BAP110) el LPE.
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En estos mismos lotes control, también se observé una formaciéon progresiva de
tiramina a lo largo de la elaboracién, aunque en menor medida que las otras dos
aminas. En ambos experimentos, los productos acabados mostraron valores muy
similares de tiramina, alrededor de 190 mg/Kg ps (Figura 10A y 10B). Segun las
evaluaciones del riesgo realizadas por la EFSA, los valores medios de tiramina
encontrados en diferentes derivados caricos fermentados de Europa son de
aproximadamente 130 mg/Kg, pero pudiendo llegar a alcanzar niveles maximos
por encima de 1.700 mg/Kg. La formacién de tiramina se puede atribuir a la
actividad de bacterias lacticas, principalmente responsables de la fermentacion
(Anderegg et al., 2020). Por este motivo, la tiramina tiende a ser la amina
mayoritaria y mas caracteristica de los derivados cérnicos fermentados elaborados
bajo unas condiciones higiénicas correctas (Latorre-Moratalla et al., 2017). En
nuestro estudio, la inoculacién de Salmonella con una elevada capacidad de
producir cadaverina y putrescina, pero no tiramina, podria explicar que los

contenidos de cadaverina y putrescina excedan los de tiramina.

La adicién de lias del cava o de su extracto (LPE) afectd Gnicamente a la formacion
de cadaverina y putrescina. Concretamente, en el lote L1 elaborado con lias (Figura
10A) los contenidos de cadaverina y putrescina fueron significativamente mas bajos
durante todo el proceso en comparacién con el control C1, con porcentajes de
reduccién en el producto acabado del 62% y 78%, respectivamente (p <0,05). La
menor formacién de estas aminas se puede atribuir a la clara reduccién por parte
de las lias de los recuentos de Salmonella (Figura 8). El extracto fendlico de las lias
del cava (lote E2) también fue capaz de reducir de manera significativa los niveles
de estas diaminas en comparacién con el control (C2), en un 21% para la cadaverina
y un 40% para la putrescina (Figura 10B). Al final del proceso de elaboracién, los
niveles de Salmonella del lote E2 fueron ligeramente inferiores que los de C2
(diferencias de 0,71 logo). Los polifenoles presentes en el LPE podrian ser, en parte,
los responsables de la reducciéon de aminas observada en E2. Algunos estudios
realizados en derivados cérnicos han descrito el efecto de diferentes compuestos
fendlicos sobre la acumulacién de ciertas aminas biégenas. Por ejemplo, se ha
observado que la adicion de extractos fendlicos procedentes de té, uva, bambu o

rosas provoca una reduccion en los niveles de cadaverina, tiramina, histamina y/o
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putrescina de diferentes tipos de productos carnicos (Fan et al., 2015; Wang et al.,
2015; Zhang et al.,, 2017). En todos estos trabajos, esta reduccion ha sido
correlacionada con menores recuentos de especies de bacterias alterantes en los

derivados carnicos enriquecidos con polifenoles.

En cuanto a la tiramina, no se observaron diferencias significativas entre los lotes
sin (C1y C2)y con lias (L1) o LPE (E2). El hecho de que los recuentos de BAL no se
vieran influenciados por la presencia de lias (Figura 7), podria explicar que no se
haya observado ningin efecto de estos sub-productos sobre la formacién de

tiramina.

Finalmente, la formacién de cadaverina, putrescina y tiramina se vio inhibida en
todos aquellos lotes elaborados con los diferentes cultivos iniciadores. La
inoculacion del cultivo iniciador L. sakei CTC494, un lactobacilo muy competitivo y
no productor de aminas, redujo drasticamente la acumulaciéon de estos
compuestos, permitiendo la elaboracién de productos céricos fermentados libres
o practicamente exentos de aminas bidgenas. Por otro lado, el cultivo L. sakei
BAP110, también sin capacidad aminogénica in vitro, no pudo evitar totalmente la
formacion de tiramina, pero si la de putrescina y cadaverina (Figura 10B).
Numerosos estudios, tanto in vitro como en derivados carnicos fermentados, han
descrito una reduccién en la formacién de aminas biégenas por parte de bacterias
patégenas trasmitidas por alimentos debido a la inoculacion de ciertas cepas de
BAL (Ozogul and Hamed, 2018). Concretamente, entre las diferentes cepas de BAL
utilizadas como cultivos iniciadores en derivados cérnicos fermentados,
L. sakei muestra la mayor eficacia en la reducciéon de la acumulacién de aminas
(Latorre-Moratalla et al., 2012). Bover-Cid et al. (2000) ya describieron un efecto
protector de la cepa L. sakei CTC494 ante la formacién de aminas en fuet, con
reducciones de hasta el 91% para la putrescina, 88% para la tiramina 'y 74% para la

cadaverina.

La practicamente total inhibicion de la formaciéon de aminas por parte de los
cultivos iniciadores hizo que, en la mayoria de los lotes fuese imposible observar
un potencial efecto sinérgico de la combinacién de éstos con las lias del cava o su

extracto. En el caso del lote E2+BAP110, el uso combinado de extracto y cultivo
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iniciador no supuso una menor formacién de tiramina, en comparacién con su
control (C2+ BAP110).

Es necesario destacar que en ningun lote se observé la produccién de histamina.
Segun diversos trabajos, su presencia en derivados carnicos es poco frecuente y en
cantidades generalmente bajas. A pesar de esto, se ha reportado la presencia
puntual de niveles extremadamente elevados de histamina en derivados carnicos
vinculados a defectos higiénicos de las materias primas (EFSA, 2011; Comas-Basté
et al., 2019).

En resumen, los resultados de este estudio demuestran que la adicién de lias del
cava o su extracto fendlico en derivados carnicos fermentados puede ser una
estrategia efectiva para evitar o reducir la formacién de ciertas aminas bidégenas,
como la putrescina y la cadaverina. A la vista de estos resultados, seria conveniente
realizar mas estudios en los que se evalle la adicion de lias del cava o su extracto
fendlico en un mayor rango de concentraciones, asi como también su aplicacion en
otros productos fermentados. Igualmente, serd necesario confirmar el efecto
inhibidor de las lias o del LPE sobre el crecimiento de otros microorganismos

productores de aminas bidgenas.

74



Resultados y Discusion

3.4 Evaluacion in vitro del efecto prebidtico de las lias del cava en el crecimiento de bacterias
probidticas.

PUBLICACION 1
Growth-Promoting Effect of Cava Lees on Lactic Acid Bacteria Strains: A Potential
Revalorization Strategy of a Winery By-Product

Salvador Herndndez-Macias, Oriol Comas-Basté, Anna Jofré, Sara Bover-Cid, M.
Luz Latorre-Moratalla, M. Carmen Vidal-Carou
Foods, 2021, 10(7), 1636.
indice de impacto (SJR 2020): 0,774
Posicion en el drea de conocimiento “Food Science”: Q1 (73/332)

COMUNICACION ORAL | Premio a la mejor comunicacién oral

Salvador Herndndez-Macias, Sonia Sanchez-Pérez, Oriol Comas-Basté, M. Luz
Latorre-Moratalla, M. Teresa Veciana-Nogués, M. Carmen Vidal-Carou. Prebiotic
Effect of Cava Lees on Probiotic Strains with DAO Activity. /Il Workshop del Institut
de Investigacion en Nutricion y Seguridad Alimentaria (INSA-UB), 2017, Santa
Coloma de Gramenet.

COMUNICACION ESCRITA

Salvador Herndndez-Macias, M. Luz Latorre-Moratalla, Oriol Comas-Basté, Sonia
Sénchez-Pérez, Montserrat Riu-Aumatell, M. Teresa Veciana-Nogués, Elvira Lopez-
Tamames, M. Carmen Vidal-Carou. Cava lees as promoters of the growth of
fermentative and probiotic bacteria. XVIl Congreso de la Sociedad Espariola de
Nutricién (SEN) y X Jornada de I’Associacié Catalana de Ciéncies de I’Alimentacié
(ACCA), 2018, Barcelona.

COMUNICACION ORAL

Salvador Herndndez-Macias, M. Luz Latorre-Moratalla, Oriol Comas-Basté, Sonia
Sénchez-Pérez, Montserrat Riu-Aumatell, M. Teresa Veciana-Nogués, Elvira Lépez-
Tamames, M. Carmen Vidal-Carou. Cava lees as promoters of the growth of
fermentative and probiotic bacteria. V Reunién de Jévenes Investigadores de la
Sociedad Espafiola de Nutricién (SEN), 2018, Barcelona.

PLANTEAMIENTO Y OBJETIVO

Desde el punto de vista de la salud, se ha comprobado que la fibra soluble tiene
un efecto prebidtico que mejora la supervivencia e implantacion de especies de la

microbiota intestinal con efectos beneficiosos para el huésped (Slavin, 2013).
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Recientemente, se han publicado resultados prometedores sobre el potencial
efecto prebidtico de subproductos ricos en fibra sobre la viabilidad de ciertas cepas
probidticas, principalmente lactobacilos (Matouskova et al., 2016; Przyborska et al.,
2019a; Mateos-Aparicio et al., 2020; Silva de Andrade et al., 2020). En este sentido,
se ha demostrado como diferentes tipos de subproductos alimentarios, como
cascara de limén, pulpa de remolacha azucarera, semillas de castafio de Indias,
harina de frutas y verduras y pulpa de manzana, son capaces de potenciar el
crecimiento de diferentes probidticos in vitro (Matouskova et al., 2016; Przyborska
et al., 2019a; Mateos-Aparicio et al., 2020; Silva de Andrade et al., 2020).

La composicion de las lias del cava, con una elevada proporcién de B-glucanos y
MOS, las sitlia como potenciales candidatas a utilizarse como agente prebidtico. El
objetivo de este estudio fue evaluar in vitro el potencial efecto promotor de las lias
del cava sobre el crecimiento de diferentes cepas cominmente utilizadas como

probidticos.

DISENO EXPERIMENTAL

Se seleccionaron un total de 11 cepas de especies bacterianas ampliamente
utilizadas por su papel probidtico, todas ellas incluidas en la lista de
microorganismos con estatus de presuncién cualificada de seguridad (QPS, por sus

siglas en inglés) (Tabla 10).

La metodologia para la obtenciéon de las lias del cava, los recuentos
microbiolégicos y la determinacion de los valores de pH se encuentran descritos
en las correspondientes secciones del aparatado 3.1. El efecto prebidtico de las
lias del cava se evalué mediante la adicién de un 5% de este subproducto al medio
de cultivo. Esta proporcién fue seleccionada porque mostré una mayor eficiencia
en la promocién del crecimiento de diferentes cepas de BAL (resultados del

apartado 3.1).

El andlisis estadistico de los resultados se efectud como se encuentra descrito en

la correspondiente seccion del aparatado 3.1.
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Tabla 10. Cepas probidticas seleccionadas para este estudio.

Lactiplantibacillus plantarum CECT4180 37°C Coleccién Espariola de Si
subsp. plantarum Cultivos Tipo
CECT220 Si
CECT221 No
CECT224 No
CECT749 No
ATCC14917 37°C Coleccién Americana de No
Cultivos Tipo
Lacticaseibacillus casei CECT7600 37°C Coleccién Espariola de No
Cultivos Tipo
BAP341 Grupo de investigacién Si
Limosilactobacillus fermentum ~ CECT285 37°C Coleccién Espariola de Si
Cultivos Tipo
Lactobacillus gasseri BAP513 37°C Grupo de investigacién No
Pediococcus pentosaceus CECT8330 37°C Coleccién Espariola de No
Cultivos Tipo

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla 10 resume, para cada una de las 11 cepas ensayadas, la respuesta, en
términos de crecimiento, frente a la adicion de un 5% (p/v) de lias del cava. De
todas ellas, Unicamente cuatro cepas mostraron recuentos significativamente
superiores cuando crecian en presencia de lias (Figura 11). Contrariamente, cuatro
cepas de L. plantarum, una de L. casei, una de L. gasseriy una de P. pentosaceus

no se vieron influenciadas por la presencia de lias.

Respecto a L. fermentum CECT275y L. casei BAP341, y tal como se puede observar
en la Figura 11, fue a partir de las 24 horas de cultivo cuando se observaron
diferencias significativas en la densidad de poblaciéon méaxima y/o supervivencia de
estas cepas, con incrementos generalmente superiores a 0,5 logio UFC/mL en
comparacion con el control (p <0,05). Sin embargo, en el caso del pH, sélo se
observé un efecto significativo sobre la acidez en la cepa L. casei BAP341, con

valores finales de 0,5 unidades de pH mas bajos que el control (p <0,05).

De las seis cepas de L. plantarum ensayadas, sélo dos (CECT220 y CECT4180) se

vieron influenciadas por la presencia de lias, y Gnicamente a nivel de supervivencia.
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La adicién de lias del cava al medio de cultivo aumentd significativamente el
crecimiento de L. plantarum CECT220 en 1,4 unidades logio y el de L. plantarum
CECT4180 en 2 unidades logio en comparacién con el cultivo control a las 72 h de
ensayo (p < 0,05). No se observaron diferencias en los valores de pH entre los
medios de cultivo suplementados y no suplementados, lo que podria explicarse

por la falta de efecto de las lias del cava en la fase de crecimiento en ambas cepas.

Como en el caso de las cepas tecnoldgicas del apartado 3.1, seria interesante

ensayar el efecto prebiético utilizando porcentajes mas altos de lias.

L. fermentum CECT285
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Figura 11. Cinética de crecimiento y evolucion en los valores de pH de las cepas probiéticas

cultivadas sin (control) y con un 5% (p/v) de lias del cava. Los resultados corresponden al promedio
y desviacion estandar (barras) de tres experimentos independientes.

Recientemente, revalorizacién de

varios estudios se han centrado en la
subproductos de la industria alimentaria por su potencial papel como prebidticos
(Jiménez-Zamora et al., 2015a; Matouskova et al., 2016; Gémez et al., 2019a;
Przyborska et al., 2019a; Lacerda Massa et al., 2020a; Mateos-Aparicio et al., 2020;

Silva de Andrade et al., 2020). Przyborska et al. (2019) describieron la capacidad
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prebidtica de un subproducto procedente del castafio de Indias, capaz de inducir
un mayor crecimiento in vitro de varias cepas probidticas de L. plantarum, L. casei
y L. fermentum (Przyborska et al., 2019a). Al igual que en nuestro estudio, la
capacidad de fermentar este sustrato vegetal varié sustancialmente entre las cepas
ensayadas. En 2020, Silva de Andrade et al., comprobaron in vitro como un 3% de
harina de frutas y verduras (subproducto procedente de la elaboracién de bebidas
isoténicas), incrementaba los recuentos de cuatro cepas probidticas de lactobacilos
(Silva de Andrade et al., 2020). Posteriormente, estos mismos autores confirmaron
el efecto prebidtico de este subproducto rico en fibra en la microbiota intestinal
obtenida de muestras fecales. Por dltimo, Lacerda Massa et al. (2020) reportaron
resultados muy similares respecto al efecto prebidtico in vitro de la cascara y las

semillas de jabuticaba, una fruta brasilefia (Lacerda Massa et al., 2020a).

Los efectos promotores del crecimiento bacteriano de los subproductos
anteriormente mencionados se han atribuido, principalmente, a su contenido en
oligo o polisacéridos (por ejemplo, B-glucanos, arabinanos, arabinogalactanos,
galactanos, xiloglucanos y galactomananos) y sustancias pécticas. De hecho, el
aumento del crecimiento bacteriano inducido por las lias del cava podria deberse
al uso de B-glucanos y MOS (que constituyen mas del 90% de la pared celular)
como fuente de carbono. Se ha reportado ampliamente la capacidad de los
B-glucanos (normalmente obtenidos de las paredes celulares microbianas, de la
avena o del centeno) y de los MOS para estimular el crecimiento de varias especies
del género Lactobacillus (Kneifel, 2000; Russo et al., 2012; Kili¢ and Akpinar, 2013;
Chauhan et al., 2014; Chen et al., 2014; Pongsapipatana et al., 2016; Shi et al.,
2018; Cao et al., 2019; Yuca et al., 2019).

