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RESUMEN 

Las lías del cava son un subproducto vitivinícola que consiste en células no viables 

de Saccharomyces cerevisiae. Su composición rica en ß-glucanos y manano-

oligosacáridos (MOS) podría dar lugar a una mejor implantación de las bacterias 

responsables de la fermentación y un mayor y más rápido descenso del pH que, en 

último término, reduciría el riesgo de desarrollo de posibles microorganismos 

patógenos. Además, las lías contienen sustancias procedentes del cava, como 

compuestos fenólicos, que podrían también ejercer o potenciar este efecto 

antimicrobiano. Por otra parte, la fibra de las lías del cava podría favorecer el 

crecimiento selectivo de bacterias probióticas, promoviendo así una mejora de la 

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

Actualmente, las lías son el segundo subproducto generado en la producción del 

cava con una producción estimada de aproximadamente 200 toneladas anuales. A 

pesar de este gran volumen generado, y de su interesante composición, hasta el 

momento han recibido poca atención. En este contexto, esta tesis doctoral plantea 

como objetivo general estudiar una nueva estrategia de revalorización de las lías 

del cava, tanto como ingrediente con una aplicación en seguridad alimentaria 

como por su carácter prebiótico. 

Desde el punto de vista de la seguridad alimentaria, se evaluó el efecto promotor 

de lías del cava en el crecimiento de diferentes especies de BAL comúnmente 

utilizadas como cultivos iniciadores, tanto in vitro como en derivados cárnicos 

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 adición de un 5% de lías produjo los mayores recuentos de BAL. En derivados 

cárnicos fermentados, la adición de un 5% de lías se tradujo en una mayor 

acidificación, aunque los recuentos de BAL no se vieron afectados de manera 

significativa.  

También se estudió el efecto antimicrobiano de las lías del cava y de su extracto 

fenólico frente a bacterias patógenas de origen alimentario en derivados cárnicos 
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fermentados. Las lías del cava inhibieron de manera significativa el crecimiento de 

Salmonella y Listeria monocytogenes, con una efectividad similar a la obtenida 

cuando se añadió el cultivo iniciador L. sakei CTC494. Además, el uso combinado 

de las lías del cava con el cultivo iniciador tuvo un efecto sinérgico y bactericida 

contra Salmonella. El extracto fenólico de las lías del cava redujo ligeramente los 

recuentos de Salmonella en el producto acabado, pero no tuvo ningún efecto 

anti-listeria.  

Además del efecto antimicrobiano, también se planteó estudiar si la adición de lías 

del cava o de su extracto fenólico reducían la formación de aminas biógenas en 

este tipo de productos fermentados. La adición de lías del cava en los derivados 

cárnicos redujo significativamente los contenidos de cadaverina y putrescina 

durante todo el proceso de curado, con porcentajes de reducción en el producto 

acabado por encima del 60%. El extracto fenólico de las lías del cava también fue 

capaz de reducir de manera significativa los niveles de estas diaminas, aunque en 

porcentajes más moderados. 

Finalmente, en el marco de esta tesis doctoral también se evaluó in vitro el efecto 

prebiótico de las lías del cava en el crecimiento de bacterias probióticas. La 

suplementación con un 5% de lías potenció el crecimiento y/o la supervivencia de 

algunas cepas probióticas 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 ß-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 LÍAS DEL CAVA 

1.1.1 Un subproducto de la elaboración del cava 
El cava es un vino espumoso de calidad producido en una región determinada, 

principalmente en la comarca catalana del Penedés (Consejo de la Unión Europea, 

2008). Su elaboración está legalmente protegida por el reglamento de la 

denominación D.O. Cava y por su consejo regulador (Ministerio de Agricultura 

Pesca y Alimentación, 1991). Esta legislación establece las zonas de producción 

específicas y las variedades de uva permitidas para la producción del vino base, así 

como los parámetros de calidad del cava (Tabla 1) (Ministerio de Agricultura Pesca 

y Alimentación, 1991). 

Tabla 1. Variedades de uvas permitidas para la producción del vino base, y parámetros de calidad 
del cava una vez terminada la segunda fermentación (Ministerio de Agricultura Pesca y 
Alimentación, 1991). 

Variedad de uva Parámetros de calidad 
Uva Blanca: 
Macabeo (Viura) 
Xarel.lo 
Parellada 
Malvasía (Subirat Parent) 
Chardonnay 
 
Uva Tinta: 
Garnacha tinta 
Monastrell 
Pinot Noir 
Trepat 

Graduación alcohólica adquirida  
mínima     10,8 % vol. 
máxima     12,8 % vol. 
Acidez total mínima (en ácido tartárico)  5,5 g/L 
Extracto seco no reductor 
mínimo     13 g/L 
máximo     22g/L 
Acidez volátil real (en ácido acético) inferior a 0,65g/L 
Anhídrido sulfuroso total inferior a  160 mg/L  
Cenizas 
mínimo     0,70 g/L 
máximo     2 g/L  
pH 
mínimo     2,8 
máximo     3,3 
Sobrepresión mínima   3.5 bar a 20 °C 

Los vinos espumosos naturales elaborados por el método tradicional o 

Champenoise se caracterizan por una segunda fermentación de un vino base, al 

que se le adicionan azúcares 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 elaboración del cava. El reglamento 
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del cava exige que tanto la segunda fermentación, como su crianza sur lie, se 

realicen íntegramente en botella y durante un periodo mínimo de 9 meses. A lo 

largo de la fermentación, que oscila entre 1–3 meses, los azúcares son 

bio-transformados en etanol y CO2 por acción de las levaduras, principalmente 

Saccharomyces cerevisiae. Posteriormente, durante la crianza sur lie, el vino 

madura y desarrolla los aromas característicos de este producto. El proceso de 

crianza puede extenderse desde como mínimo 9 meses hasta 3 años y se realiza 

manteniendo las botellas en posición horizontal (en rima). En esta fase, también 

tiene lugar la autolisis de las levaduras, proceso en el cual su pared celular se 

degrada por acción de las propias enzimas endógenas, provocando la liberación 

de varios compuestos intracelulares, como aminoácidos, péptidos, proteínas, 

polisacáridos, derivados de ácidos nucleicos y ácidos 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 lías del cava. 