El metabolismo de este tipo de carbohidratos de cadena larga requiere, como
primer paso, su hidrdlisis en azlcares fermentables mas pequefios por parte de las
glucosidasas (Russo et al., 2012). La presencia de estas enzimas ha sido identificada
en bacterias del género Lactobacillus, lo que puede conferir a estas bacterias la
capacidad de utilizar oligo o polisacaridos como fuente de carbono (Hernandez-
Hernandez et al., 2012; Russo et al., 2012). Esto es consistente con los resultados

del estudio de Russo et al. (2012), en el que los B-glucanos mostraron una mayor
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actividad prebidtica en una cepa recombinante de L. plantarum con una enzima
B-glicosidasa sobreexpresada. Sin embargo, las enzimas responsables de esta via
metabdlica pueden estar inhabilitadas en ciertas cepas bacterianas,
comprometiendo asi su capacidad para fermentar estos sustratos (Honda et al.,
2007; Huebner et al., 2007; O’ Donnell et al., 2011). Este hecho respalda los
resultados obtenidos en esta tesis doctoral, de acuerdo con los cuales la
suplementacién con lias del cava mostré un comportamiento cepa-dependiente en

el efecto promotor del crecimiento de bacterias probidticas.
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4. CONCLUSIONES

1. Se ha demostrado in vitro que las lias del cava poseen un efecto promotor del
crecimiento de diferentes especies de BAL comuinmente utilizadas como
cultivos iniciadores, mostrando un efecto dosis y cepa-dependiente. Tras
estudiar el efecto de la adicion de un 0,5%, 1%, 2% y 5% de lias, se comprobd
que el 5% fue la proporcién que mostré el mayor efecto potenciador del

crecimiento bacteriano.

2. Laadicion de lias del cava en la formulacion de derivados cérnicos fermentados
crudos-curados no provocd un mayor crecimiento de BAL, aunque si se tradujo

en una mayor acidificacién inicial y final de los derivados carnicos fermentados.

3. Laslias del cava inhibieron de manera significativa el crecimiento de Salmonella
y L. monocytogenes en derivados carnicos fermentados. Este efecto inhibitorio
fue muy similar al ejercido por el cultivo iniciador L. sakei CTC494. Ademas, el
uso combinado de las lias del cava con el cultivo iniciador tuvo un efecto
sinérgico sobre Salmonella. Este efecto antimicrobiano de las lias podria
deberse a la mayor acidificacion producida por la adicién de este subproducto

vitivinicola.

4. El extracto fendlico de las lias del cava mostré un ligero efecto antimicrobiano
frente Salmonella en el producto acabado. Sin embargo, la adicion de este
extracto no tuvo ningun efecto anti-listeria. En las condiciones estudiadas, la
presencia del extracto fendlico de las lias del cava no potencié el efecto

inhibidor del crecimiento de patégenos de los cultivos iniciadores.

5. La adicién de lias del cava o de su extracto fendlico en la formulacién de
derivados cérnicos fermentados se ha mostrado como una estrategia efectiva

para la reduccién de aminas biégenas, como cadaverina y putrescina.

6. Se ha demostrado que las lias del cava potencian el crecimiento de diferentes
cepas de especies de BAL consideradas probidticas y por ello se presume que

las lias pueden tener también aplicaciones como sustratos prebidticos.
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Los resultados de esta tesis doctoral confirman el uso de las lias del cava como
ingredientes naturales para mejorar la seguridad microbiolégica de derivados
carnicos fermentados crudos-curados, asi como por su potencial caracter
prebidtico. Ambas son estrategias de revalorizacion alineadas con los principios
de la economia circular y aportan un valor afiadido a un subproducto de la

industria vitivinicola generado en gran volumen.
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Abstract: The growing trend of circular economy has prompted the design of novel strategies for the
revalorization of food industry by-products. Cava lees, a winery by-product consisting of non-viable
cells of Saccharomyces cerevisiae rich in -glucans and mannan-oligosaccharides, can be used as a
microbial growth promoter, with potential food safety and health applications. The aim of this
study was to assess in vitro the effect of cava lees on the growth of 21 strains of lactic acid bacteria
(LAB) species commonly used as starter cultures and/or probiotics. Firstly, 5% of cava lees was
selected as the most effective amount for enhancing microbial counts. After screening different LAB,
statistically significantly (p < 0.05) higher microbial counts were found in 12 strains as a consequence
of cava lees supplementation. Moreover, a greater and faster reduction in pH was observed in most
of these strains. The growth-promoting effects of cava lees on LAB strains supports the potential
revalorization of this winery by-product, either to improve the safety of fermented products or as a
health-promoting prebiotic that may be selectively fermented by probiotic species.

Keywords: cava lees; by-product; winery; 8-glucans; mannooligosaccharides (MOS); lactic acid
bacteria (LAB); prebiotics; probiotics; revalorization; circular economy

1. Introduction

The production of cava, a highly appreciated Spanish sparkling wine, traditionally
involves a second fermentation in the bottle and a subsequent biological aging of the
base wine on lees for at least 9 months [1]. Cava lees are non-viable cells of Saccharomyces
cerevisiae naturally plasmolyzed due to the sustained contact with wine [2—4]. In general,
approximately one gram of lees, containing approximately 10° dead cells of S. cerevisiae,
is obtained for each bottle of cava [5]. Thus, considering that in 2020 around 215 million
bottles of cava were produced in Spain, it can be estimated that about 215 tons of lees
are generated annually [6]. These lees are currently considered a by-product of the cava
industry that, according to its compositional characteristics, could potentially achieve a
high added value.

Cava lees are rich in antioxidant compounds, as well as in soluble and insoluble fibers
mainly derived from the yeast cell wall [7]. The principle components of the S. cerevisiae
cell wall are 3-1,3-glucan (50-55%) and B-1,6-glucan (5-10%), together with mannoproteins
(35-40%), and chitin (1-2%) [8,9]. In recent years, 3-glucans have attracted growing interest
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as an ingredient in food formulations [10,11] and, in 2011, B-glucans from yeast and fungi
were approved by the European Commission as novel food ingredients [12,13]. Several
studies have demonstrated the ability of B-glucans to promote the growth and survival
of lactic acid bacteria (LAB) [14-17]. Similarly, mannan-oligosaccharides (MOS) have the
capacity to stimulate the growth of different beneficial lactobacilli species of the intestinal
microbiota, both in humans and animals [18-20].

The technological functionality of dietary fiber is increasingly being explored for food
applications, especially in fermented products [21-31]. The addition of fiber can enhance
the fermentation rate and help to achieve a greater decrease in pH, a desirable effect in
terms of food safety. In this context, food industry by-products, reused as ingredients in
the formulation of fermented meat products, have been found to stimulate the growth
of certain LAB and provide safety advantages while maintaining or even improving the
organoleptic quality of these foods [32,33].

From a health point of view, soluble fiber is well known to have a prebiotic effect
that improves the survival and implantation of species within the intestinal microbiota
with beneficial effects for the host [34]. Promising results have been recently reported
about the potential prebiotic effect of fiber-rich by-products on the viability of certain
probiotic strains, mainly lactobacilli. Thus, different tested probiotic strains showed an
enhanced growth when cultured in vitro with a variety of food by-products, such as lemon
peel, sugar beef pulp, horse chestnut seeds, fruit and vegetable sours, and apple pomace,
although the growth-promoting effect has been described as strain-dependent [35-38].

Considering cava lees are rich in different types of fibers (mainly B-glucans and MOS),
they have potential application as a microbial growth promoter, with benefits for food
safety and health. If confirmed, this could be a novel strategy for the revalorization of this
winery by-product in alignment with current circular economy initiatives. To date, cava
lees have not been studied from this perspective. Therefore, the aim of this study was to
assess in vitro the potential promoting effect of cava lees on the growth of different strains
of LAB from species commonly used as starter cultures and /or probiotics.

2. Materials and Methods
2.1. Obtaining Cava Lees

Cava lees were provided by the winery Freixenet S.A. (Sant Sadurni d’Anoia, Spain).
To eliminate remaining cava, wet lees were centrifuged at 10,000 rpm for 10 min at 4 °C. The
lees were subsequently frozen in an ultra-low temperature freezer (—80 °C), freeze-dried
(Cryodos-50, Telstar, Terrassa, Spain), ground, and preserved in sealed tubes protected
from the light and humidity until use.

2.2. Assessment of the Effect of Different Amounts of Cava Lees on the Growth of LAB Strains

A scheme of the overall experimental procedure is provided in Figure 1. In order to
select the most effective concentration, the growth promoter effect of different amounts of
cava lees was assessed in 6 bacterial strains of Latilactobacillus sakei (CTC494 and BAP111),
Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum (CECT4180 and CECT220), Latilactobacillus
curvatus (BAP202), and Lacticaseibacillus casei (BAP341). An overnight culture of each strain
was performed in MRS broth (Condalab®, Madrid, Spain) incubated in optimal growth
conditions (Table 1). Then, a 100 uL aliquot from the overnight culture was subcultured in
25 mL of MRS broth without (control) or with increasing amounts of lees (0.5%, 1%, 2%,
and 5% (w/v)) at the optimal temperature, and with constant shaking (200 rpm) under
aerobic conditions. Amounts above 5% of lees were not considered, as they technically
hindered the cultivation of the bacterial strains. Plate microbial counts, expressed as logg
CFU/mL, were determined in duplicate at incubation times 0 to 72 h. Three independent
assays were performed for each bacterial strain.
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Figure 1. Overall experimental procedure for the in vitro assessment of the effect of cava lees on the

growth of different LAB strains.

Table 1. Lactic acid bacteria (LAB) strains used in this study.

Species Strain Og'hmal Grosih Source (Collection) Growth Promoted
emperature by Cava Lees
Latilactobacillus sakei BAP101 30°C Research Group Collection YES
BAP102 YES
BAP110 YES
BAP111 YES
BAP115 YES
CTC494 IRTA culture collection * YES
SMi181 CHR Hansen® NO
FSC111 NO
Latilactobacillus curvatus BAP201 30°C Research Group Collection YES
BAP202 YES
Lactiplantibacillus
plantarum subsp. CECT4180 37°C Spanish Type Culture Collection YES
plantarum
CECT220 YES
CECT221 NO
CECT224 NO
CECT749 NO
ATCC14917 37°C American Type Culture Collection NO
Lacticaseibacilluscasei CECT7600 37°C Spanish Type Culture Collection NO
BAP341 Research Group Collection YES
Limosilactobacillus CECT285 37°C Spanish Type Culture Collection YES
Sfermentum
Lactobacillus gasseri BAP513 37°C Research Group Collection NO
Pediococcus pentosaceus CECT8330 37°C Spanish Type Culture Collection NO

! Institute of Agrifood Research and Technology.
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2.3. Screening of the Effect of Cava Lees on the Growth of LAB Strains

A total of 21 strains of LAB species were selected for their special interest from a
technological (starter cultures) and health (probiotics) perspective, and all of them are
included in the list of microorganisms with QPS (qualified presumption of safety) status
(Table 1). The effect of the addition of 5% of cava lees (previously selected for showing
the highest growth promoter effect) on each strain was tested as described in the previous
section (Figure 1). Three independent assays were performed for each bacterial strain.

Changes in the pH of the culture media during the assay were measured by a digital
instrument (pH 60 DHS® ©XS instruments, Carpi, Italy). Due to the acidity conferred by
lees, the pH value of the culture media supplemented with lees was adjusted with KOH
(IM) to equilibrate the pH to that of the control sample.

2.4. Data Analysis

Statistical analysis of data was performed using the IBM SPSS Statistics 23.0 statistical
software package (IBM Corporation, Armonk, NY, USA). Data of the growth promoter
effect of different amounts of cava lees were assessed by an ANOVA and post hoc Tukey
tests. Student’s t-test was applied to assess the statistical significance of log;, counts and
pH values of each LAB strain cultured with and without lees. Differences with p < 0.05
were considered statistically significant.

3. Results and Discussion
3.1. Assessment of the Effect of Different Amounts of Cava Lees on the Growth of LAB Strains

Supplementation of the growth medium with cava lees resulted in a higher concen-
tration of viable cells of the different LAB strains in comparison with the control medium
(without lees). Overall, a strain-dependent and a dose-dependent effect was observed.
As can be seen in Figure 2, the higher microbial counts of some strains due to cava lees
was already observed after 6 h of culture, although statistically significant differences at
this time were only obtained for L. sakei strains (p < 0.05). This effect was much more
evident after 24 h, when the counts were significantly higher (p < 0.05) for four strains
(L. sakei CTC494, L. sakei BAP111, L. curvatus BAP202, and L. casei BAP341) at all tested
amounts of cava lees. The effect of cava lees differed according to the amount used, 2%
and 5% producing the strongest statistically significant effect (p < 0.05) on bacterial growth
(24 h) and/or survival after the stationary phase (at 48 h). Regarding L. plantarum strains,
significantly different results associated with the concentration were not found until 48 h
of incubation (p < 0.05). The highest microbial counts of L. plantarum were also obtained
with 2% and 5% of lees, indicating that, at lower amounts or control conditions, microbial
survival after the stationary growth phase was lower. Therefore, among the different
assessed amounts of cava lees, the addition of 5% proved to be the most effective for all
the tested strains, resulting in LAB microbial concentrations 0.6 to 1.3 logy units higher
than in the control cultures, either at 24 h or 48 h of incubation. Other studies have also
reported a stimulatory effect on LAB growth of different plant-derived by-products at
concentrations ranging from 1 to 10% [25,35,37,39,40]. Higher amounts (up to 20%) of
purified oligosaccharides from soy sauce have also been described as beneficial for the
growth of Lactobacillus delbrueckii subsp. Bulgaricus (previously Lactobacillus bulgaricus) and
Streptococcus thermophilus after 48 h of supplemented culture [41].
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Figure 2. Concentration of 6 LAB strains in growth media without (control) and with different
amounts of cava lees after 6 h (A), 24 h (B), and 48 h (C) of incubation. The average and standard
deviation (bars) of three independent experiments are displayed. Different letters denote statistically
significant differences (p < 0.05) between amounts of added cava lees.

3.2. Screening of the Effect of Cava Lees on the Growth of LAB Strains

The effect, in terms of growth, of adding 5% (w/v) of cava lees to the 21 tested LAB
strains is shown in Table 1. A statistically significantly higher microbial count due to the
presence of cava lees was observed at some time point in 12 strains; their growth kinetics
and the pH decrease are depicted in Figure 3. The only species that did not show this effect
were L. gasseri and P. pentosaceus.

Overall, the higher microbial counts due to the addition of lees varied according to
the strain (Figure 3). Regarding L. sakei, six out of eight strains showed a higher growth
rate compared to the control (during the exponential growth phase in the first hours of
incubation) when 5% of cava lees was added. Thus, significantly higher microbial counts
were obtained at the end of the exponential phase for L. sakei BAP101, BAP102, BAP110,
BAP111, BAP115, and CTC494, with differences in the maximum population density
ranging from 0.7 to 1.1 log; units with respect to the control (p < 0.05). Higher counts were
generally maintained until the end of the 72 h incubation period (death phase).

111



Anexos

Foods

2021, 10, 1636

60f10

lagnCFUne

L sakei 2aP200[ %

™

. @
‘ . ¥ i s
ay AN
. NF ' w0
. .
.

i

L sakei BAPLIOF ** Csohel BAPIIIL &5

loguCruint
R

g UL

[reeTn

L fermentam CECTZS

- Losaker BApa1S [ &8 = Coamkel CTCAM [ &4 - L careatas BAP20L £ &4 » L curvotvs BAPXOZ [ &%
w@ 1] “ 1 ‘ 4 @
*4 : . A . . i
5 ] s E s — s B s
-, i b i g7 NS 6 “ i
i g s % f FAN AN 5 : U . 2 s
N B ) ' e i ) S % . foEe . 1---3
bR } ¥ as N o ~ s -y “
LT { N .. g . . I B ——geang
e R L T .
R i 2 N % = @ % o m M % & @& = o 1 Mm% 4 w7
Tre bl el T

bge R

Y
)

s
s LY
N

112

p

oH Control = B - g 5% fwiv) lees l

I Control ==l 5% [ w/) ees.

Figure 3. Growth kinetics and changes of pH values of LAB strains cultured without (control) and with 5% cava lees. The
average and standard deviation of three independent experiments are shown. The enhanced bacterial growth in L. sakei
strains cultured with cava lees also resulted in a greater decrease in pH in all strains (Figure 3). The increase in acidity of
the culture media was significantly higher and faster during the first 24 h (pH values of 4.2-4.7, depending on the strain),
coinciding with the exponential growth phase (p < 0.05). The pH of the control culture medium (without cava lees) was
always higher, with values of 4.7-5.3.

Regarding L. curvatus, a significant promotion of growth was observed for both tested
strains compared with the control (p < 0.05). L. curvatus BAP202, whose growth rate was
not affected in the first hours of incubation, reached a higher maximum population density,
with concentrations up to 1.5 log greater than the control, and a pH 0.7 points lower. In
the case of L. curvatus BAP201, despite an enhanced growth in the presence of cava lees,
the level of acidification was very similar with or without the addition of lees.

L. fermentum CECT275 and L. casei BAP341 were also influenced by the addition of lees,
although to a lesser extent than the L. sakei and L. curvatus strains (Figure 3). Significant
differences in maximum population density and/or survival of both bacterial strains
appeared after 24 h of culture, with increases generally higher than 0.5 log;y cfu/mL
compared to the control (p < 0.05). However, a significant effect on acidity was only
observed for L. casei BAP341, the final pH value being 0.5 units lower compared to the
control (p < 0.05).

L. plantarum were the bacterial species least affected by the presence of cava lees. Of the
six strains tested, only two (L. plantarum CECT220 and L. plantarum CECT4180) showed any
differences with respect to the control, though only regarding the survival on the last day
of the incubation period. In fact, the addition of cava lees to the culture media significantly
enhanced the viability after 36 h (p < 0.05), L. plantarum CECT220 (1.4 log1o) and CECT4180
(2 log1o), showing a higher concentration compared to the control culture. No differences
were observed in the pH values between the supplemented and unsupplemented culture
media, which could be explained by the lack of effect of cava lees in the growth phase in
both strains.

Various plant-based by-products have been successfully applied to improve the nutri-
tional, textural and sensory properties of dairy and meat fermented products [24,25,28,29].
However, there are few data about the enhancing effect of by-products on the microbiologi-
cal safety of fermented products [32,33]. Sayas-Barber4 et al. [32] demonstrated a positive
effect of a 1% fiber-rich by-product of orange juice production on the food safety of dry
fermented sausages when combined with the probiotic strain L. casei CTC475. Supplemen-
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tation with this citrus by-product promoted the growth and survival of LAB, resulting in a
higher acidification of sausages without affecting their sensory properties. More recently,
the effect of sake lees (i.e., the residue of the brewing process of the Japanese fermented
rice beverage) on dry-fermented sausages was assessed, and higher LAB counts and lower
pH values during the aging period were observed [33].

Several recent studies have focused on the revalorization of by-products with a poten-
tial role as prebiotics [35-40,42]. Przyborska et al. [36] reported the prebiotic capacity of a
horse chestnut by-product, which induced a higher in vitro growth of various probiotic
strains of L. plantarum, L. casei and L. fermentum, among others. As in the current study,
the capacity to ferment this substrate varied among strains. Andrade et al. [37] found an
increased growth of four probiotic lactobacilli strains cultured in vitro with 3% of fruit
and vegetable flour. Later, the prebiotic effect of this fiber-rich by-product was further
confirmed on gut microbiota obtained from fecal samples. Similar results were obtained by
Massa et al. [39] regarding the in vitro prebiotic effect of peel and seeds from jabuticaba, a
Brazilian fruit.

The bacterial growth-promoting effects of the above-mentioned by-products have been
mainly attributed to their content of oligo- or polysaccharides (e.g., B-glucans, arabinans,
arabinogalactans, galactans, xyloglucans, and galactomannans) and pectic substances.
Likewise, the observed growth enhancement induced by cava lees could be due to the
bacterial use of B-glucans and MOS (constituting more than 90% of the cell wall) as a
carbon source. In this regard, the capacity of B-glucans (usually obtained from microbial
cell walls, oat, or rye) and MOS to stimulate the growth of several lactobacilli has been
extensively reported [15,16,23,27,43-47].

The metabolism of these large carbohydrates requires, as a first step, their hydrolysis
into fermentable smaller sugars by glycosidases [15]. The presence of these enzymes has
been reported in the Lactobacillus genus, which may endow these bacteria with the ability to
use oligo- or polysaccharides as a carbon source [15,48]. This is consistent with the results
of a study by Russo et al. [15], in which B-glucans showed higher prebiotic activity on a
recombinant L. plantarum strain with an overexpressed B-glycosidase enzyme. However,
the enzymes responsible for this metabolic pathway may be disabled in certain bacterial
strains, thus compromising their ability to ferment these substrates [49-51]. This fact
supports the results obtained herein, according to which the supplementation with cava
lees showed a strain-dependent behavior on the growth-promoting effect of technological
and probiotic LAB strains.

Overall, the enhancement of LAB strain growth in vitro and reduction in pH values
induced by cava lees supports the potential revalorization of this winery by-product
with applications to improve the safety of fermented foods. Furthermore, the selective
fermentation of cava lees by certain probiotic species suggests they could be exploited as
prebiotics in health applications. Higher amounts of cava lees could potentially have a
growth-promoting effect on those species in which no in vitro effect has been observed.
Thus, the results obtained here need to be confirmed in real models of fermented foods,
which would also allow us to assess both the effects of higher amounts of cava lees and the
impact on organoleptic properties. It should be noted that the observed strain-dependency
of the effects of cava lees warrants case-by-case study. The proposed recycling of cava
lees represents a novel strategy for the revalorization of a by-product generated in large
amounts. This approach is in alignment with the Sustainable Development Goals of the
United Nations, focused on reducing food industry waste products and promoting the
circular economy.
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Abstract: The revalorization of food processing by-products not only reduces the environmental
impact of their disposal, but also generates added economic value. Cava lees consist of inactive cells
of Saccharomyces cerevisiae, and though regarded as a valueless winery by-product, they are rich in
fiber and phenolic compounds. In this study, a challenge test was performed to assess the effect of
cava lees and a phenolic extract (LPE) derived therefrom on the behaviour of technological microbiota
(lactic acid bacteria used as a starter culture) and the foodborne pathogens Salmonella spp. and Listeria
monocytogenes during the fermentation and ripening of pork sausages. Ten batches of fermented
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ges were prepared with and without cava lees or the LPE, and with or without different strains
of Latilactobacillus sakei (CTC494 or BAP110). The addition of cava lees reduced the pH values of
the meat batter throughout the fermentation and ripening process. No growth-promoting effect on
spontaneous lactic acid bacteria (LAB) or the starter culture was observed. In contrast, the presence
of cava lees prevented the growth of the tested pathogens (Salmonella and L. monocyfogenes), as
did the starter culture, resulting in significantly lower counts compared to the control batch. In
addition, the combination of cava lees with L. sakei CTC494 had a bactericidal effect on Salmonella.
LPE supplementation did not affect the pH values or LAB counts but reduced the mean counts of
Salmonella, which were 0.71 logo lower than the control values at the end of the ripening. The LPE
did not exert any additional effect to that of the starters applied alone. The revalorization of cava
lees as a natural ingredient to improve the microbiological safety of fermented sausages is a feasible
strategy that would promote a circular economy and benefit the environment.
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1. Introduction

The food industry generates large amounts of by-products, whose disposal is costly
from both an economic and environmental point of view [1]. Nowadays, there is grow-
ing interest in the revalorization of by-products rich in components such as polyphenols,
proteins, fiber or lipids, which may have technological, nutritional and food safety applica-
tions [2].

The use of fiber-rich by-products as natural ingredients is being widely evaluated as
an innovative reformulation strategy of fermented foods to achieve positive nutritional
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effects, such as the reduction of fat and/or the increase of dietary fiber content [3-8].
From a technological perspective, plant-derived by-products have been used in fermented
food manufacture to promote the growth of lactic acid bacteria (LAB) and thus accelerate
the fermentation process, with promising preliminary results [8-11]. Another widely
explored revalorization strategy has focused on upcycling phenolic compounds from
plant by-products as natural antioxidants or antimicrobial compounds for the formulation
of different food products [12-19]. It has been demonstrated, although mostly in vitro
assays, that phenolic extracts from by-products, such as grape (seeds, skins and stems),
olive and apple pomace, and shitake stems, have a protective effect against foodborne
pathogens [18,20-26]. In fact, it has been verified that some phenolic extracts help reduce
the growth of some of the most common foodborne pathogenic bacteria (i.e., Salmonella
spp., Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Listeria monocytogenes) [27-30]. However,
the minimum inhibitory concentration against a specific pathogen can vary depending on
factors such as the type of polyphenol or the bacterial strain [27].

Cava lees are a by-product of the second fermentation of cava (Spanish sparkling
wine), with an estimated annual production of ca. 300 tons [31]. Cava lees consist of
inactive and plasmolyzed cells of Saccharomyces cerevisiae and are naturally rich in fiber (-
glucans and mannan-oligosaccharides). Moreover, sustained contact with the wine during
the aging process enriches cava lees with significant amounts of phenolic compounds and
organic acids. Despite their interesting composition, and the fact that cava lees account
for a high percentage of total winery by-products (ca. 25%), their revalorization in food
applications has not been explored to date [32]. Our research group recently demonstrated
that under in vitro laboratory conditions cava lees have a growth-promoting effect on
specific strains of LAB species commonly used as probiotics and/or starter cultures [33].

Considering the richness of cava lees in different types of fiber, polyphenols and
organic acids, they have potential for revalorization in food applications. A possible
function is to improve the microbiological safety of fermented sausage, as cava lees can
enhance the implantation and growth of fermentative LAB and have an antimicrobial
effect against pathogenic bacteria. In this framework, the aim of the present study was to
assess the effect of cava lees and a derived phenolic extract on technological microbiota
(i.e,, LAB) and the foodborne pathogens Salmonella spp. and Listeria monocytogenes during
the fermentation and ripening of pork sausages using a challenge test. To the best of our
knowledge, this is the first time that the use of cava lees and its phenolic extract has been
studied with an application in food safety through a challenge test in a more complex
food matrix.

2. Materials and Methods
2.1. Bacterial Strains

Listeria monocytogenes strains CTC1034 (serotype 4b), 122MOB045LM (genoserotype
1) and Scott A (serotype 4b) and Salmonella enterica strains CTC1003 (serotype London),
CTC1756 (serotype Derby) and CCUG34136 (serotype Enteritidis, Type strain) were used
for the challenge test. Cultures were prepared by growing each strain independently in
brain heart infusion (BHI, Beckton Dickinson, Sparks, MD, USA) at 37 °C for 7 h and
subsequently sub-cultured again at the same temperature for 18 h to reach the stationary
phase. The bioprotective Latilactobacillus sakei (formerly Lactobacillus sakei) CTC494, a meat
isolate producing sakacin k [34], and L. sakei BAP110 grown at 30 °C for 19 h in MRS broth
were used as starter cultures. All cultures were preserved frozen at —80 °C in the growth
medium supplemented with 20% glycerol as the cryoprotectant until used.

2.2. Preparation of Cava Lees

Cava lees were provided by the winery Freixenet S.A. (Sant Sadurni d’Anoia, Spain).
The characterization of the composition of cava lees is detailed by Aguilera-Curiel [35]
and they are mainly composed of polysaccharides (72.3% in wet weight) and a lesser
percentage of proteins (8.5% in wet weight). Wet lees were centrifuged at 18,000x g for
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10 min to remove the remaining cava. The lees were subsequently frozen in an ultra-
low temperature freezer (—80 °C), freeze-dried (Cryodos-50, Telstar, Terrassa, Spain) and
ground. Lyophilized lees (pH = 3.2 - 0.02) were preserved in sealed tubes protected from
the light and humidity.

2.3. Phenolic Extract Preparation

The cava lees phenolic extract (LPE) was obtained according to the method described
by Silva et al. [24] with some modifications. Thus, 1 g of powder lees was added to 10 mL
of a mixture of ethanol /water/acetic acid (80/20/0.05) and sonicated for 30 min. The
supernatant was isolated by centrifugation (2500 g for 10 min at 4 °C), transferred into a
flask, and the pellet was re-extracted. The collected supernatants were evaporated under
vacuum on a rotatory evaporator at 37 °C. The dry residue was weighted and stored at 4 °C
until used in the sausage elaboration. The total phenolic content of the extract, expressed
as mg of gallic acid equivalents (GAE)/g, was determined using the method described by
Vallverdu-Queralt et al. [36].

2.4. Elaboration of Inoculated Fermented Pork Sausages

Meat batter was prepared on a pilot scale under biosafety conditions by mixing minced
lean pork meat and fat (8:2) ground through a 6 mm plate and inoculating it with a mixture
of the three L. monocytogenes and three Salmonella strains (same amount for each strain) at
a level of ca. 6 logy CFU/g. Subsequently, the ground meat was mixed with (in g/kg)
sodium chloride (25), dextrose (7), black pepper (3), sodium ascorbate (0.5), sodium nitrite
(0.15) and potassium nitrate (0.15). In the corresponding batches, 5% (w/w) of cava lees or
0.3% (w/w) of LPE was also added (corresponding to the content of phenolic compounds
expected in 5% of lees). According to a previous study, 5% of cava lees was the most
effective concentration for enhancing the in vitro bacterial growth [33]. In addition, this
percentage of lees is also similar to those of others plant-based by-products used in some
other studies [4-6,10]. The total amount of water of the sausage recipe was 2.6 mL/kg,
including the volume used as a vehicle to add the pathogen mixture to the ground meat and
the starter culture if required. In total, 10 batches were prepared for the two experiments
(Table 1).

For each batch, 80 g portions of the prepared meat batter were stuffed into Tublin10
(Tub-Ex, Tass, Denmark) permeable plastic bags using vacuum packaging and were submit-
ted to a process of fermentation and drying consisting of 2 days at 23 °C and subsequently
19 days at 15 °C.

Table 1. Batches of fermented sausages formulated with or without cava lees or the lees phenolic
extract (LPE) and /or different strains of L. sakei as the starter culture.

Experiment Batch Ingredient Starter Culture
C1
L1 Cava lees
) C1+ CTC494 L. sakei CTC494 !
L1+ CTC494 Cava lees L. sakei CTC494 !
Cc2
E2 LPE
C2 + CTC494 L. sakei CTC494
2 E2 + CTC494 LPE L. sakei CTC494
C2 + BAP110 L. sakeit BAP110
E2 + BAP110 LPE L. sakei BAP110

T Producer of the bacteriocin sakacin K [34].

2.5. Microbiological and Physicochemical Analysis

For the microbiological analysis, ca. 15 g of sausage was diluted 10-fold in saline
solution (0.85% NaCl and 0.1% Bacto Peptone (Beckton Dickinson, Franklin Lakes, NJ,
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USA), homogenized in a Blender Smasher® bag (bioMérieux, Marcy-1'Etoile, France) for
1 min and again 10-fold serially diluted in saline solution. L. monocytogenes was enumerated
on the chromogenic agar CHROMagar Listeria (CHROMagar, Paris, France) after incuba-
tion at 37 °C for 48 h. Salmonella was enumerated on the chromogenic agar CHROMagar
Salmonella Plus (CHROMagar, Paris, France) after incubation at 37 °C for 24 h. LAB were
enumerated in MRS (de Man, Rogosa and Sharpe; Merck, Darmstadt, Germany) agar plates
incubated at 30 °C for 72 h under anaerobiosis using sealed jars with an AnaeroGen sachet
(Oxoid Ltd., Altrincham, UK).