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

Una vez finalizada la crianza, las botellas se someten a una etapa de aclarado o 

removida con el objetivo de desplazar las lías al cuello de la botella y facilitar su 

posterior eliminación en la fase de degüelle. Con este fin, las botellas emplazadas 

en pupitres o palés giratorios van rotando periódicamente de forma manual o 

automática hasta alcanzar una posición vertical invertida denominada “de punta”. 

MEZCLA/COUPAGE TIRAJE CRIANZA REMOVIDA Y DEGUELLE DOSIFICACIÓN
Después de que el vino 
completa la 1era

fermentación (vino base),
se crea una mezcla o 
coupage con una 
selección de vinos base.

El vino se embotella 
con una mezcla de 
levadura 
(S. cerevisae) y azúcar 
(licor de tiraje) para 
iniciar la 2ª 
fermentación 
(Posición en rima)

Durante esta etapa los 
vinos maduran en 
presencia de lías
(levaduras inactivas), 
también conocida 
como crianza sur lie.
El período de crianza 
puede variar de 9 
meses a 3 años.

Se añade un licor de 
expedición (vino y 
azúcar) para reponer 
el líquido perdido 
durante el degüelle, 
lo que determinará 
también la tipología 
comercial del cava.

Las botellas se van rotando 
periódicamente para que las lías 
desciendan hasta el cuello de la 
botella. Posteriormente, los 
cuellos de las botellas se 
congelan y se destapan con el 
objetivo de eliminar las lías.
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El proceso de degüelle consiste en destapar la botella con el objetivo de eliminar 

las lías depositadas en el cuello de la botella. Habitualmente, se efectúa la 

congelación (–25 °C, 10 minutos) del cuello de la botella mediante inmersión en 

una solución de etilenglicol al 45%. Ya en posición vertical, se retira el tapón 

corona, provocando que la presión interna del cava expulse las lías junto con una 

pequeña parte de la bebida espumosa. A continuación, se repone el volumen de 

líquido perdido mediante la incorporación del denominado licor de expedición, 

una mezcla consistente en vino y azúcares. La cantidad de azúcar adicionada 

determinará la tipología comercial del cava obtenido de acuerdo con la legislación 

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 

expulsión a causa de la presión interior del producto. 

En términos económicos y productivos, la industria del cava en Cataluña cuenta 

actualmente con más de 6.000 explotaciones vitivinícolas que disponen de una 

superficie cultivable de prácticamente 40.000 hectáreas (Consejo Regulador de la 

Denominación de Origen Protegida Cava, 2020). En el año 2020, la producción de 

botellas de cava ascendió a mas de 215 millones. Se calcula que cada botella de 

cava contiene alrededor de un gramo de lías, el cual contiene 108 células de S. 

cerevisiae (Gallardo-Chacón et al., 2010). En base a estos datos, se puede estimar 

que en el año 2020 se produjeron aproximadamente 200 toneladas de lías (Consejo 

Regulador de la Denominación de Origen Protegida Cava, 2020). Actualmente las 

lías del cava son consideradas un subproducto sin valor añadido que requieren, 

además, de estrategias de gestión para su almacenamiento y disposición. No 

obstante, se ha sugerido su posible reaprovechamiento para la elaboración de 

compost o para alimentación animal tras un proceso de desalcoholización. Sin 

embargo, el alto contenido de polifenoles asociados con las proteínas hace que 

gran parte de esta fracción no sea asimilable nutricionalmente (Devesa-Rey et al., 

2011). 

1.1.2 Caracterización y composición de las lías del cava 
El proceso de fermentación no fue completamente elucidado hasta el año 1863, 

cuando el investigador francés Louis Pasteur describió que este proceso 
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metabólico era desarrollado por microrganismos vivos, concretamente levaduras 

(Torresi et al., 2011). En la actualidad, se han descrito alrededor de 60 géneros y 

más de 500 especies de levaduras. Entre las levaduras responsables de la 

fermentación alcohólica, S. cerevisiae es la más comúnmente utilizada, por lo que 

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

La composición 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 

acción 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 degradación 

enzimática, la pared celular de las levaduras permanece estructuralmente intacta o 

sólo parcialmente degradada (Alexandre and Guilloux-Benatier, 2006b). Así, las lías 

del cava pueden definirse como células no viables de S. cerevisiae que están 

naturalmente plasmolizadas debido al proceso de crianza. Visualmente, las lías del 

cava son un material arcilloso formado por una fracción líquida correspondiente al 

cava residual y una fracción sólida, 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 rígida que envuelve a la célula y 

que representa aproximadamente el 30% de su peso seco (de Iseppi et al., 2020). 

Entre sus funciones principales está el mantenimiento de la forma celular, la 

protección frente al estrés físico, la estabilización de las condiciones osmóticas, así 

como el desarrollo de interacciones de tipo molecular, tales como la unión sexual 

y la floculación (Klis et al., 2006). Además, tiene la capacidad de modificar su 

estructura y composición ante necesidades específicas de la célula y factores de 

tipo ambiental (Klis et al., 2002).  

En cuanto a su composición, la pared celular de las levaduras posee diferentes 

capas interconectadas de polisacáridos (85%) y proteínas (15%), tal como se puede 

apreciar en la Figura 2 (de Iseppi et al., 2020). La capa externa está formada por 

manoproteínas, integradas por manano-oligosacáridos (MOS) unidos a proteínas, 

y conectadas entre sí por una matriz de ß-1,3 glucanos amorfos. La capa interna 

está formada por ß-1,3 glucanos sobre una pequeña cantidad de quitina (Klis, 1994; 
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Lipke and Ovalle, 1998; Alcázar et al., 2016). Ambas capas se encuentran unidas 

por moléculas de ß-1,6 glucanos.  

 

Figura 2. Organización de la pared celular de S. cerevisiae adaptada de (de Iseppi et al., 2020). 

Los ß-glucanos son polímeros de glucosa unidos por enlaces ß-glicosídicos 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 ß-glucanos, los formados por cadenas largas de unas 1.500 unidades de glucosa 

unidas con enlaces ß-1,3 y otros más cortos de unas 150 unidades unidas por 

enlaces ß-1,6 (Liu et al., 2008). Las diferentes cadenas de ß-glucanos interactúan 

entre sí a través de enlaces de hidrógeno, formando una red continua y 

tridimensional. La elasticidad de esta red permite a las células de levadura soportar 

el estrés osmótico. 