The pH was measured with a puncture electrode 5232 (Crison Instruments S.A., Alella,
Spain) and a portable pHmeter PH25 (Crison Instruments S.A., Alella, Spain) and a,, with
an Aqualab 3TE device (Decagon Devices, Inc. Pullman, WA, USA) at 25 °C. Analysis
was performed in duplicate at selected sampling times throughout the fermentation and
ripening process.

2.6. Isolation and Monitoring of Starter Culture Strains

To monitor the implantation of the starter cultures, eight colonies per batch were
isolated from MRS plates at day 0, 8 or 9 and 21 and submitted to Repetitive Extragenic
Palindromic(REP)-PCR and Enterobacteria Repetitive Intergenic Consensus (ERIC)-PCR
with primers FW-REP1R-I (5-INICGICGICATCIGGC-3') and RV-REP2-11 (5"-ICGICTTATCI
GGCCTAC-3'), and FW-ERIC R1 (5-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3') and RV-ERIC 2
(5-AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3'), respectively, under the conditions described in
Rubio et al. [37].

2.7. Statistical Analysis

Analysis of variance (ANOVA) and the post-hoc Tukey HSD test at a p < 0.05 signifi-
cance level was done using JMP software (SAS Institute Inc, Cary, NC, USA). To determine
statistical differences in bacterial counts, pH and ay of each batch during the manufacturing
or storage period, one-way ANOVA was performed, using “Time” as a fixed factor.

3. Results and Discussion
3.1. Effect of Cava Lees Applied in Fermented Pork Sausages (Experiment 1)

Firstly, a challenge test with Salmonella spp. and L. monocytogenes was carried out in
fermented sausages spontaneously fermented or inoculated with the starter culture L. sakei
CTC494, both with and without the addition of 5% of lyophilized cava lees.

3.1.1. Characterization of Physicochemical Parameters

Sausages supplemented with 5% (w/w) of cava lees initially had lower pH values than
the unsupplemented batches due to the acidity of this winery by-product (pH 3.2 £ 0.02)
(Table 2). During fermentation, the pH of sausages inoculated with the starter culture
dropped significantly to values <5.3 (p < 0.05), while spontaneously fermented sausages
underwent slower and slighter acidification (L1 and C1), due to the initial low levels of LAB
(Figure 1). The subsequent increase in pH values in all batches throughout the ripening
process could be explained by the formation of alkaline compounds during proteolysis [38].
In all cases, the presence of lees was associated with lower pH values. The difference in pH
units in spontaneously fermented sausages with and without lees (L1 and C1, respectively)
ranged from 0.46 at time zero to 0.85 at the end of the ripening. Studies on the use of
citrus by-products in fermented sausages also report lower pH values due to their intrinsic
acidity (e.g., orange fiber by-product pH = 3.28) [8,10,39]. A synergic effect was observed
when cava lees were combined with L. sakei CTC494 (L1 + CTC494), resulting in a final pH
value 1.23 units lower than in the control (C1, without cava lees or starter culture).

Values of a,, gradually decreased over the 21 days of ripening (Table 2) due to the
sausage drying process, with no significant differences among batches (p > 0.05), neither by
the inoculation of the starter culture nor by the addition of cava lees.
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Table 2. Values of pH and a,, (mean =+ standard deviation) during the fermentation and ripen-
ing of pork sausages. Batches included sausages formulated without (C1) or with (L1) cava lees,
spontaneously fermented or with the addition of a starter culture (L. sakei CTC494).

Batch

Day c1 L1 C1+ CTC494 L1+ CTC494

0 5.67 +0.012 520+ 014" 5.66 = 0.02° 522+ 009"

2 574 +£0.01° 543 +0.04" 5.07 +0.01¢ 4.89 +0.019

pH 4 5.62 +0.022 539 +001b 493+001°¢ 476 +0.019
8 5.44 +0.02° 535+ 001" 5.01 +0.02°¢ 4.80 + 0,019

14 5.36 + 0.05° 5.18 + 0.03 3 540 +0.15° 491 +0.00P

21 6.26 +0.382 541+ 005" 528 005" 503 +0.05P
0 0973 £0.001° 0972+0.000°  0973+0.000®  0.972 = 0.001°
2 0972 £0.000° 0971+0.000%  0972+0.000®  0.972 = 0.000*
2 4 0974 +£0.000° 0972+0.000° 0969 +0.000%  0.970 = 0.000 *
8 0.969 £0.000° 0969 +0.0002 0967 =0.000°  0.964 =0.000¢
14 0.963 £0.000° 0964 =0.000° 0965+ 0.000%®  0.960 = 0.000 ¢
21 0.960 4+ 0.000° 0966 +0.000% 0962+ 0000 0961 + 0.000®

Values are mean + standard deviation of triplicates. For each sampling day, significant differences between
batches are indicated by different superscript letters (p < 0.05).
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Figure 1. Growth of LAB in spontaneously fermented pork sausages with (L1) or without (C1) the
addition of 5% of cava lees or fermented with the starter culture L. sakei CTC494, with (L1 + CTC494)
or without (C1 + CTC494) cava lees.

3.1.2. Behavior of LAB during Fermentation and Ripening

Figure 1 shows the growth of LAB in the different batches of sausages during fer-
mentation and ripening. The batches formulated with a starter culture (C1 + CTC494 and
L1 + CTC494) exhibited the highest LAB counts throughout the process, ranging from the
initial inoculated level of 5.9 log;; CFU/g to more than 9 log;y CFU/g from day 8, and
remaining stable thereafter. The implantation of the L. sakei CTC494 starter culture was
confirmed by RAPD-PCR, with 100% (eight out of eight) of the isolated colonies showing
the same RAPD profile as the starter culture strain at the end of the ripening process. In
contrast, LAB levels in sausages produced without a starter culture (C1 and L1) were
initially ca. 1.2 log;p CFU/g and reached 8.3 log;y CFU/g at day 8. During the subsequent
ripening process, the levels remained slightly lower than in sausages with a starter culture.

With the current study design and matrix composition, the addition of cava lees did
not promote LAB growth compared to the control batches throughout the manufacturing
process, whether using spontaneous fermentation or L. sakei CTC494. These results are not
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122

in accordance with those previously obtained in vitro, also using L. sakei CTC494. In that
study, the supplementation of the culture medium with the same amount of cava lees (5%)
resulted in a significantly higher concentration of cells in different LAB strains compared to
the control (without lees); in the case of L. sakei CTC494, the maximum population density
was 0.8 logyy units higher [33]. The lower amount of readily fermentable substrate in
the fermented sausage formulation (i.e., 0.7% dextrose) compared to the in vitro culture
media (i.e.,, MRS broth with 2% dextrose [33]) did not favor the use of cava lees fiber by
LAB to promote their growth. A significant growth-promoting effect of other fiber-rich
by-products on specific LAB strains has been demonstrated in laboratory media [40,41],
whereas the addition of various by-products (from lemon, orange, tiger nut, peach or apple)
in fermented sausages that also contained easily fermentable carbohydrates (e.g., glucose,
dextrose, sucrose, lactose) did not improve LAB growth [3,5,8,42]. On the other hand, in the
study of Yalinkilig et al. [10], higher LAB counts were obtained in fermented sausages with
4% orange fiber compared to the control (without added fiber), although the difference in
mean counts was low (0.24 logyp units).

3.1.3. Impact of Cava Lees on Pathogenic Bacteria

Figure 2 shows the behavior of the pathogenic bacteria during the fermentation and
ripening of the four batches of pork sausages. The sakacin k-producing strain L. sakei
CTC494 was selected as a bioprotective culture able to inhibit the growth of L. monocyto-
genes [34]. Although sakacin has no specific inhibitory effect on Gram-negative bacteria
such as Salmonella, the presence of the starter culture accelerated acidification and resulted
in a lower pH, which is known to enhance the inactivation of Salmonella [43]. The presence
of 5% of cava lees also had an anti-pathogenic effect, reducing the load of Salmonella and L.
monocytogenes in both types of fermented sausages (Figure 2).

Regarding the antimicrobial (growth inhibition) effect against Salmonella, significantly
lower counts were recorded in sausages formulated with lees (L1) at all sampling times,
being up to 2.7 logio and 0.6 logyp lower than in C1 (p < 0.05) at day 8 and 21, respectively.
Itis important to highlight that the effect of cava lees on the Salmonella levels was similar
to that exerted by the starter culture. Moreover, combining cava lees with L. sakei CTC494
(L1 + CTC494) enhanced the antimicrobial effect, resulting in a reduction of 3 log;g in
Salmonella during the fermentation and ripening, which was due to both bacteriostatic
and strong bactericidal effects. At the end of the process (day 21), Salmonella counts were
4.3 log; lower than in control sausages (C1, p < 0.05).

The growth inhibitory effect of cava lees against L. monocytogenes was similar to that
of bacteriocin-producing L. sakei CTC494. Compared to the control, L. monocytogenes counts
were 2.3 log1o and 2.9 logyo lower in fermented sausages formulated with cava lees applied
alone or together with L. sakei CTC494, respectively (p < 0.05).

To date, few studies have focused on the revalorization of by-products with antimicro-
bial effects against food-borne bacteria, especially in fermented products. A recent study
revealed that a celery by-product powder produced a significant decrease in total Enter-
obacteriaceae counts in cooked sausages [44]. An inhibitory effect against pathogenic and
opportunistic bacteria of an apple by-product added to fermented milk permeate beverages
has also been recently reported [45]. Conversely, in a study on fermented sausages supple-
mented with a lemon by-product, higher levels of Listeria innocua (used as a surrogate of L.
monocytogenes) were recorded in comparison with the unsupplemented sausages [8]. In
contrast, far more studies have assessed the antimicrobial effect of food by-product extracts
rich in bioactive compounds such as polyphenols [14,18,19,24,46].

In the current study, besides the growth-inhibitory effect of the starter culture L. sakei
CTC494, the lower pH values achieved at the beginning of fermentation (ca. 5.2 at day 0) in
sausages supplemented with cava lees (L1 and L1 + CTC494) could be another major factor
responsible for the lower pathogen counts in these batches. In fact, in hurdle technology
for food preservation, the pH is considered a crucial hurdle in the control of pathogenic
bacteria in fermented sausages, especially in combination with a lower a,, [47]. Compared
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to Salmonella, L. monocytogenes is more tolerant of the harsh environment usually found
at the last stages of ripening, characterized by a low pH and a, [43,48,49], which could
explain its lower reduction in the batches formulated with cava lees. Finally, besides the
effect of pH, components of cava lees such as polyphenols and/or organic acids could also
play a role in the antimicrobial activity of this by-product. It is worth highlighting that
polyphenols tend to be more active against Gram-positive than Gram-negative bacteria,
which can be attributed to the different bacterial cell wall structures [19,24,27,29,50].
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Figure 2. Counts of Salmonella (A) and Listeria monocytogenes (B) strains in pork sausages sponta-
neously fermented with (L1) and without (C1) the addition of 5% of cava lees or fermented with the
starter culture L. sakei CTC494 with (L1+ CTC494) or without (C1+ CTC494) lees.

3.2. Effect of the LPE in Fermented Pork Sausages (Experiment 2)

In order to investigate whether the antimicrobial activity of cava lees could be also
attributed to its phenolic fraction, a second challenge test with Salmonella and L. monocyto-
genes was carried out in fermented pork sausages formulated with LPE instead of cava lees.
Additionally, the effect of a bacteriocinogenic (L. sakei CTC494) and a non-bacteriocinogenic
(L. sakei BAP110) starter culture was evaluated.

The total phenolic content of the LPE was 152.2 + 3.5 mg GAE/g. According to
the literature, the total phenolic content of cava or wine lees differs widely, even among
studies using the same extraction and determination methodology, with mean values
ranging from 26 to 254 mg GAE/g [35,51,52]. Jara-Palacios et al. describe that the phenolic
content in wine lees depends on the grape variety and other factors related with the
vinification process [52]. The main phenolic compounds found in cava lees are caftaric
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acid, catechin and epicatechin, which are also the most abundant phenols in sparkling
wines [35]. It has been reported that yeast cell walls possess a high capacity to adsorb
phenolic compounds from wine [53-56], the contents often being greater than in other
types of winery by-products (e.g., grape seeds, stems and skin) [57].

3.2.1. Characterization of Physicochemical Parameters and LAB Counts

Table 3 shows the pH and ay, values of the different batches of fermented sausages.
Overall, supplementation with the LPE did not affect the acidity of the product at day 0.
Batches inoculated with starter cultures underwent a faster acidification. The lowest pH
values were reached at days 5 and 14 of ripening in sausages prepared with L. sakei CTC494
and L. sakei BAP110, respectively. A reducing effect on the pH was also observed when
the starter culture was applied with the LPE. Acidification in non-inoculated fermented
sausages (C2 and E2) was slower and weaker, the lowest pH value being recorded at
the end of the ripening process (ca. 5.3), as usually occurs in spontaneously fermented
sausages [43,58]. The rise in pH is due to proteolysis phenomena that take place at the
end of the ripening period. pH values up to 6.5 have been reported in Spanish fermented
sausages [59]. However, this process is highly variable and not very controllable, especially
in spontaneous fermented sausages. In fact, in the current study, a great variability could
be observed at this point (day 21) in batch C1 (6.26 + 0.38) than in C2 (5.28 + 0.17). The use
of different meat raw materials in the preparation of experiments 1 and 2 could also explain
these differences, even though the batches were prepared under the same conditions. No
differences in a,, were observed between batches during the process, as the same drying
conditions were applied in each case.

Table 3. Values of pH and aw (mean = standard deviation) during the fermentation and ripening of pork sausages. Batches
included sausages elaborated without (C2) or with (E2) a cava lees phenolic extract, spontaneously fermented or with the
addition of a starter culture (L. sakei CTC494 or L. sakei BAP110).

Batch

Day C2 E2 C2 + CTC49%4 E2+CTC494  C2+BAP110 E2 + BAP110

0 5.88 + 0,022 5.86 +0.012 5.88 4+ 0.01° 5.86+0.02° 5.85 £ 0.01° 5.77 +0.05°

2 5.84 +0.01° 5.81 40022 510 +0.03¢ 5.10 4+ 0.03 ¢ 542 +0.10% 538 +0.11%

pH 5 5.71 +0.07 2 57340042 496 +0.03¢ 495+ 0.01°¢ 524+ 003" 533 +0.04°
9 5.56 + 0.07 556+ 0.02°2 498 +0.01% 496 +0.01° 499 +0.02° 498 +0.02°

14 5.38 +0.04° 5.46 4+ 0.032 5.01 +0.01¢ 5004001 496+ 0,02 4.95 +0.00 ¢

21 528 +0.172 538+ 0092 5.01+001° 5.01 +0.04° 5.02 +0.02° 4.99 +0.02°

0 0.972 + 0.001 % 0.971 £ 0.001 % 0.972 +£0.001 * 0971 £0.001* 0972 £0.001* 0.971 + 0.001 *
2 0.970 + 0.001 % 0.970 £ 0.001* 0.972 £ 0.001 * 0971 £0.001% 0971 £0.001°* 0.971 + 0.001 %
5 0.971 £ 0.002* 0.969 + 0.002* 0.970 £ 0.001 * 0970 £0.001% 0969 £ 0.001* 0.969 + 0.001 %
9 0.972 +0.001 2 0971 £ 0.001 2 0.971 £ 0.002 2 0.972 =0.001*  0.969 = 0.001 2 0.970 £ 0.001 2
14 0.966 £0.001% 0970 +£0.0022> 0968 +£0.0013¢ 0971 £0.002% 0964 +£0.002°  0.969 = 0.001 20
21 0.964 + 0.001* 0.963 £ 0.001* 0.963 + 0.001 * 0963 £0.002% 0962 £+ 0.001°* 0.963 + 0.001*

Values are mean -+ standard deviation of triplicates. For each sampling day, significant differences between batches are indicated by
different superscript letters (p < 0.05).

aw

As shown in Figure 3, batches with a fermentation process driven by all the strains
of L. sakei starter culture (C2 + CTC494, E2 + CTC494, C2 + BAP110 and E2 + BAP110)
achieved values of up to 9 log;y CFU/g of LAB at the first 2 days of ripening. These counts
remained more or less stable until the end of the ripening process. The implantation of
starter cultures was monitored by RAPD-PCR analysis, which showed that 100% (eight out
of eight) of the isolates from the MRS plates at the end of the ripening had the same RAPD
profile as the corresponding starter culture strain, thus confirming their competitiveness
and dominance over the endogenous LAB. In batches without a starter culture, the initial
levels of LAB were <1 logip CFU/g, increasing up to 6.3 and 8 logip CFU/g at 2 and
21 days, respectively.
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Figure 3. Growth of LAB in pork sausages spontaneously fermented with (E2) and without (C2) the
addition of 0.3% LPE or fermented with the starter culture L. sakei CTC494 or L. sakei BAP110 and
with (E2 + CTC494 or E2 + BAP110) or without (C2 + CTC494 or C2 + BAP110) the LPE.

Overall, the addition of the LPE did not affect the LAB counts in any batch. In
this context, LAB have been described as highly tolerant to polyphenols in the growth
environment [50,60]. Our results agree with those of Wang et al. [61] and Zhang et al. [62],
who found that LAB counts were unaltered by the addition of different polyphenols to
meat products. Nevertheless, fermented sausages produced with a shiitake by-product
extract had higher levels of LAB [16,17]. Ultimately, LAB tolerance of phenolic compounds,
and their ability to metabolize them, seems to be strain- or species-specific [50,63].

3.2.2. Impact of the LPE on Pathogenic Bacteria

The effect of the LPE, alone or combined with L. sakei CTC494 or L. sakei BAP110,
against Salmonella and L. monocytogenes is shown in Figure 4. When no starter culture
was added, the addition of the LPE had very little effect on Salmonella, whose growth
during the first days of fermentation was similar to that of the control (without the LPE
and starter culture). However, the mean counts of the pathogen at the end of the ripening
were 0.71 log;y lower than in the control sausages. A similar effect was observed for L.
monocytogenes, although in this case the final counts in the E2 batch were similar to the
control sausages (C2).

As expected, L. sakei-based starter culture strains exerted a strong antimicrobial effect
on Salmonella and L. monocytogenes, resulting in significantly lower pathogen counts (by
3—4 log1o units) at the end of ripening compared to the spontaneously fermented control
sausages. No additional effect was observed when the LPE was added together with
the starter cultures. No strain-specific effect was observed against Salmonella, which
exhibited similar behavior with both starter cultures, in contrast with L. monocytogenes,
whose behavior differed. The bacteriocinogenic strain L. sakei CTC494 not only prevented
the growth of L. monocytogenes but exerted a listericidal effect from the early stages of
fermentation and ripening. The non-bacteriocinogenic L. sakei BAP110 reduced but did not
prevent the growth of L. monocytogenes during fermentation and had an inactivation effect
during ripening; at the end of the process, the count was 1 log higher than in the batches
containing the bacteriocinogenic L. sakei CTC494 (C2 + CTC494 and E3 + CTC494). This
enhanced lethality can be related to the already reported specific antilisterial effect of L.
sakei CTC494 in other food matrixes [34,64,65].
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Figure 4. Behavior of Salmonella (A) and Listeria monocytogenes (B) strains in sausages spontaneously
fermented with (E2) and without (C2) the addition of 0.3% of LPE or fermented with the starter culture
L. sakei CTC494 or L. sakei BAP110 with (E2 + CTC949 or E2 + BAP110) or without (C2 + CTC494 or
C2 + BAP110) the LPE.

Polyphenols are widely reported to have an antimicrobial effect against several
pathogenic bacteria, including Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. and L.
monocytogenes, mostly in the context of microbial cultures [20,24,27,29,50,66]. The results
obtained here indicate that the anti-Salmonella effect of whole cava lees in spontaneously
fermented pork sausages may be partially attributed to the phenolic fraction of this by-
product (Figure 4A). However, no effect of the LPE was observed against L. monocytogenes.
Although most reports describe Gram-positive bacteria as far more susceptible to polyphe-
nols than Gram-negative bacteria [20,24,28,67], this trend was not supported by the results
of the current study.

The antimicrobial efficacy of polyphenol-rich extracts against pathogenic bacteria
varies greatly, depending on both the phenolic structure and the bacterial species [27,63,67].
Cetin-Karaca et al. [29] assessed the antimicrobial potential of different plant phenolic
compounds against three Salmonella species, reporting that (-)epicatechin, one of the main
polyphenols found in cava lees, was the most effective, although with varying degrees
of sensitivity according to the species. Conversely, among the range of bacterial species
tested by Silva et al. [24], a winery by-product consisting of a grape polyphenol extract
showed high antimicrobial activity against two food-borne strains of L. monocytogenes, but
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not Salmonella. It seems that the phenolic antimicrobial activity depends not only on the
type of bacteria but also on the specific strain or serotype [27].

On the other hand, sausages fermented with L. sakei starter cultures exhibited a
significant reduction in Salmonella and L. monocytogenes counts, regardless of the presence of
the LPE. Similarly, Tremonte et al. [8] found that the addition of a polyphenol-rich lemon by-
product did not enhance the anti-Listeria effect of a bioprotective strain of Lactiplantibacillus
plantarum during the ripening of fermented sausages. Considering that LAB may be able to
metabolize plant-derived polyphenols, thus significantly compromising their antimicrobial
potential [50,60,63,68], it may be envisaged that in the current study, the endogenous LAB
and the inoculated L. sakei technological strains could have reduced the polyphenol fraction
of both the cava lees and LPE.

Further studies could be designed to elucidate the role of specific components of cava
lees in the antimicrobial effect observed in pork fermented sausages, which could at least be
attributed to the lower pH and, most probably to acidic compounds (such as tartaric acid)
and phenolic compounds (such as caftaric acid, catechin and epicatechin) determining
the by-product acidity or other bacteriostatic properties. Furthermore, considering that
sensory qualities are essential for consumer acceptance of food, the potential impact of
cava lees on the sensorial profile of the final product should also be addressed.
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Abstract

Food safety can be compromised by some bioactive compounds such as biogenic amines that can be
specially found in fermented food due to the bacterial decarboxylation of some amino acids by
fermentative or spoilage bacteria. Cava lees are a winery by-product generated rich in fiber and
phenolic compounds. Previous works have raised the revalorization of cava lees from a food safety
point of view, by their growth promoting effect on lactic acid bacteria (LAB) and against food borne
pathogens. The aim of the current work was to investigate whether the use of cava lees can help to
control biogenic amine formation in bread and fermented sausages. In bread, only very low levels of
biogenic amines (putrescine, cadaverine, and/or spermidine) were found, whose content did not vary
with the addition of different amounts of lees. However, the addition of lees in fermented sausages
significantly reduced the formation of tyramine and cadaverine. In sausages spontaneously fermented
and inoculated with Salmonella spp., the presence of cadaverine and putrescine diminished by 62%
and 78%, respectively, due to the addition of cava lees. The addition of a lees phenolic extract also
showed an anti-aminogenic effect (21% for cadaverine and 40% for putrescine), although in a lesser
extent than cava lees. Cava lees and its phenolic extract were shown to be an effective strategy to
control the undesirable accumulation of high levels of biogenic amines during the production of
fermented products.

1 Introduction
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Food safety can be compromised not only by food-borne pathogens but also by some bioactive
compounds of bacterial origin such as biogenic amines. These microbial metabolites (i.e., tyramine,
histamine, putrescine, and cadaverine) are formed by a decarboxylation of their precursor amino
acids and can be found in almost all types of food in a wide range of concentrations, which may vary
even within the same type of product. Histamine and tyramine can have adverse health effects, such
as histamine intoxication, histamine intolerance or hypertensive crises caused by the interaction
between tyramine and MAOI drugs (Latorre-Moratalla et al., 2017). In fact, histamine and histamine
intoxication are one of the hazards and foodborne diseases annually included in report issued by the
European Food Safety Authority (EFSA) and the European Centre for Disease Prevention and
Control (ECDC) (EFSA and ECDC, 2021). In addition, histamine can also be the causative agent of
histamine intolerance, a disorder that appears in individuals sensitive to histamine levels generally
tolerated by healthy population mainly as a consequence of a deficiency of diamine oxidase (DAO),
an enzyme responsible for its intestinal degradation (Comas-Basté et al., 2020).

Besides the food safety issue, because the accumulation of biogenic amines in foods can be
associated with the activity of spoilage bacteria, a high content of these compounds is considered a
chemical marker of insufficient food freshness or poor hygiene in the manufacturing and/or food
preservation processes (Comas-Basté et al., 2019). Additionally, fermented foods are also susceptible
to accumulate significant levels of amines, not only associated with the activity of the undesired
contaminant bacteria, but also with fermentative microorganisms (Latorre-Moratalla et al., 2017). In
recent decades, hygienic improvements at all stages of the food chain, as well as the implementation
of specific recommendations, such as the use of non-aminogenic starter cultures, have contributed to
minimize the levels of these compounds in fermented products. However, current data on the
occurrence of biogenic amines in this kind of products show that this area of food safety continues to
be a challenge for the food industry. New strategies based on natural products are being developed
and can complement or even replace traditional systems used to prevent or inhibit the growth of
aminogenic microorganisms (Zhang et al., 2017).

Cava lees are a by-product from the production of cava (Spanish sparkling wine) consisting of
plasmolyzed and inactive cells of Saccharomyces cerevisiae (Tudela et al., 2012). Lees are the
second most generated by-product of the wine industry, and an estimated 300 tons of cava lees are
produced in Spain per year (Hernandez-Macias et al., 2021b). It has recently been pointed out that the
addition of cava lees in the formulation of certain fermented foods can have positive effects regarding
microbiological safety. In particular, their richness in fiber could promote the growth of fermentative
bacteria and thus bring about a more rapid and greater reduction in pH (Hernandez-Macias et al.,
2021a). Moreover, the lower pH of cava lees and/or to other compounds found in lees, such as
polyphenols and organic acids, could also exert an antimicrobial effect against undesired foodborne
microorganisms. A recent study reported that cava lees added to fermented sausages significantly
inhibit the growth of Salmonella spp. and Listeria monocytogenes (Hernandez-Macias et al., 2021b).

The aim of the current work was to investigate whether the use of cava lees can reduce biogenic
amine formation in fermented foods, specifically in bread and fermented sausages. If confirmed, this
revalorization strategy for cava lees would provide a new advantage from the food safety point of
view, in addition to the control of food-borne pathogens. According to our knowledge, this is the first
time that the applicability of cava lees to control the accumulation of biogenic amines in fermented
foods have been studied.

2 Materials and Methods

This is a provisional file, not the final typeset article



82

83
84
85
86
87
88

89

90
91
92
93
94
95
96
97

98

99
100
101

102
103
104
105
106
107
108

109
110
111
112
113
114
115
116

117
118
119

120

121
122

Anexos

Running Title

2.1 Cava lees and cava lees phenolic extract

Cava lees were provided by the winery Freixenet S.A. (Sant Sadurni d’Anoia, Spain). To remove any
remaining cava, the wet lees were centrifuged at 10,000 rpm for 10 min at 4 ° C. Subsequently, the
lees were frozen (80 ° C), lyophilized (Cryodos-50, Telstar, Terrassa, Spain), ground and stored in
tubes protected from light and humidity until use. A lees phenolic extract (LPE) with a total phenolic
content of 152.2 + 3.5 mg GAE/g was obtained from the cava lees using the method described by
(Silva et al., 2018).

2.2 Preparation of bread

Bread was prepared using 500 g of wheat flour, 150 g of sourdough, 285 g of water, 4 g of
lyophilized yeast (Saccharomyces cerevesiae) and 10 g of salt. Four batches of bread were made:
without cava lees (control) and with three different amounts of cava lees (1%, 2% and 5% w/w of
flour). These percentages were selected for showing a growth promoting effect on lactic acid bacteria
(LAB) counts of the sourdough. The sourdough was prepared following the procedure described by
(Wehrle and Arendt, 1998). The ingredients were manually kneaded and then fermented for 2 h at
room temperature. The fermented dough was baked at 200°C for 30 min. Each type of bread was
made in triplicate.

2.3 Preparation of fermented sausages

The meat batter was prepared by mixing minced pork lean and ground fat (8:2) through a 6 mm plate.
The ground meat was then mixed with (g/kg): sodium chloride (25), dextrose (7), black pepper (3),
sodium ascorbate (0.5), sodium nitrite (0.15) and potassium nitrate (0.15).

Firstly, two different batches were made: without (control) and with 5% (w/w) cava lees. This
percentage of cava lees was the most effective amount of this by-product to enhance the in vitro
bacterial growth of LAB and inhibit the growth of pathogenic bacteria in fermented sausages as
reported in previous studies (Hernandez-Macias et., 2021a, 2021b). For each batch, 80 g portions of
the prepared meat batter were vacuum stuffed into Tublin10 permeable plastic casings (Tub-Ex, Tass,
Denmark), subjected to a fermentation process (2 days at 23°C) and subsequently ripened (19 days at
15°C). Each batch was made in triplicate.

In addition, the effect of cava lees on biogenic amine formation was also studied in more detail using
samples from a previous study, in which different strains of Sa/monella enterica were inoculated to
fermented sausages: CTC1003 (serotype London), CTC1756 (serotype Derby) and CCUG34136
(serotype Enteritidis, Type strain) (Hernandez-Macias et., 2021b). Table 1 shows the different
batches of fermented sausages considered in experiment one, which evaluated the effect of adding
5% (w/w) cava lees, and in the experiment two, with the addition of 0.3% of lees phenolic extract
(LPE). The starter cultures used were the strains Latilactobacillus sakei (formerly Lactobacillus
sakei) CTC494, producer of the bacteriocin sakacin K (Garriga et al., 2002), and L. sakei BAP 110.

The analyzed samples corresponded to the meat batter (time 0), 8-9 days of ripening (depending on
the experiment) and the finished product after 21 days of ripening. Each batch was prepared in
triplicate.

2.4 Biogenic amine analysis and bacterial decarboxylase activity

Twelve biogenic amines (octopamine, dopamine, tyramine, putrescine, serotonin, cadaverine,
histamine, agmatine, B-phenylethylamine, tryptamine, spermidine and spermine) were determined in
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bread (sourdough and baked bread) and fermented sausages (at different time points during
fermentation and ripening by triplicate). The biogenic amine content in the cava lees was also
analyzed. Ultra-high efficiency liquid chromatography coupled to fluorometric detection (UHPLC-
FL) was used according to (Latorre-Moratalla et al., 2009). Briefly, approximately 7 g of bread and 5
g of fermented sausage were mixed with 10 mL of 0.6 M perchloric acid for 20 min. Subsequently,
the samples were centrifuged (20,000 rpm, 4°C, 25 min) and the supernatant was collected in a 25
mL volumetric flask. This extraction process was repeated twice more, and the final volume of the
extract was adjusted with 0.6 M perchloric acid. The samples were filtered through a 0.22 pm GHP
filter. All determinations were done in triplicate.

Chromatographic separation of the biogenic amines was performed using an Acquity UPLC BEH
C18 1.7 um (2.1 mm x 50 mm) reversed phase column (Waters Corp., Milford, MA, USA), followed
by an on-line post-column derivatization with ortho-phthaldehyde and a fluorometric detection (Ex:
340 nm and Em: 445 nm).

The aqueous content was determined (AOAC, 2000) and the biogenic amine content during the
manufacturing of fermented sausages was expressed as dry matter (dm) to avoid the increase of
concentration due to drying during sausage ripening.