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

Macromolécula Porcentaje que representa 
de la pared celular 

Peso molecular 
(kDa) 

Grado de 
polimerización 

Manoproteínas 30–50 Altamente variable Altamente variable 

ß-1,6 glucanos 5–10 24 150 

ß-1,3 glucanos 30–45 240 1500 

Quitina 1.5–6 25 120 

kDa: Kilodalton 
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En los últimos años ha crecido el interés por el uso de glucanos como ingredientes 

en la formulación de alimentos. En el año 2011, la Comisión Europea autorizó el 

uso de ß-glucanos de levaduras como nuevos ingredientes alimentarios (Comisión 

Europea, 2011). Además, 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 

ß-glucanos de la avena y la cebada se aprobó una declaración referente al normal 

mantenimiento de los niveles de colesterol en sangre y otra referente a la reducción 

de la respuesta glucémica postprandial (Comisión Europea, 2012). Por otro lado, 

varios estudios han demostrado la habilidad de los ß-glucanos para promover el 

crecimiento y supervivencia de ciertas especies de bacterias del ácido láctico (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 

manoproteínas, que constituyen entre el 30-50% del peso de la pared celular 

(Tabla 2) (Klis, 1994; Alcázar et al., 2016). Gracias a su estructura anfifílica, las 

manoproteínas han sido evaluadas como posibles emulsionantes en varias 

aplicaciones alimentarias, así como compuestos estabilizantes y potenciadores de 

la espumosidad y palatabilidad en enología (de Iseppi et al., 2020). Los MOS que 

integran estas manoproteínas son polímeros compuestos exclusivamente de 

unidades de manosa, para los que se ha reconocido desde hace muchos años una 

importante capacidad prebiótica (Cameron et al., 1988; Kath and Kulicke, 1999). 

Según diferentes estudios, los MOS son capaces de modular la microbiota 

intestinal, promover el crecimiento de cepas probióticas, especialmente del género 

Lactobacillus y Bifidobacterium, y retardar el crecimiento de microorganismos 

patógenos, 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). Además, los MOS también han sido propuestos como 

una alternativa natural al uso de antibióticos en la producción animal, ya que 

impiden la adhesión de patógenos bacterianos al bloquear la adherencia de las 

proteínas 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 polímeros lineales de N-acetilglucosamina unidos por enlaces de tipo ß-1,4 

(Tabla 1). Prácticamente la mitad de las cadenas de quitina están conectadas con 

ß-1,3 glucanos mediante enlaces glucosídicos (Kollár et al., 1995). Esta estructura 

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

Además de los componentes intrínsecos de S. cerevisiae, las lías también contienen 

sustancias procedentes del cava, tales como ácidos orgánicos, compuestos 

fenólicos y compuestos volátiles (Gallardo-Chacón 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). Según Aguilera (2016), casi una quinta parte de 

las lías del cava en peso seco corresponde a ácido tartárico. Este es el ácido 

predominante en las uvas y los vinos y el responsable, en gran medida, de la acidez 

de las lías del cava (pH = 3.2). Las lías del cava también contienen una alta cantidad 

de compuestos fenólicos, con un contenido total de 34,4 mg EAG/L según la 

caracterización realizada por (Aguilera, 2016). Este trabajo describe el perfil 

fenólico de las lías del cava, que se caracteriza por la presencia de ácido caftárico 

(350 µg/g de peso seco), epicatequina (73 µg/g de peso seco), ácido cumárico (10 

µg/g de peso seco), ácido cafeico (9 µg/g de peso seco) y ácido ferúlico (4 µg/g de 

peso seco) (Aguilera, 2016). Las lías del cava también contienen compuestos 

volátiles que son adsorbidos en la superficie la pared celular. Gallardo-Chacón et 

al. (2009), reportaron la afinidad de las lías del cava hacia varios compuestos 

volátiles relacionados con el aroma del vino. Concretamente, los compuestos 

mayoritarios detectados en las lías fueron ésteres, aldehídos, norisoprenoides y 

terpenos, mientras que los compuestos minoritarios fueron cetonas alifáticas, 

sesquiterpenos y trimetil tetrahidronaftalenos. Finalmente, las lías del cava también 

contienen restos de algún coadyuvante tecnológico como la bentonita, que se 

añade al cava para favorecer la floculación y la recuperación de las lías al final de la 

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

A pesar de que la composición de las lías del cava ha sido escasamente estudiada 

hasta el momento, sí que existen algunos trabajos acerca de las lías procedentes 

de vinos. Según estos trabajos, la composición de las lías puede depender de 
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numerosos factores principalmente relacionados con el tipo de uva y el método de 

vinificación utilizado (Jara-Palacios, 2019b; de Iseppi et al., 2020). Por lo tanto, se 

puede extrapolar que, en la medida que estos factores varíen en la elaboración del 

cava, también influirán en la composición final de sus lías. 
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1.2 REUTILIZACIÓN Y REVALORIZACIÓN DE SUBPRODUCTOS DE LA 

INDUSTRIA DE TRANSFORMACIÓN DE VEGETALES 

Hoy en día, en un contexto de emergencia climática, uno de los principales retos a 

nivel mundial es la búsqueda de sistemas alimentarios ambientalmente sostenibles. 

Actualmente, la gran mayoría de países y organismos internacionales incluyen en 

sus políticas alimentarias el concepto de la economía circular y la sostenibilidad. 

Según la Organización de las Naciones Unidas para la Alimentación y la Agricultura 

(FAO por sus siglas en inglés), la economía circular es un concepto económico, que 

se interrelaciona con la sostenibilidad, y cuyo objetivo es la producción de bienes 

y servicios reduciendo el consumo y el desperdicio de materias primas, agua y 

fuentes de energía (FAO, 2015). Es decir, que el valor de los productos y los 

recursos se mantenga en la economía durante el mayor tiempo posible, y que se 

reduzca al mínimo la generación 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 reutilización integral de los subproductos alimentarios (ONU, 

2015). A nivel europeo, el Pacto Verde Europeo (European Green Deal) es el plan 

de acción de la Comisión Europea para garantizar la aplicación de los ODS. En el 

sector agroalimentario, este plan de acción propone iniciativas que promuevan la 

transición hacia modelos de producción más sostenibles, con menor impacto 

ambiental y más eficientes en el aprovechamiento de los recursos, por ejemplo, 

generando nuevas estrategias de valorización 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 económico derivado de su 

manipulación tratamiento y/o eliminación. Durante las últimas 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, cáscaras, 

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 economía circular, muchos de estos subproductos 

que en la actualidad carecen de valor añadido, podrían reutilizarse en nuevas 

aplicaciones en el ámbito de la alimentación. De hecho, en los últimos años, el uso 

y revalorización de subproductos ricos, por ejemplo, en proteínas, fibras, lípidos o 

polifenoles, ha devenido un tema de creciente interés para la industria alimentaria. 

En la Figura 3 se muestra el número de publicaciones científicas acerca de la 

revalorización de subproductos alimentarios publicadas desde 1990, observando 

cómo el 95% de estas han aparecido en los últimos 10 años, y el 80% en los últimos 

5 años. 

 

Figura 3. Número de publicaciones científicas sobre revalorización de subproductos alimentarios 
en el periodo de 1990-2020. Datos obtenidos del portal Web of Science con el término de 
búsqueda: food by-products valorization a fecha de 1º de noviembre del 2021. Número total de 
artículos: 1150. 

Una de las estrategias de reutilización de subproductos más utilizada hasta el 

momento es su uso como ingredientes de origen natural en la reformulación de 

alimentos, aprovechando sus potenciales efectos antioxidantes, texturizantes, 

prebióticos y/o antimicrobianos. La mayoría de las investigaciones están enfocadas 

a la mejora del perfil nutricional de ciertos alimentos, muchos de ellos productos 

fermentados, mediante la adición de subproductos de origen vegetal ricos en fibra 

dietética (García et al., 2002; Fernández-Ginés et al., 2004; Fernández-López et al., 
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2008; Sendra et al., 2008a; Sayas-Barberá et al., 2012; Yalinkiliç et al., 2012a; 

Sánchez-Zapata et al., 2013; Mendes et al., 2014; Mikami et al., 2020). En este 

campo, se han obtenido derivados cárnicos más saludables tras la adición de 

subproductos ricos en fibra. Por ejemplo, Fernández-Ginés et al. (2004), añadieron 

albedo de limón (i.e., la parte blanquecina de los cítricos que se encuentra bajo la 

piel, muy rica en fibra y compuestos bioactivos) en la elaboración de salchichas 

cocidas de Boloña, obteniendo una mejora significativa tanto desde el punto de 

vista nutricional (aumento del porcentaje de fibra) como tecnológico (reducción del 

nivel de nitritos residuales). Sánchez-Zapata et al. (2013), elaboraron chorizos con 

un alto contenido de fibra añadiendo a su formulación un subproducto resultante 

de la elaboración de horchata (restos de chufa ricos en fibra) sin comprometer el 

proceso de curado ni las propiedades físico-químicas. En ambos estudios, la 

reformulación de los derivados cárnicos con los subproductos no implicó cambios 

significativos en las propiedades sensoriales, siendo muy similares a los 

convencionales.  

Otra estrategia de revalorización es el uso de subproductos ricos en fibra en la 

sustitución de la fracción grasa de los alimentos. En este sentido, un estudio 

publicado en el año 2020 evaluó el uso de restos de limón procedentes de la 

elaboración de Limoncello en la formulación de derivados cárnicos fermentados 

crudos-curados (Salamis) bajos en grasa (Tremonte et al., 2020). Así, la adición de 

un 4% de este subproducto, junto con la acción de un cultivo iniciador 

específicamente seleccionado, permitió la obtención de derivados cárnicos 

fermentados nutricionalmente mejorados, con un 14% menos de grasa y presencia 

de fibra, y con características de textura y color similares al producto tradicional 

(Tremonte et al., 2020). En otro estudio similar también se demostró cómo la 

adición de un 1,5% de fibras procedentes de diferentes frutas y cereales en 

derivados cárnicos fermentados bajos en grasa (un 15% menos), tuvo un efecto 

positivo, no sólo en las características 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 mostró los mejores resultados (García et al., 2002).  
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Además de estas estrategias encaminadas a la mejora nutricional y sensorial de 

ciertos alimentos, también se ha planteado la reutilización de subproductos de la 

industria alimentaria desde la perspectiva de la seguridad alimentaria y de la salud 

por su papel como prebióticos. A continuación, se tratarán con más detalle estos 

dos enfoques de revalorización de subproductos aplicados a alimentos 

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

1.2.1. Estrategias de revalorización de subproductos para la mejora de la seguridad 
alimentaria de productos fermentados 
Además de las conocidas implicaciones nutricionales de la adición de fibra dietética 

a los alimentos, cada vez más se está investigando su efecto desde el punto de 

vista tecnológico y de seguridad alimentaria, especialmente en productos 

fermentados.  

El proceso de fermentación comporta una serie de modificaciones físico-químicas 

y bioquímicas que confieren al producto final las características organolépticas 

propias, además de aumentar su estabilidad. Concretamente, la fermentación 

láctica, que tiene lugar en la obtención de productos como los derivados cárnicos 

fermentados o los quesos, conlleva una acidificación (pH <5,2) del producto que 

favorece la selección de la propia microbiota fermentativa, es decir las BAL, 

inhibiendo a su vez el desarrollo de microorganismos alterantes y patógenos. En el 

ámbito de la elaboración industrial de este tipo de productos es habitual el uso de 

cultivos iniciadores o starters, que proporcionan una elevada carga inicial de BAL, 

que fácilmente dominará sobre la endógena, 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 reutilización de subproductos vegetales ricos en fibra como 

ingredientes en la formulación de productos fermentados podría estimular el 

crecimiento de BAL y/o ayudar a lograr una mayor disminución del pH. Ambos 

efectos son deseables en términos de seguridad alimentaria. Hasta el momento, 

pocos trabajos han considerado el impacto de la adición de subproductos de 



Introducción 

 21 

origen vegetal en alimentos fermentados en términos de seguridad alimentaria 

(Tabla 3).  