The amino acid decarboxylase activity of the strains (L. sakei BAP110 and Salmonella spp.) was
evaluated using the method described by (Latorre-Moratalla et al., 2010). The absence of
decarboxylase activity in L. sakei CTC494 was previously established by (Bover-Cid et al., 2001).

2.5 Statistical analysis

To determine the statistical differences in biogenic amine contents between the different batches of
fermented products, a one-way ANOVA and the Tukey HSD post-hoc test were performed (SPSS
software). Differences with p < 0.05 were considered statistically significant.

3 Results and discussion

3.1 Effect of cava lees on the biogenic amine content in bread and fermented sausages

The biogenic amines detected in the sourdough and different batches of bread are shown in Table 2.
Sourdough contains fermenting yeast (S. cerevisiae) and LAB, mainly Lactobacillus spp. and
Leuconostoc spp., whose acidifying and proteolytic properties influence the aromatic quality and
rheology of bread (Géanzle and Ripari, 2016). Despite this considerable microbial activity, the
sourdough was found to contain only low levels of putrescine and spermidine, both naturally present
in flour and therefore coming from this ingredient (Karayigit et al., 2020).

As in the sourdough, the only amines detected in bread made without cava lees were putrescine and
spermidine, whose content did not change significantly due to the addition of cava lees, irrespectively
of the amount used. Bread made with cava lees was also found to contain very little concentration of
cadaverine, thus the lees supplementation hardly had a significant effect on its formation. Neither
could the lees be the source of cadaverine, considering that the only amine they contained in a
significant amount was spermidine.

The fact that no biogenic amines related to microbial activity were found in sourdough or bread could
be due either to a lack of aminogenic capacity by fermentative strains of S. cerevisiae or LAB, or
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because the short fermentation that takes place for the preparation of the bread does not allow the
formation of these compounds.

In contrast with other fermented products, relatively few data are available on biogenic amines in
bread. Spermidine and putrescine are the most frequently reported, followed by spermine, and
sometimes cadaverine, histamine, tyramine and/or agmatine (Farkas and Hajos, 1998; Nishimura et
al., 2006; Cipolla et al., 2007; Diana et al., 2014; Karayigit et al., 2020; Mufioz-Esparza et al., 2021).
Quantitatively, the amine contents are usually low, normally below 10 mg/kg, without differences
between bread prepared with starter cultures or sourdough (Diana et al., 2014). However, high
contents of some of these amines have occasionally been described. For instance, (Cohen et al., 2014)
found high levels of putrescine and cadaverine in bread samples that gave off a penetrating odor,
which was related to a bacterial spoilage of the product, though the spoilage microorganisms were
not identified. In contrast, the high levels of tyramine reported by (Diana et al., 2014) were not due to
spoilage, but to the decarboxylase activity of a Lactobacillus brevis strain added as a starter culture.
Future studies should consider the use of an amine-producing BAL strain as starter culture to better
assess the capability of lees to reduce the formation of biogenic amine in bread.

The fermented sausages, both with and without cava lees, contained tyramine, putrescine and/or
cadaverine (Table 2), amines that can be originated from bacterial decarboxylase activity and are
typically found in this kind of products (Latorre-Moratalla et al., 2017). Spermine and spermidine,
natural polyamines with a fundamentally physiological origin, were also detected, whose main source
would have been the raw meat material. Spermine levels were higher than those of spermidine, as
described for this type of food of animal origin (Vidal-Carou et al., 2014).

In the control batch, cadaverine was the dominant amine, representing 41% of the total amine
content, followed by spermine (23%) and tyramine (18%), whereas putrescine and spermidine were
present at the lowest amounts. The effect of cava lees in fermented sausages was only evaluated with
the addition of 5% of lees, since this was the amount that showed an antimicrobial effect in this kind
of product (Hernandez-Macias et al., 2021b). In the same line, the addition of 5% of lees had an
effect in reducing the content of amines. Specifically, the presence of lees completely prevented the
formation of tyramine and significantly (p < 0.05) reduced cadaverine accumulation by more than
76% compared to the control batch.

Based on these promising results, the potential reductor effect of cava lees on biogenic amine
formation during the production of fermented sausages was studied in more depth using different
batches of fermented sausages from a previous study (Hernandez-Macias et al., 2021b).

3.2 Effect of cava lees on the evolution of biogenic amines during the production of fermented
sausages inoculated with aminogenic bacteria

Fermented sausages were inoculated with different strains of Salmonella, a bacterial genus generally
linked with a high capacity to form biogenic amines. However, as aminogenic capacity varies among
strains, it is necessary to carry out a case-by-case evaluation (Comas-Basté et al., 2019; Tabanelli,
2020). The three inoculated strains of Salmonella spp. displayed strong aminogenic activity in vitro,
forming high levels of cadaverine and putrescine (2,500 mg/L and 2,300 mg/L, respectively), and
moderate levels of histamine (200 mg/L); the strains were not able to form tyramine. The production
of putrescine, cadaverine, and histamine is frequently associated with the activity of Gram-negative
spoilage bacteria (Pseudomonas and Enterobacteria) and food-borne pathogenic bacteria (Suzzi and
Gardini, 2003; Latorre-Moratalla et al., 2012; Kukleci et al., 2019). In a comparative study,
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(Gokdogan et al., 2012) reported that Sa/monella was among the pathogenic bacteria with the highest
capacity to produce these amines.

Moreover, some batches were also inoculated with L. sakei strains used as starter cultures. Both L.
sakei strains were amino acid decarboxylase-negative in vitro. (Bover-Cid et al., 2001) previously
demonstrated that L. sakei CTC494 cannot form biogenic amines, a capacity generally described as
weak or absent in this specie (Latorre-Moratalla et al., 2012; Ozogul and Hamed, 2018).

Biogenic amine content during sausages manufacture at different sampling points are referred to dry
matter (dm) to avoid the concentration effect of the drying process. In the meat batter used in the
manufacturing of fermented sausages, spermine and spermidine were the only two amines detected,
with contents of 89.2 = 0.2 mg/kg dm and 3.4 + 0.1 mg/kg dm, respectively, which did not change
significantly during the fermentation and ripening process in any of the batches. These results
confirm the physiological origin of these polyamines from meat. Although the cava lees contained
spermidine, the proportion in which the lees were added to the sausages (5%) was too low to create
significant differences with the control batches.

During the fermented sausage processing, three amines were detected, cadaverine, putrescine and
tyramine, the concentrations varying considerably between experiments and/or batches (Figure 1).
Physicochemical parameters and microbiological counts of all batches of fermented sausages were
previously reported in (Hernandez-Macias et al., 2021b)

In the spontaneously fermented control sausages (C1 and C2), cadaverine was the major amine,
reaching levels of 1,484 mg/kg dm in experiment 1 (Figure 1A) and 525 mg/kg dm in experiment 2
(Figure 1B). Significant amounts of putrescine were also formed throughout the production process,
with levels of 479 mg/kg dm and 212 mg/kg dm in the finished product in experiments 1 and 2,
respectively. The high contents of cadaverine and putrescine can presumably be attributed to the
strong capacity of the inoculated Sa/monella strains to synthesize these diamines. Both amines are
commonly found in fermented meat products, although usually at relatively low levels (around 50
mg/kg, according to the risk assessment by EFSA) (EFSA, 2011). However, in some cases, their
levels can increase dramatically (up to 1,500 mg/kg) attributable to contamination of raw materials
with enterobacteria (Latorre-Moratalla et al., 2008; EFSA, 2011; Ruiz-Capillas and Herrero, 2019).
The formation of biogenic amines in fermented meat products can be affected by numerous variables,
both intrinsic (pH, formulation, sausage diameter, etc.) and technological (temperature and humidity)
(Vidal-Carou et al., 2014; Ruiz-Capillas and Herrero, 2019; Tabanelli, 2020). Therefore, considering
that the sausages from experiments 1 and 2 shared the same formulation, diameter and processing
conditions, the considerably lower levels of cadaverine and putrescine in C2 versus C1 could be
attributed in part to the greater reduction of pH in the C2 batch (final pH values of 6.26 in C1 versus
5.28 in C2) (Hernandez-Macias et al., 2021b). The effect of pH on aminogenesis is nevertheless a
subject of controversy. Although an acidic pH is known to promote decarboxylase activity, which
serves as a microbial defense mechanism against unfavorable acidic conditions, a rapid and
pronounced decrease in pH will inhibit the growth and/or the metabolism of potentially aminogenic
spoilage bacteria, consequently reducing aminogenesis (Comas-Basté et al., 2019; Ruiz-Capillas and
Herrero, 2019).

The content of tyramine in control batches increased progressively throughout the production
process, although to a lesser extent than the other two amines. In both experiments the finished
products had very similar values of tyramine (around 190 mg/kg dm). According to EFSA (2011),
the average tyramine value found in different European fermented sausages is about 130 mg/kg, but
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reaching a maximum of more than 1,700 mg/kg. Tyramine formation can be partially attributed to the
activity of LAB, including enterococci and lactobacilli, some of them mainly responsible for
fermentation, but also associated with contamination of raw materials (Anderegg et al., 2020). For
this reason, tyramine tends to be the predominant and most characteristic amine of fermented meat
products (Latorre-Moratalla et al., 2017). In the current work, the inoculation of sausages with
Salmonella spp., which has a high capacity to produce cadaverine and putrescine but not tyramine,
could explain that the contents of cadaverine and putrescine exceed those of tyramine.

The addition of cava lees or the phenolic extract only affected the formation of cadaverine and
putrescine. In the batch L1 produced with cava lees (Figure 1A), cadaverine and putrescine contents
were significantly lower than in the control batch C1 throughout the process, the values in the
finished product being 62% and 78% lower, respectively (p<0.05). The markedly lower counts of
Salmonella (up to 2.7 log)o) found in fermented sausages formulated with cava lees (Hernandez-
Macias et al., 2021b) could explain the lower putrescine and cadaverine levels. The LPE also had a
significant aminogenesis reducing effect (E2), 21% lower content for cadaverine and 40% for
putrescine compared with the control (C2) (Figure 1B). The batch formulated with LPE (E2) showed
slightly lower levels of Salmonella than C2 at the end of the ripening (differences of 0.71 logio)
(Hernandez-Macias et al., 2021b). Therefore, the reduction in amine levels of E2 could be due to the
polyphenols from LPE, as indicated by some other studies performed on different types of meat
products. For example, the addition of phenolic extracts from tea, grape, bamboo, or roses induced a
significant decrease in levels of cadaverine, tyramine, histamine and/or putrescine, which was always
correlated with lower counts of spoilage bacteria in the polyphenol-enriched products (Fan et al.,
2015; Wang et al., 2015; Zhang et al., 2017).

Regarding tyramine, no significant differences were observed between batches without (C1 and C2)
and with lees (L1) or the LPE (E2). The fact that the LAB counts were not influenced by the addition
of cava lees or LPE (Hernandez-Macias et al., 2021b) could explain why this by-product
supplementation had no effect on tyramine formation.

Finally, the formation of cadaverine, putrescine and tyramine was inhibited in all batches elaborated
with starter cultures. This effect was especially pronounced when using L. sakei CTC494, a highly
competitive and non-aminogenic strain, resulting in fermented sausages free, or practically free, of
biogenic amines as previously reported (Bover-Cid et al., 2000). In contrast, the L. sakei BAP110
culture, also without aminogenic capacity in vitro, prevented the formation of putrescine and
cadaverine but not totally that of tyramine (Figure 1B). Numerous studies, both in vitro and in
fermented meat products, have described a reduction in biogenic amine formation by foodborne
pathogens after inoculation with LAB strains (Ozogul and Hamed, 2018). Among them, L. sakei is
the most effective in reducing amine accumulation (Latorre-Moratalla et al., 2012). (Bover-Cid et al.,
2000) reported that the strain L. sakei CTC494 had a protective effect against amine formation in ficet
(a Catalan fermented sausage), with reductions of up to 91% for putrescine, 88% for tyramine, and
74% for cadaverine.

The high efficacy with which the starter culture inhibited amine formation meant it was impossible to
observe any synergistic effect with cava lees or the LPE in most of the batches. In the case of
E2+BAP110, the combined use of the LPE and a starter culture did not reduce tyramine formation
more than in the control (C2+BAP110).

It should be noted that the formation of histamine was not observed in any batch of fermented
sausages. According to various studies, histamine is found in less frequency in meat products or only
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293  in low quantities. However, the occasional presence of extremely high levels of histamine has been
294  linked to hygienically defective raw materials (EFSA, 2011; Comas-Basté et al., 2019).

295 4 Conclusions

296  The two fermented products considered in this study showed important differences regarding the
297  occurrence of biogenic amines. In the case of bread, only very low putrescine, cadaverine and/or
298  spermidine contents were found, mainly proceeding from raw materials, and without significant

299  differences depending on whether or not cava lees were added. On the contrary, the addition of cava
300 lees or its phenolic extract in the formulation of fermented meat products has been shown to be an
301 effective strategy to reduce the high levels of biogenic amines, such as putrescine and cadaverine. In
302  view of the obtained successful results on the anti-aminogenic effect in meat fermented products, it
303  would be convenient to carry out further studies assessing a wider range of concentrations of cava
304 lees or its phenolic extract and also to extend it to other fermented products.

305 5§ Conflict of Interest

306  The authors declare that the research was conducted in the absence of any commercial or financial
307  relationships that could be construed as a potential conflict of interest.

308 6 Author Contributions

309 Conceptualization, M.L.L.-M., M.C.V.-C, A.J., S.B.-C.; investigation, S.H.-M., N.F.-B., AM.-G.,
310 0O.C.-B,, M.L.L.-M.; writing—original draft preparation, S.H.-M., O.C.-B., M.L.L.-M.; writing—
311  review and editing, S.H.-M., N.F.-B., 0.C.-B, M.R.-A., EL.-T.,, M.L.L.-M,, A.J., S.B.-C, M.C.V -
312 C,; supervision, M.C.V.-C, A.J., S.B.-C.; All authors have read and agreed to the published version
313 of the manuscript.

314 7 Funding

315  This research was funded by the Spanish Government through the Interministerial Commission for
316  Science and Technology (CICYT) project AGL2016-78324-R and the Ministry of Science and

317  Innovation project RTI2018-099195-R-100 and by the CERCA Programme/Generalitat de Catalunya.
318  Salvador Herndndez-Macias and Nuria Ferrer were a recipient of a doctoral fellowships from the

319  University of Guadalajara (Mexico) and the Ministry of Science and Innovation (PRE2019-087847),
320  respectively.

321 8 Acknowledgments

322 The authors thanks Freixenet S.A. for providing the cava lees used in this study.
323 9 References

324  AOAC (2000). Official Methods of Analysis, 17th ed.

325 Bover-Cid, S., Hugas, M., Izquierdo-Pulido, M., and Vidal-Carou, M. C. (2000). Reduction of

326 Biogenic Amine Formation Using a Negative Amino Acid-Decarboxylase Starter Culture for
327 Fermentation of Fuet Sausages. Journal of Food Protection 63, 237-243. doi:10.4315/0362-
328 028X-63.2.237.

8

This is a provisional file, not the final typeset article

140



329
330
331

332
333
334

335
336
337

338
339
340
341

342
343
344

345
346
347

348
349

350
351
352

353
354
355

356
357

358
359
360

361
362
363

364
365
366

Anexos

Running Title

Bover-Cid, S., Izquierdo-Pulido, M., and Vidal-Carou, M. C. (2001). Effectiveness of a Lactobacillus
sakei starter culture in the reduction of biogenic amine accumulation as a function of the raw
material quality. Journal of Food Protection 64, 367-373. doi:10.4315/0362-028X-64.3.367.

Cipolla, B. G., Havouis, R., and Moulinoux, J. P. (2007). Polyamine contents in current foods: A
basis for polyamine reduced diet and a study of its long term observance and tolerance in
prostate carcinoma patients. Amino Acids 33, 203-212. doi:10.1007/s00726-007-0524-1.