El trabajo de Sayas-Barberá et al. (2012), evaluó el efecto de la adición de un 1% 

de fibra de naranja, obtenida como residuo de la producción de zumos, en la 

seguridad y calidad de un derivado cárnico (Longaniza de Pascua) fermentado con 

la cepa probiótica 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 más rápida acidificación del producto en comparación con el control 

(sin la adición de fibra). Resultados muy similares se han obtenido también en el 

trabajo publicado recientemente por Mikami et al. (2020). En este estudio se evaluó 

el efecto en la seguridad microbiológica y la calidad sensorial de la suplementación 

con lías de sake (10%) en un derivado cárnico fermentado. Estas lías son un 

subproducto procedente de la elaboración de sake (i.e., bebida alcohólica 

japonesa obtenida a partir de la fermentación de arroz) compuesto, en gran parte, 

por S. cerevisiae (Kawamoto et al., 2011). La suplementación con este subproducto 

provocó un aumento tanto en los recuentos de BAL como de Staphylococcus 

respecto a los derivados cárnicos fermentados control. Asimismo, los valores de pH 

de los derivados cárnicos adicionados con lías de sake fueron significativamente 

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

Sin embargo, dos estudios que reformularon derivados cárnicos fermentados 

crudos-curados con la adición de un subproducto de la elaboración de zumo de 

naranja, únicamente vieron un efecto sobre la acidificación, con valores de pH más 

bajos en comparación con los derivados cárnicos control sin fibra (Fernández-López 

et al., 2008; Yalinkiliç et al., 2012a). De hecho, en el estudio de Yalinkiliç et al. 

(2012), el incremento observado en los recuentos medios de BAL debido a la 

presencia de fibra de naranja no puede considerarse microbiológicamente 

relevante. Otro trabajo más reciente también observó 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 limón, un subproducto de la elaboración de limoncello (Tremonte et 

al., 2020).  

Finalmente, Sánchez-Zapata et al. (2013), no observaron un efecto desde el punto 

de vista de la seguridad microbiológica tras la adición 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 fermentación, ni los valores de pH 

(Sánchez-Zapata et al., 2013).  

Además del potencial efecto promotor de la fermentación, otra estrategia de 

revalorización de subproductos desde el punto de vista de la seguridad alimentaria 

sería su impacto en el crecimiento de ciertas especies patógenas comúnmente 

transmitidas por los alimentos (i.e., Salmonella spp., Escherichia coli, 

Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes). Algunos estudios han 

demostrado el efecto protector de extractos fenólicos obtenidos de diferentes 

subproductos alimentarios frente a patógenos 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; Vázquez-Armenta et al., 2017; Vazquez-Armenta et al., 2018; 

Menchetti et al., 2020; Zokaityte et al., 2020). Sin embargo, la gran mayoría de 

trabajos que han demostrado el efecto antimicrobiano de los extractos fenólicos 

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 concentración mínima inhibitoria contra un patógeno específico varía 

dependiendo del tipo de polifenol o incluso de la cepa bacteriana (Taguri et al., 

2004). 
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Tabla 3. Estudios sobre la revalorización de subproductos vegetales para la mejora de la seguridad alimentaria de productos fermentados. 

Subproducto (% adicionado) Alimento reformulado  Efecto obtenido por la adición del subproducto Referencia 
Fibra de naranja obtenida de la 
producción industrial de zumo 
(1% y 2%) 

Derivado cárnico fermentado 
crudo-curado (Salchichón) 

• Sin efecto sobre BAL, pero sí en el crecimiento de 
Micrococcus 

• Mayor acidificación (2%) 
• Menor aw (2%) 
• Disminución del nivel de nitrito residual 

(Fernández-López 
et al., 2008) 

    

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

Derivado cárnico fermentado 
crudo-curado (Longaniza de 
Pascua) 

• Mayor crecimiento de BAL y Micrococcus 
• Menor crecimiento de enterobacterias  
• Mayor acidificación 
• Disminución del nivel de nitrito residual 

(Sayas-Barberá et 
al., 2012) 

    

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

Derivado cárnico fermentado 
crudo-curado (Sucuk) 

• Mayores recuentos de BAL (4%)  
• Menor crecimiento de Micrococcus/Staphylococcus 
• Mayor acidificación 
• Disminución del nivel de nitrito residual 

(Yalinkiliç et al., 
2012b) 

    

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

Derivado cárnico fermentado 
crudo-curado (Chorizo) 

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

(Sánchez-Zapata 
et al., 2013) 

    

Fibra del albedo de limón obtenido de la 
producción de Limoncello 
(4%) 

Derivado cárnico fermentado 
crudo-curado (Salami) 

• Sin efecto sobre BAL 
• Mayor acidificación 
• Mayor aw 

(Tremonte et al., 
2020) 

    

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

Bebida láctica fermentada  • Efecto antimicrobiano sobre 13 cepas de      
bacterias alterantes y/o patógenos 

(Zokaityte et al., 
2020) 

    

Lías obtenidas de la elaboración de Sake 
(bebida alcohólica fermentada de arroz 
japonés) 
(10%) 

Derivado cárnico fermentado 
crudo-curado 

• Mayores recuentos de BAL y Staphylococcus 
• Mayor acidificación 
• Disminución del nivel de nitrito residual 

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

Los subproductos de origen vegetal, fundamentalmente ricos en fibra alimentaria, 

parecen ejercer efectos moduladores positivos sobre la microbiota intestinal, lo 

que sugiere un efecto prebiótico (Borrelli et al., 2004; Piekarska-Radzik and 

Klewicka, 2021). De hecho, los prebióticos están 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 

población colónica representa un beneficio para la salud humana, interviniendo en 

procesos antiinflamatorios e inmunológicos, en la producción de compuestos que 

inhiben a potenciales patógenos, y en el aporte de vitaminas y enzimas activas que 

ayudan al aprovechamiento de nutrientes. Numerosos estudios demuestran que la 

ingesta de prebióticos puede reducir el riesgo de padecer ciertas enfermedades, 

como el síndrome 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 tenían como objetivo la 

revalorización de subproductos vegetales por su potencial papel prebiótico. Estos 

trabajos se han realizado mediante ensayos in vitro con cepas probióticas 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 limón, el 

bagazo de remolacha, manzana o jabuticaba, las semillas de castaña o la harina de 

frutas y verduras (Sendra et al., 2008a; Jiménez-Zamora et al., 2015a; Albuquerque 

et al., 2017; Gómez et al., 2019a; Przyborska et al., 2019a; Lacerda Massa et al., 

2020a; Mateos-Aparicio et al., 2020; Silva de Andrade et al., 2020). La Tabla 4 

resume los diferentes estudios que evalúan el potencial efecto prebiótico de 

algunos subproductos alimentarios de origen vegetal. Por ejemplo, el trabajo 

publicado por Silva de Andrade et al. (2020), demostró la viabilidad de utilizar 

harina hecha a base de subproductos de frutas y verduras obtenidas de la 
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producción de bebidas isotónicas, como posible fuente prebiótica sostenible. En 

un primer ensayo in vitro con varias cepas probióticas pertenecientes a los géneros 

Lactobacillus y Bifidobacterium se observó un aumento en el crecimiento 

bacteriano en presencia del subproducto vegetal, en comparación con un control 

no suplementado. Posteriormente, cuando este subproducto de frutas y verduras 

se ensayó sobre la microbiota fecal obtenida de cinco donantes, los autores 

reportaron un efecto prebiótico sobre Lactobacillus y Bifidobacterium igual o 

superior al que ejercieron los fructo-oligosacáridos (FOS), un compuesto 

comúnmente reconocido por su efecto prebiótico (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 transformación industrial, lo que genera 

un subproducto formado por piel y la semillas. Recientemente, Lacerda Massa et 

al. (2020), evaluaron el efecto prebiótico de este subproducto, en comparación con 

FOS, en cepas probióticas de los géneros Lactobacillus y Bifidobacterium. Los 

recuentos celulares de las cepas probióticas fueron similares tanto en medio con 

Jabuticaba o FOS. Además, la presencia de Jabuticaba en el medio de cultivo de 

los probióticos dio lugar a una disminución del pH, un aumento de la producción 

de ácido láctico y de ácidos grasos de cadena corta (AGCC) (Lacerda Massa et al., 

2020b). 

Además de los estudios que han evaluado el efecto prebiótico 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), evaluó 

el efecto prebiótico de una fibra de cítricos obtenida como subproducto de la 

elaboración de zumo en el crecimiento de bacterias probióticas en leche 

fermentada. Este subproducto fue capaz de potenciar el crecimiento y 

supervivencia de las cepas probióticas añadidas (Lactobacillus acidophilus 

CECT903 y Lacticaseibacillus casei CECT 475), mostrando a la vez una buena 

aceptación sensorial del producto (Sendra et al., 2008a). Otro estudio realizado por 

Albuquerque et al. (2017), evaluó el efecto prebiótico en el crecimiento de 

bacterias probióticas de un subproducto de la fruta de la pasión en una bebida de 

soja fermentada. La adición de este subproducto derivó en recuentos más altos de 
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las cepas probióticas del género Lactobacillus y en una mayor acidificación del 

producto. Sin embargo, no se vio ningún efecto prebiótico sobre las cepas de 

Streptococcus (Albuquerque et al., 2017). 
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Tabla 4. Resumen de los artículos científicos que evalúan el efecto prebiótico de los subproductos alimentarios. 

Subproducto 
(% adicionado) 

Diseño del estudio para evaluar el efecto 
prebiótico  

Efecto obtenido por la adición del 
subproducto 

Referencia 

Fibra de limón y naranja 
obtenida de la producción 
de zumo 
(1%) 

Ensayo in vitro y en leche fermentada en el crecimiento 
de las cepas probióticas B. bifidum CECT 870, 
L. casei CECT 475 y L. acidophilus CECT 903 

• En el ensayo in vitro, mayor supervivencia de 
todas las cepas probióticas, especialmente en 
el caso de la fibra de naranja 

• En la leche fermentada, mayor crecimiento y 
supervivencia de todas las cepas probióticas 

• Mayor acidificación de la leche fermentada  

(Sendra et al., 
2008b) 

    

Cascarilla (endocarpio) del 
grano de café obtenida 
después del tueste y, granos 
de café molidos obtenidos 
después de su infusión  
(1%) 

Ensayo in vitro en el crecimiento de la microbiota 
intestinal de 3 pacientes sanos 

• Capacidad de crecimiento de los géneros 
Lactobacillus spp. y Bifidobacterium de la 
microbiota al añadir el subproducto como 
única fuente de carbono 

(Jiménez-Zamora 
et al., 2015b) 

    

Subproducto obtenido del 
procesamiento de fruta de 
la pasión 
(1%) 

Ensayo en bebida fermentada de soja en el crecimiento 
de las cepas probióticas Streptococcus thermophilus 
TH-4, L. acidophilus LA-5, L. rhamnosus LGG, 
L. fermentum PCC, L. reuteri RC-14 

• Mayor crecimiento únicamente de las cepas 
probióticas de Lactobacillus 

• Mayor acidificación de la bebida de soja 
fermentada con cepas probióticas de 
Lactobacillus 

(Albuquerque et 
al., 2017) 

    

Semilla del castaño de 
indias obtenido de la 
fabricación de 
complementos alimenticios 
(1%) 

Ensayo in vitro en el crecimiento de las cepas 
probióticas L. rhamnosus ATCC 7469, 
L. acidophilus ATCC 4356, L. casei ATCC 393, 
Latilactobacillus plantarum subsp. plantarum ATCC801,
Limosilactobacillus fermentum ATCC9338, 
Bifidobacterium breve ATCC15698, 
Bifidobacterium angulatum DSM20098, 
Bifidobacterium infantis DSM20088 y 
Bifidobacterium longum DSM20219 

• Capacidad de crecimiento de los probióticos 
en presencia del subproducto como única 
fuente de carbono 

• Capacidad de producir ácido láctico y ácido 
acético 

(Przyborska et al., 
2019b) 

Continúa 
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Subproducto 
(% adicionado) 

Diseño del estudio para evaluar el efecto 
prebiótico  

Efecto obtenido por la adición del 
subproducto 

Referencia 

Oligosacáridos obtenidos 
de la remolacha procedente 
de la producción de azúcar 
y, oligosacáridos obtenidos 
de piel de limón procedente 
de la producción de zumo 
(1%) 

Ensayo in vitro en el crecimiento de las cepas 
probióticas L. plantarum IFPL935, L. rhamnosus GG, 
L. casei IFPL710, Limosilactobacillus reuteri DSM17938, 
Levilactobacillus brevis IFPL737, B. lactis BB12, 
B. breve 26M2 

• Capacidad de crecimiento de todos los 
probióticos en presencia del subproducto de 
la remolacha como única fuente de carbono. 