Cohen, G., Laloush, M., and Karpas, Z. (2014). Biogenic amines in bread as indicators of spoilage.
International Journal for Ion Mobility Spectrometry 17, 125-129. doi:10.1007/s12127-014-
0159-3.

Comas-Basté, O., Latorre-Moratalla, M. L., Sanchez-Pérez, S., Veciana-Nogués, M. T., and Vidal-
Carou, M. C. (2019). “Histamine and Other Biogenic Amines in Food. From Scombroid
Poisoning to Histamine Intolerance,” in Biogenic Amines (IntechOpen).
doi:10.5772/intechopen.84333.

Comas-Basté, O., Sanchez-Pérez, S., Veciana-Nogués, M. T., Latorre-Moratalla, M., and Vidal-
Carou, M. C. (2020). Histamine intolerance: The current state of the art. Biomolecules 10, 1-26.
doi:10.3390/biom10081181.

Diana, M., Rafecas, M., and Quilez, J. (2014). Free amino acids, acrylamide and biogenic amines in
gamma-aminobutyric acid enriched sourdough and commercial breads. Journal of Cereal
Science 60, 639-644. doi:10.1016/j.jcs.2014.06.009.

EFSA (2011). Scientific Opinion on risk based control of biogenic amine formation in fermented
foods. EFSA Journal 9, 2393. doi:10.2903/j.efsa.2011.2393.

EFSA and ECDC (European Food Safety Authority and European Centre for Disease Prevention and
Control), 2021. The European Union One Health 2019 Zoonoses Report. EFSA Journal 19.
doi:10.2903/j.efsa.2021.6406.

Fan, W, Yi, Y., Zhang, Y., and Diao, P. (2015). Effect of an antioxidant from bamboo leaves
combined with tea polyphenol on biogenic amine accumulation and lipid oxidation in pork
sausages. Food Science and Biotechnology 24, 421-426. doi:10.1007/s10068-015-0055-6.

Farkas, S., and Hajos, G. (1998). Monitoring of biologically active amines in cereals and cereal based
food products by HPLC. Chromatographia 48, 37-42. doi:10.1007/BF02467513.

Ginzle, M., and Ripari, V. (2016). Composition and function of sourdough microbiota: From
ecological theory to bread quality. International Journal of Food Microbiology 239, 19-25.
doi:10.1016/j.ijfoodmicro.2016.05.004.

Garriga, M., Aymerich, M. T., Costa, S., Monfort, J. M., and Hugas, M. (2002). Bactericidal
synergism through bacteriocins and high pressure in a meat model system during storage. Food
Microbiology 19, 509-518. doi:10.1006/fmic.2002.0498.

Gokdogan, S., Ozogul, Y., Kuley, E., Ozogul, F., Kacar, C., and Ucar, Y. (2012). The Influences of
Natural Zeolite (cliptinolite) on Ammonia and Biogenic Amine Formation by Foodborne
Pathogen. Journal of Food Science 77. doi:10.1111/j.1750-3841.2012.02822.x.

141



Anexos

367
368
369
370

371
372
373

374
375
376

377
378
379
380

381
382
383
384

385
386
387
388

389
390
391

392
393
394

395
396
397

398
399
400

401
402
403

142

Running Title

Hernandez-Macias, S., Comas-Basté, O., Jofré, A., Bover-Cid, S., Latorre-Moratalla, M. L., and
Vidal-Carou, M. C. (2021a). Growth-Promoting Effect of Cava Lees on Lactic Acid Bacteria
Strains: A Potential Revalorization Strategy of a Winery By-Product. Foods 10, 1636.
doi:10.3390/foods10071636.

Hernandez-Macias, S., Ferrer-Bustins, N., Comas-Basté, O., Jofré, A., Latorre-Moratalla, M., Bover-
Cid, S., et al. (2021b). Revalorization of Cava Lees to Improve the Safety of Fermented
Sausages. Foods 10, 1916. doi:10.3390/foods10081916.

Karayigit, B., Colak, N., Ozogul, F., Gundogdu, A., Inceer, H., Bilgicli, N., et al. (2020). The
biogenic amine and mineral contents of different milling fractions of bread and durum wheat
(Triticum L.) cultivars. Food Bioscience 37, 100676. doi:10.1016/j.fbi0.2020.100676.

Kukleci, E., Smulders, F. J. M., Hamidi, A., Bauer, S., and Paulsen, P. (2019). Prevalence of
foodborne pathogenic bacteria, microbial levels of hygiene indicator bacteria, and
concentrations of biogenic amines in ready-to-eat meat products at retail in the republic of
Kosovo. Journal of Food Protection 82, 1135-1140. doi:10.4315/0362-028X.JFP-19-060.

Latorre-Moratalla, M. L., Bosch-Fusté, J., Lavizzari, T., Bover-Cid, S., Veciana-Nogués, M. T., and
Vidal-Carou, M. C. (2009). Validation of an ultra high pressure liquid chromatographic method
for the determination of biologically active amines in food. Journal of Chromatography A 1216,
7715-7720. doi:10.1016/j.chroma.2009.08.072.

Latorre-Moratalla, M. L., Bover-Cid, S., Talon, R., Aymerich, T., Garriga, M., Zanardi, E., et al.
(2010). Distribution of aminogenic activity among potential autochthonous starter cultures for
dry fermented sausages. Journal of Food Protection 73, 524-528. doi:10.4315/0362-028X-
73.3.524.

Latorre-Moratalla, M. L., Bover-Cid, S., Veciana-Nogués, M. T., and Vidal-Carou, M. C. (2012).
Control of biogenic amines in fermented sausages: Role of starter cultures. Frontiers in
Microbiology 3, 1-9. doi:10.3389/fmicb.2012.00169.

Latorre-Moratalla, M. L., Comas-Basté, O., Bover-Cid, S., and Vidal-Carou, M. C. (2017). Tyramine
and histamine risk assessment related to consumption of dry fermented sausages by the Spanish
population. Food and Chemical Toxicology 99, 78-85. doi:10.1016/j.fct.2016.11.011.

Latorre-Moratalla, M. L., Veciana-Nogués, T., Bover-Cid, S., Garriga, M., Aymerich, T., Zanardi, E.,
et al. (2008). Biogenic amines in traditional fermented sausages produced in selected European
countries. Food Chemistry 107, 912-921. doi:10.1016/j.foodchem.2007.08.046.

Muiioz-Esparza, N. C., Costa-Catala, J., Comas-Basté, O., Toro-funes, N., Latorre-Moratalla, M. L.,
Veciana-Nogués, M. T., et al. (2021). Occurrence of polyamines in foods and the influence of
cooking processes. Foods 10, 1752. doi:10.3390/foods10081752.

Nishimura, K., Shiina, R., Kashiwagi, K., and Igarashi, K. (2006). Decrease in Polyamines with
Aging and Their Ingestion from Food and Drink. The Journal of Biochemistry 139, 81-90.
doi:10.1093/jb/mv;j003.

10
This is a provisional file, not the final typeset article



404
405
406

407
408

409
410
411

412
413

414
415

416
417
418

419
420
421
422

423
424
425
426

427
428
429

430
431
432

433
434

435
436
437

Anexos

Running Title

Ozogul, F., and Hamed, . (2018). The importance of lactic acid bacteria for the prevention of
bacterial growth and their biogenic amines formation: A review. Critical Reviews in Food
Science and Nutrition 58, 1660-1670. doi:10.1080/10408398.2016.1277972.

Ruiz-Capillas, C., and Herrero, A. M. (2019). Impact of biogenic amines on food quality and safety.
Foods 8. doi:10.3390/foods8020062.

Silva, V., Igrejas, G., Falco, V., Santos, T. P., Torres, C., Oliveira, A. M. P., et al. (2018). Chemical
composition, antioxidant and antimicrobial activity of phenolic compounds extracted from wine
industry by-products. Food Control 92, 516-522. doi:10.1016/j.foodcont.2018.05.031.

Suzzi, G., and Gardini, F. (2003). Biogenic amines in dry fermented sausages: A review.
International Journal of Food Microbiology 88, 41-54. doi:10.1016/S0168-1605(03)00080-1.

Tabanelli, G. (2020). Biogenic Amines and Food Quality: Emerging Challenges and Public Health
Concerns. Foods 9, 7-10. doi:10.3390/foods9070859.

Tudela, R., Gallardo-Chacén, J. J., Rius, N., Lopez-Tamames, E., and Buxaderas, S. (2012).
Ultrastructural changes of sparkling wine lees during long-term aging in real enological
conditions. FEMS Yeast Research 12, 466-476. doi:10.1111/j.1567-1364.2012.00800.x.

Vidal-Carou, M. C., Veciana-Nogués, M. T., Latorre-Moratalla, M. L., and Bover-Cid, S. (2014).
“Biogenic Amines: Risks and Control,” in Handbook of Fermented Meat and Poultry, ed. & R.
Talon. Fidel Toldra ; associate editors, Y.H. Hui, I. Astiasaran, J.G. Sebranek (Wiley), 413-428.
doi:10.1002/9781118522653.ch47.

Wang, Y., Li, F., Zhuang, H., Li, L., Chen, X., and Zhang, J. (2015). Effects of Plant Polyphenols
and a-Tocopherol on Lipid Oxidation, Microbiological Characteristics, and Biogenic Amines
Formation in Dry-Cured Bacons. Journal of Food Science 80, C547-C555. doi:10.1111/1750-
3841.12796.

Wehrle, K., and Arendt, E. K. (1998). Rheological Changes in Wheat Sourdough During Controlled
and Spontaneous Fermentation. Cereal Chemistry Journal 75, 882-886.
doi:10.1094/CCHEM.1998.75.6.882.

Zhang, Q. Q., Jiang, M., Rui, X,, Li, W., Chen, X. H., and Dong, M. S. (2017). Effect of rose

polyphenols on oxidation, biogenic amines and microbial diversity in naturally dry fermented
sausages. Food Control 78, 324-330. doi:10.1016/j.foodcont.2017.02.054.

11

143



Anexos

Running Title
438  Table 1. Batches of fermented sausages included in each experiment, formulated with or without 5%
439  cava lees or 0.3% lees phenolic extract (LPE) and/or different strains of L. sakei (CTC494 or
440 BAPI110) as the starter culture.
Experiment Batch Ingredients Starter culture strain’
1 c1 - -
L1 Cava lees -
C1+CTC494 - L. sakei CTC494*
L1+CTC494 Cavalees L. sakei CTC494
2 Cc2 - -
E2 LPE -
C2+CTC494 - L. sakei CTC494
E2+CTC494 LPE L. sakei CTC494
C2+BAP110 - L. sakei BAP110
E2+BAP110  LPE L. sakei BAP110
441 'Batches without starter cultures (-) underwent spontaneous fermentation; 2L. sakei CTC494 produces the bacteriocin
442 sakacin K (Garriga et al., 2002).
443
444  Table 2. Biogenic amine contents (mean = SD in mg/kg fresh matter) in sourdough, in baked bread
445  with and without the addition of different amounts of cava lees (1%, 2%, and 5% [w/w of flour]), and
446  in fermented sausages with and without the addition of 5% (w/w) cava lees after 21 days of ripening.
Tyramine Putrescine Cadaverine Histamine Spermidine Spermine
Cava lees nd nd nd nd 10.5+0.43 0.10+0.03
Bread
Sourdough nd 202+0.03 nd nd 152+0.01 nd
Bread nd 3.79+0.02° nd nd 4.28 +0.02° nd
Bread + 1% cava lees nd 421+0.01® 287+0.03* nd 5.38 +0.01* nd
Bread + 2% cava lees nd 550+0.04° 278+0.00° nd 4.72 £0.05° nd
Bread + 5% cava lees nd 3.73+0.23*° 293+0.02° nd 5.58 + 0.04°* nd
Fermented sausages
Fermented sausage 17.66 £ 0.46 10.70 £ 0.34° 39.78 + 1.46° nd 6.42 +0.03° 22.60 + 0.47°
Fermented sausage + 5% cava lees nd 11.04 + 0.35° 9.35+0.32° nd 6.90 £ 0.09°® 26.32 + 1.49°
447 nd: not detected (< 0.05 mg/kg); Significant differences between control batches and lees supplemented batches are

448

144

indicated by different superscript letters (p < 0.05).
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449  Figure legends

450  Figure 1. Contents of cadaverine, putrescine and tyramine (mg/kg dry matter) in fermented sausages:
451  A) spontaneous fermentation without (C1) or with (L1) the addition of 5% cava lees or fermentation
452  with the starter culture L. sakei CTC494 without (C1+CTC494) or with (L1+CTC494) cava lees; B)
453  spontaneous fermentation without (C2) or with (E2) the addition of 0.3% LPE or fermentation with
454  the starter culture L. sakei CTC494 or L. sakei BAP110 without (C2+CTC494 or C2+BAP110) or
455  with (E2 + CTC494 or E2 + BAP110) the LPE.
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¢ CAN CAVA LEES PROMOTE THE GROWTH OF
FERMENTATIVE MICROORGANISMS? UNIVERSITAT.:

BARCELONA

Hernandez-Macias, S., Comas-Basté, O., Sdnchez-Pérez, S., Riu-Aumatell, M., Latorre-Moratalla, M.L.,
Veciana-Nogués, M.T.,, Buxaderas, S., Lopez-Tamames, E., & Vidal-Carou, M.C.

Departament de Nutricié, Ciéncies de 'Alimentacié i Gastronomia, Facultat de Farmacia i Ciéncies de Alimentaci6, Universitat de Barcelona (UB). Av. Prat de la Riba 171, 08921 Santa Coloma de Gramenet (Spain); Institut de
Recerca en Nutricié i Seguretat Alimentaria (INSA-UB), Universitat de Barcelona (UB).

BACKGROUND

Cava (natural sparkling wine) lees are non-viable cells of Saccharomyces cerevisiae naturally plasmolyzed during the cava processing!. Currently, 300 tones are generated per
year and they are a sub-product without added value. Lees are rich in soluble and insoluble fibers and thus could favor the growth of fermentative microorganisms2. A faster
fermentation could have a positive impact on fermented products from a food safety perspective by accelerating pH drop and a allow to reduced the amount of salt needed
to formulate some fermented products.

Figure 1. Schematic experimental procedure.

AR ~TI\/[
OBJECTIVES Rawlees

. . . : s . : Centrifugation
The objective of this work was to characterize cava lees from a compositional point of view and J (10,000 rpm, 10 min)

evaluate in vitro their potential effect as promoters of the growth of fermentative e

microorganisms.

Evallistion ofthe Characterization of lees:
B ANAI AV effect of lees on microbial growth }
VIETHODOLOGY > 02 0SK Ky Z%eN) ) rcienaon by cofoa
microscopy.
L r ined after di in les. In the | I T 4
ees were obtained after disgorging cava bottles. In the laboratory, raw lees were separated i e
from the supernatant (remaining sparkling wine) by centrifugation (10.000 rpm, 10 min) and of the fermentative strain *Proteins: Bnﬂfo:azv
* Carbohydrates: pher
stored in freezing (-18 °C). Lees were characterized by confocal microscopy and their sulphuric acid method
composition was assessed by Bradford protein assay and phenol-sulphuric acid method for total N S fummﬁn
carbohydrates (Figure 1). I (30°C, 200 rpm)
The growth of the strain Lactobacillus sakei LU10.10 was evaluated after the addition of
different proportions of lees (0.2%, 0.5%, 1% and 2% w/v) following the procedure described in Incubation in MRS ;{";‘;",\‘;;: h

at30°Cford8h

figure 1. The culture medium used was MRS after verifying that the presence of yeast extract in
its formulation did not mask the effect of the addition of lees. The effect of lees was studied on
different fermentative microorganisms (L. sakei LU10.10, L. sakei ATCC15521, Lactobacillus
plantarum ATCC8014 and L. plantarum ATCC14917).

RESULTS

In the concentrate of lees, yeast cells maintained the typical ovoid structure and the integrity of
the wall (Figure 2). The diameter was 3-5 um and cell counting was 1,12-10°- 2,76-:10% cells/g

dry weight. Polysaccharides were the main compounds of lees (70-75%) followed by proteins (9- Figure 3. Growth of L. Sakei LU10.10 over time in MRS medium without lees (control)
15%). and with 1% lees.

€9

§ * Control 1% de lias i
The addition of lees significantly increased (p<0.05) the growth of L. sakei LU10.10 in ;

S8
comparison with a medium without lees (control) after 24 h of culture. ]

i

This effect was gradually incremented depending on the concentration of lees. The addition of 7 7 1 —1
1% and 2% of lees showed maximum growth, with cell countings up to 8.6 and 8.7 log UFC/mL, I
respectively; thus being 1% the concentration chosen for subsequent trials. Figure 3 shows the 6 s . ety 2

effect of the addition of 1% of lees on the growth of L. sakei in comparison with control.

Figure 4. Growth of different fermentative strains in MRS medium

A clear growth promoting effect was observed after 24 hours of contact between lees and without lees (control) and with 1% lees.

L. sakei LU10.10, with differences of more than 1 log CFU/mL with respect to the control, L. sakei LU10.10 L. plantarum ATCC8014
representing an increase up to 22% (Figure 4). In the same conditions, the other assayed strains _
showed a slight growth with no statistical significance. L. sakei ATCC15521 W
CONCLUSION " Control  * 1% de lias o o

The results show that cava lees can promote the growth of some fermentative microorganisms. Further studies are needed in order to know whether the growth promotor
effect of lees increases when the contact time is extended or with higher lees concentration. Likewise, it is necessary to study if lees also act as growth promotors when
added in the food formulation and verify the real impact of this addition in the pH drop during fermentation.

*Gallardo-Chacon et al.,, (2010) Int. J. Food Microbiol. 143:48-53; *Shokri et al,, (2008) Nat. Product Res, 22:414-21,

\
k. XaRTA
o ) § § ) I . Compus Institut de Recerca en Nutricié 2K
This work was supported by Dr'z‘(;;o:e:;:!':z Recerca of mc Generalitat de Cotalunya (2014-1438 SGR) and by the Programa Nocional de Recursos y ‘ Campus s INSA | S  Altentart :g? Gommonan Rt
ini y o o s
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CAVA LEES AS PROMOTERS OF THE GROWTH OF FERMENTATIVE AND
PROBIOTIC BACTERIA

Hernéndez-Macias, S., Latorre-Moratalla, M.L., Comas-Basté, 0., Sdnchez-Pérez, S., Riu-Aumatell, M.,

Veciana-Nogués, M.T., Ldpez-Tamames, E., Vidal-Carou, M.C.
Departament de Nutricié, Ciéncies de I'Alimentacié | Gastronomia. Facultat de Farmacia i Ciéncies de I'Alimentacié. Universitat de Barcelona (UB). Av. Prat de la Riba 171, Santa Coloma de Gramenet (Spain);
INSA-UB - XaRTA. mcvidal@ub.edu

] @ Objective ]

To evaluate the in vitro effect of cava lees as growth promoters of
lactic acid bacteria (LAB) used as probiotic or starter cultures.

A
[E Introduction

Cava (natural sparkling wine) lees are non-viable cells of Saccharomyces cerevisiae, naturally
plasmolyzed during cava processing’. They are a currently generated for 300 tons/year as a sub-
product without added value. Lees are rich in soluble and insoluble fibers and may favor the
growth of probiotic and fermentative microorganisms?. A faster growth could have a positive
impact on food safety of fermented products by accelerating pH drop.

Figure 1. Flow chart of the in vitro assay design to evaluate
the growth ing effect of the cava lees.

| an Methods ]
MRS control (without lees) Comunl agitation to 200rpm at 309C.
The effect of lees (10% w/v) on two LAB species in comparison with controls without lees was rditktwiolless. 5} (Es) PHmessurement fromOhto 72
- =

Aliquots from Oh to 78h.

studied. The strains evaluated were Lactobacillus sakei (LU10.10) and Lactobacillus plantarum

ATCC8014, ATCC14917, CECT220, CECT221, CECT224, CECT749 and CECT4180. Microbial counts ﬁ
and pH were determined at different growth times (from 0 to 78 hours) after incubation in MRS
culture media at 302C and 200rpm (Figure. 1).

+

——
30%C during 48h until plate count.
|||,| Results ]

The effect of lees was different depending on the strain. Lees significantly increased (p<0.05) the growth of L. sakei, with differences of more than 1,5 log CFU/mL respect
to the control after 30 h of incubation (Figure 2), representing an increase up to 28%. Likewise, a higher acidification of the medium in the presence of lees than in the
control was observed. In case of L. plantarum ACCT14917, CECT220 and CECT4180, the presence of lees increased significantly its survival, with counts until 2 log CFU/mL
higher than the control after 48 h of incubation (Figure 2). Lees did not have any effect on L. plantarum ATCC8014, CECT221, CECT224 and CECT749.

Lactobacillus sakei LU10.10 Lactobacillus plantarum ACCT14917
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Figure 2. Microbial counts of L. sakei LU10.10, L. plantarum ACCT14917, CECT220 and CECT4180, grown in control medium and with 10% added lees.

Conclusions ]

The results confirm that cava lees promote the growth or survival of some lactobacilli, but as this effect is strain-dependent, case-by-case studies are required. The use of
cava lees deserves more attention, not only because it could reduce by-products, but also by their potential role as a prebiotic and as a growth promoters of starter

cultures that could enhance the safety of fermented foods.

Acknowledgements: This work was supported by Direcci6 General de Recerca of the Generalitat de Catalunya (2014-1438 SGR) and by the
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En los ultimos afios ha crecido el interés por el uso de diferentes tipos de fibras de origen alimentario en la formulacién de alimentos fermentados con el
objetivo de acelerar la fermentacion y, por tanto, el descenso del pH, ejerciendo un impacto positivo en la seguridad de estos productos (Tabla 1). Las
lias del cava son células no viables de Saccharomyces cerevisiae que en su pared celular contienen una elevada cantidad de polisacaridos (B-glucanos,
quitina y manano-oligosacaridos) que podrian actuar favoreciendo el crecimiento de las bacterias lacticas fermentativas. Actualmente se generan unas
300 toneladas al afio y son un sub-producto sin valor afiadido. Desde del punto de vista de la sostenibilidad, la reutilizacién de las lias permitird
revalorizar este sub-producto en linea con la actual tendencia encaminada a favorecer la economia circular.

Tabla 1. Estudios previos que evaltan el efecto de la adicién de distintos tipos de fibra alimentaria sobre el crecimiento
de cepas de diferentes bacterias de interés tecnolégico y el descenso del pH en diferentes matrices.

Evaluar in vitro el efecto de las lias del cava como

e ) L. 5 Longaniza de o Mayor acidificacién (5,4)
promotores del crecimiento de bacterias del 4cido Naranja (en polvo) pascual || L caselCECT475 T11log respecto al control (5,6)
lactico (LAB) frecuentemente utilizadas como cultivos
o e . . . Mayor acidificacién (4,8)
iniciadores de la fermentacion. Naranja (en polvo) Salchich6n Micrococos M2 log respecto al control (5,3)
Extracto de lias de . L. bulgaricus -
salsa de soja (R L. thermophilus =t - ©

Se estudi6 el efecto in vitro de la adicién de lias (10% p/v) sobre el crecimiento y el pH del medio de cultivo de 9 cepas fermentativas (Lactobacillus sakei
LU10.10, Lactobacillus plantarum ACCT14917, CECT220, CECT4180, ATCC8014, CECT221, CECT224, CECT749 y Pediococcus pentosaceus CECT 8330. Los
recuentos microbianos y el pH se determinaron en diferentes tiempos de crecimiento (de 0 - 72 horas) en medio MRS a 302C y en agitacién (200rpm).

Cultivo overnight de cada cepa —_l

Lias Liofilizadas Crecimiento en MRS AI

I
Centrifugacion (10,000 rpm por 10 min) (302 2 200 rpm) cuotas
Liofilizacién (-502C por 24h) Lectura de pH
HR= %5

Incubacion Conteo en placa
MRS a 30°C por 48h

Figura 1. Disefio experimental de la evaluacién in vitro del efecto de las lias (10% p/v) sobre el crecimiento y la evolucién del pH del medio.

El efecto de las lias fue diferente dependiendo del microorganismo seleccionado. Las En L. plantarum ACCT14917, CECT220, CECT4180 la adici6n

lias aumentaron significativamente (p <0.05) el crecimiento de la cepa L. sakei de lias causé un aumento en su supervivencia, pero no tuvo
LU10.10, con diferencias de més de 1,5 log CFU / ml con respecto al control (Figura 2). efecto significativo sobre el descenso del pH con respecto al
Asimismo, se observé una mas rapida y mayor acidificaciéon del medio en presencia control.
de lias (pH 4,30) que en el control (pH 5,20). El aumento del crecimiento fue similar al Lactobacillus plantarum CECT 4180
20
de otros descritos en la literatura mientras que el descenso del pH fue mayor. £
S s
Lactobacillus sakei LU10.10 ¥ G
Crecimiento PH
210 z6s .
z 1
2. ?
z ss
6 x ]
o 3 6 2 2 4 s on omw
: /—\ =
AN “ ——Control sin lias 10% de Adicién de Lias

Figura 3. Crecimiento de L. plantarum CECT 4180 en medio MRS (control) y con 10% de

° 3 6 u % 4 s on o 3 6 % 0 4 s o7n lias afiadidas.
Tiemgo (h) Tiempo (h)
B X Yo 1D En el resto de las cepas no se observaron diferencias en ningdin
Figura 2. Crecimiento de L. sakei LU10.10 y evolucién del pH del medio MRS (control) y con 10% de lias afiadidas. €aso.

Los resultados confirman el efecto promotor de las lias del cava sobre el crecimiento o la supervivencia de algunas especies de Lactobacillus. Este
efecto parece ser cepa dependiente. Segun nuestro conocimiento, es la primera vez que se documenta que las lias del cava pueden ayudar al
crecimiento de microorganismos y afectar al pH del medio. Esto podria tener aplicacion en la reformulacién de alimentos fermentados con el objeto de
mejorar su seguridad. Ademads, esta estrategia podria ayudar a reducir los contenidos de sal de este tipo de productos.

Ala de Recerca de (2014-1438 SGR) y al Programa Nacional de Recursos y Tecnologias Agroalimentarias
del Ministerio de Economia y C Sabador beca de Ia Universidad , Méice I N SA Institut de Recerca en Nutricié

4 Ferndndez-Lopez y col, (2008) Meat Science. 80:410-417; *Sayas-Barberd y col. (2012). Food Cantrol, 27:343-350, “Yang 8. y col., (2011) Food Chem. 126:590-594,
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Anexos

Estudio de la actividad histaminasa de Lactobacillus sakei y del
efecto promotor de las lias del cava en su crecimiento. Tl

Herndndez-Macias, $2,, Rius-Olivella, G2, Comas-Basté, 02, Sanchez-Pérez, S., Mufioz-Esparza, N.C2,, Veciana-Nogués, M.T.2,
Bover-Cid., S.?, Latorre-Moratalla, M.L.2, Vidal-Carou, M.C2.
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Introduccidn. La presencia de histamina en los alimentos es indeseable desde la perspectiva de la seguridad, ya sea como responsable de la
intoxicacién histaminica o de la intolerancia a la histamina. Los alimentos microbioldgicamente deteriorados y los fermentados son susceptibles
de contener altos niveles de histamina si sobre ellos se han desarrollado bacterias aminogénicas. La calidad higiénica de las materias primas y la
seleccion de cultivos iniciadores son medidas de control eficaces para reducir o evitar la acumulacién de histamina en alimentos fermentados. En
los Ultimos afios se esta estudiando también la posibilidad de evitar la formacién de histamina mediante la utilizacion de cultivos iniciadores que
aportan actividad histaminasa. Lactobacillus sakei es una especie que se utiliza cominmente como cultivo iniciador en la elaboraciéon de
derivados carnicos fermentados y, para la que se ha descrito un efecto protector frente a la aminogénesis’.

Por otro lado, las lias del cava son células plasmolizadas y no viables de Saccharomyces cerevisiae obtenidas como subproducto en la elaboracién
de cava, y que por su composicién rica en distintos tipos de fibras solubles e insolubles pueden favorecer el crecimiento de cultivos iniciadores®*.

Objetivos
Evaluar in vitro la actividad histaminasa de una cepa especifica de L. sakei. Esta actividad explicaria el efecto protector que se ha
descrito para esta cepa frente a la aminogénesis en derivados cérnicos fermentados. Ademds, también se planeta estudiar el efecto
promotor de las lias del cava sobre el crecimiento de esta cepa.

Metodologia. a) Se evalué in vitro la actividad histaminasa de una cepa especifica de L. sakei mediante un procedimiento resting cells y
posterior determinacién de la histamina degradada por UHPLC-FL? (Figura 1). b) El efecto de las lias se evalu6 comparando el crecimiento de L.
sakei en presencia de lias (5% p/v) y sin lias (control) durante 72 horas en medio MRS a 302C y 200rpm (Figura 2).

o Cultivo overnight de L. sakei B
MRS a 309C Lias Liofilizadas Cultivo overnight
E E H Centrifugacién (10,000 rpm/10 min)
1 Liofilizacién (-509C/2ah) H H
Humedad Relativa= 5%
Recuperacién de celilas viables

Centrifugacién
00 rpmx 5 min

Lavado(x2)
Bufferfostato 05 M a
¢ EESIED Determinacion de la histamina
Células degradada por UHPLC-FL

recuperadas en: e

wol
Incubacién

oo | + ﬂ -
200m

Buffer fosfato 00SM  Buffer fosfato O0S M Buffer fosfato 0,05 M

25 ppm histamina 25 ppm histamina 25 ppen histamina

0,075mg DAO (Porcina)

Figura 1. Disefio experimental de la evaluacion in vitro de la actividad histaminasa de L. sakei mediante el
método de resting cells.

S%de Control
los  (Sinliss)

Siembra en placa — Crecimiento en MRS
Oh-72h 30¢C 2 200 rpm

Incubacién
é MRS a 30°C por 48h
@ Conteo en placa

Figura 2. Disefio experimental de la evaluacion in vitro del efecto de Ias lias (5% p/v) sobre el crecimiento
de L. sakei.

Resultados. La cepa de L. sakei mostré una capacidad para degradar la histamina in vitro, con un porcentaje medio de reduccién de un 17%
(+4.1) (figura 3). Por otro lado, en la figura 4 se observa que la adicién de un 5% de lias en el medio de cultivo provocé un aumento  significativo
(p<0.05) en el crecimiento y la supervivencia de esta cepa respecto al medio sin lias (control). Concretamente, el crecimiento de L. sakei fue de
hasta 1,6 log UFC/ml mas alto en el caso de la presencia de lias, lo que representa un incremento del 25% respecto al control. Ademas, los valores
de pH del medio con lias fueron ligeramente mas bajo, aunque las diferencias con el control no fueron significativas.

Log de UFC/ml

°

10 15 20 25 30 2
o 3 6 24 30 48 54 72
Tiempo(h)

Porcentaje de reducién de Histamina (%)

Control sin lias ~ =====5% de adicién de lias
Figura 3. Porcentaje de reduccion de histamina por L. sakei a las 48 horas. A, By C se refieren a tres
para la p

Figura 4. Crecimiento de L. sakei en medio MRS sin lfas (control) y con 5% de lias afiadidas.

Conclusiones. Se ha comprobado la capacidad de degradar la histamina in vitro de una cepa fermentativa de L. sakei. La utilizacién de lias del
cava en la formulacién de embutidos puede favorecer el crecimiento de esta cepa mejorando la seguridad de estos productos por su efecto
protector frente a la histaminogénesis.
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