• Capacidad de crecimiento limitada o nula de 
algunos probióticos (L. reuteri DSM17938, 
L. rhamnosus GG) en presencia del 
subproducto del limón como única fuente de 
carbono. 

(Gómez et al., 
2019b) 

    

Bagazo de manzana (piel, 
pulpa, semillas, tallos) 
obtenido de la producción 
de zumo, sidra y vinagre 
(5%) 

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

• Mayor producción AGCC por parte de la cepa 
probiótica 

(Mateos-Aparicio 
et al., 2020) 

    

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

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

• Capacidad de crecimiento de los probióticos 
en presencia del subproducto como única 
fuente de carbono 

• Capacidad de producir AGCC por parte de los 
probióticos 

(Lacerda Massa et 
al., 2020b) 

    

Harina de frutas y verduras 
obtenidas de la producción 
de bebidas isotónicas 
(2% y 3%) 

Ensayo in vitro en el crecimiento de las cepas 
probióticas Lacticaseibacillus rhamnosus R11, 
Lacticaseibacillus casei 01, 
Lactobacillus acidophilus LA-5, 
Bifidobacterium animalis spp. lactis BB12 y sobre la 
microbiota intestinal de 5 donantes sanos 

• Mayor crecimiento de las 4 cepas probióticas 
en presencia de 3% de subproducto 

• Mayor acidificación 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 producción de AGCC por parte de la 
microbiota intestinal con un 2% de 
subproducto 

(Silva de Andrade 
et al., 2020) 

AGCC: Ácidos grasos de cadena corta  
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2. INTERÉS Y OBJETIVOS 

En la industria vitivinícola 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 lías, que representan un 14% del total del residuo enológico 

generado (Giacobbo et al., 2019), aunque se ha estimado que la cantidad de lías 

producidas puede llegar a suponer hasta un 25% (Lavelli et al., 2016). Desde el 

enfoque de la economía circular, estos subproductos de la industria vitivinícola 

podrían ser reciclados, reutilizados o recuperados, mejorando así la sostenibilidad 

económica y medioambiental de las actividades enológicas. Sin embargo, a pesar 

del gran volumen de lías 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, ácidos orgánicos), hasta el momento han recibido poca 

atención y son muy escasas las estrategias para su revalorización, especialmente 

para las lías procedentes de la elaboración de cava.  

En la actualidad, las lías se utilizan principalmente para la obtención de etanol y 

ácido tartárico, o bien como compost o para suplementar el pienso animal. Sin 

embargo, estas aplicaciones son más una manera de reducir costos de eliminación 

que una verdadera estrategia de revalorización. El Reglamento (CE) no 479/2008, 

por el que se establece la organización común del mercado vitivinícola, contempla 

la obtención de etanol a partir de la destilación de las lías del vino, rico en 

compuestos aromáticos y utilizado normalmente en la producción de bebidas 

espirituosas (Bustos et al., 2004b). Una vez las lías han sido destiladas, se pueden 

utilizar para la obtención de ácido tartárico, el ácido más abundante en las uvas y 

en el vino. El ácido tartárico es un acidificante utilizado para diferentes aplicaciones, 

no sólo en la producción de alimentos y bebidas, sino también en la industria 

farmacéutica, cosmética y química (Quitmann et al., 2014). Además, tanto la 

destilación como la obtención de ácido tartárico permiten reducir la cantidad de 

materia orgánica del residuo sólido y, por lo tanto, la demanda de oxígeno de este 
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subproducto, mejorando así el impacto ambiental ligado a su gestión y eliminación 

(de Iseppi et al., 2020).  

Otra estrategia que se ha planteado es el uso de las lías del vino como ingrediente 

para la producción de medios de cultivo microbiano, aunque todavía se encuentra 

en un estado de investigación preliminar. Los estudios desarrollados hasta el 

momento han demostrado que la adición de lías 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 económicamente más 

rentable (Bustos et al., 2004c, 2004a; Salgado et al., 2009). Finalmente, también 

existen algunos estudios que proponen la posibilidad de obtener compuestos 

fenólicos a partir de las lías para su futurible reutilización como ingredientes 

biofuncionales  (Jara-Palacios, 2019a). 

En el contexto actual en el que las lías del cava son un subproducto de la industria 

vitivinícola con poco valor añadido y generado en gran volumen, alrededor de 200 

toneladas en el último año, esta tesis doctoral plantea como objetivo general 

estudiar una nueva estrategia de revalorización de las lías del cava, tanto como 

ingrediente con una aplicación en seguridad alimentaria como por su carácter 

prebiótico. 

La adición de lías del cava en la formulación de ciertos alimentos fermentados 

podría tener un impacto positivo desde el punto de vista de la seguridad 

alimentaria. Su composición rica en ß-glucanos y MOS podría dar lugar a una mejor 

implantación de las bacterias responsables de la fermentación y un mayor y más 

rápido descenso del pH que, en último término, reduciría el riesgo de desarrollo 

de posibles microorganismos patógenos. Asimismo, otros compuestos presentes 

en las lías podrían también ejercer un efecto antimicrobiano. El uso de este 

subproducto podría suponer, además, una reducción en la formación de 

metabolitos microbianos indeseables, como ciertas aminas biógenas. 

Por otra parte, la fibra soluble de la pared celular de las lías del cava podría 

favorecer el crecimiento selectivo de bacterias probióticas, promoviendo así una 

mejora de la microbiota intestinal y, por extensión, de la salud humana. El potencial 
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rol prebiótico de las lías del cava permitiría dar una nueva salida a este subproducto 

en el ámbito de los complementos alimentarios.  

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

de las lías del cava desde estas perspectivas de revalorización.  

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

específicos:  

Objetivo 1. Evaluar el efecto promotor de las lías del cava en el crecimiento de 

diferentes especies de BAL comúnmente utilizadas como cultivos iniciadores, tanto 

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

Objetivo 2. Estudiar y comparar el efecto antimicrobiano de las lías del cava y de 

su extracto fenólico frente a bacterias patógenas de origen alimentario en 

derivados cárnicos fermentados (Publicación 2). 

Objetivo 3. Estudiar si la adición de lías del cava o de su extracto fenólico puede 

reducir la formación de aminas biógenas en derivados cárnicos fermentados 

(Publicación 3). 

Objetivo 4. Evaluar in vitro el efecto prebiótico de las lías del cava en el crecimiento 

de bacterias probióticas (publicación 1). 
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3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Esta sección se organiza en función de los diferentes objetivos específicos 

planteados, presentando los principales resultados obtenidos y su discusión de 

manera conjunta. Cada apartado incluye también un breve planteamiento del 

estudio, así como un resumen del diseño experimental utilizado. Los resultados de 

la tesis doctoral se encuentran recogidos en tres artículos científicos. 
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3.1 Evaluación del efecto promotor de las lías del cava en el crecimiento de diferentes 
especies de BAL comúnmente utilizadas como cultivos iniciadores, tanto en modelos in vitro 
como en derivados cárnicos fermentados. 
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Luz Latorre-Moratalla, M. Carmen Vidal-Carou 
Foods, 2021, 10(7), 1636. 

Índice de impacto (SJR 2020): 0,774 
Posición en el área de conocimiento “Food Science”: Q1 (73/332) 
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Revalorization of Cava Lees to Improve the Safety of Fermented Sausages. 
 

Salvador Hernández-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. 
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España en Calidad y Seguridad Alimentaria (ACOFESAL), 2019, Barcelona. 
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PLANTEAMIENTO Y OBJETIVOS 

Los derivados cárnicos fermentados crudos-curados son productos elaborados con 

una mezcla de carne y grasa picadas (generalmente de cerdo), sal, agentes de 

curado (nitrato y nitrito), azúcares, especias y aditivos alimentarios que, 

debidamente embutidos en tripas naturales o artificiales, se someten a un proceso 

de fermentación/curado y, eventualmente, ahumado (Ordoñez and de la Hoz, 

2001). En estas etapas del proceso se establecen las modificaciones fisicoquímicas 

y bioquímicas que conferirán al producto las características organolépticas propias, 

además de aumentar su estabilidad. 

La microbiota típica de los derivado cárnicos fermentados está constituida 

mayoritariamente por BAL, con recuentos finales de 107 – 109 UFC/g (Erkkilä et al., 

2001; Benito et al., 2007). Las especies mayoritarias aisladas en derivados cárnicos 

fermentados son Latilactobacillus sakei (anteriormente llamado Lactobacillus sakei), 

Latilactobacillus curvatus (anteriormente llamado Lactobacillus curvatus) y 

Lactiplantibacillus plantarum subsp. plantarum (anteriormente llamado 

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 sí sola una adecuada fermentación, pues la adición de sal 

(con la consecuente disminución de la aw) y azúcares (como sustrato energético) 
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favorecen selectivamente su desarrollo. En el ámbito de la elaboración industrial 

de los derivados cárnicos fermentados crudos-curados es habitual el uso de cultivos 

iniciadores compuestos por cepas bacterianas debidamente seleccionadas por sus 

adecuadas características fermentativas (Ammor et al., 2005). Estos cultivos 

proporcionan a la masa cárnica inicial una elevada carga microbiana que dominará 

sobre la microbiota endógena, permitiendo que la fermentación se lleve a cabo de 

una manera más controlada, estandarizando así la calidad del proceso y reduciendo 

el peligro de que se produzcan deficiencias por microorganismos alterantes o 

patógenos (Cocconcelli and Fontana, 2014). 

Teniendo en cuenta que las lías del cava son ricas en fibras, principalmente 

ß-glucanos y MOS, éstas podrían tener una aplicación como promotoras del 

crecimiento de BAL, con un potencial impacto positivo en la seguridad de los 

derivados cárnicos fermentados. De confirmarse, ésta podría ser una estrategia 

novedosa para la revalorización de este subproducto enológico en línea con las 

iniciativas actuales de la economía circular. Hasta la fecha, las lías del cava no se 

han estudiado desde esta perspectiva. Por tanto, el objetivo de este estudio fue 

evaluar in vitro y en derivados cárnicos fermentados el efecto promotor de las lías 

del cava en el crecimiento de diferentes cepas de especies de BAL comúnmente 

utilizadas como cultivos iniciadores en la elaboración de derivados cárnicos 

fermentados crudos-curados. 

DISEÑO EXPERIMENTAL 
 
Obtención de las lías del cava 

Las lías del cava fueron cedidas por la bodega Freixenet S.A. (Sant Sadurní d’Anoia, 

España). Para eliminar el cava remanente, las lías húmedas se centrifugaron a 

10.000 rpm durante 10 min a 4 °C. Posteriormente, las lías se congelaron (–80 °C), 

liofilizaron (Cryodos-50, Telstar, Terrassa, España), molieron y conservaron en tubos 

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

Con el objetivo de seleccionar la concentración más eficaz de lías del cava, se 

evaluó el efecto promotor del crecimiento de diferentes proporciones de lías (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. 

 

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

Screening del efecto de las lías 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 tecnológico 

(cultivos iniciadores), todas ellas incluidas en la lista de microorganismos con 

estatus de presunción cualificada de seguridad (QPS, por sus siglas en inglés) (Tabla 

5). Para cada una de las cepas, se evaluó el efecto de la adición de un 5% de lías 

(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 evolución del pH del 

medio de cultivo se determinó a lo largo del ensayo. Debido a la acidez conferida 

Lías del cava

Centrifugación 
(10.000 rpm, 10 min, 4 ∘C)

Congelación (–80 ∘C), liofilización 
y molienda

Adición de 
≠ proporciones (0%–5%)

Cultivo overnight
en medio MRS

Subcultivo de 100!L en medio 
MRS bajo condiciones aeróbicas

Recuentos microbianos en placa 
en diferentes intervalos de 

incubación (0–72h)

Cepas de BAL
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por las lías, el valor del pH del medio de cultivo suplementado con las lías se ajustó 

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 lías del cava. 

Especie Cepa Temperatura 
óptima de 
crecimiento 

Fuente (Colección) Crecimiento 
promovido por 
las lías del cava 

Latilactobacillus sakei BAP101 30 °C Grupo de investigación Sí 
 

BAP102 
 

 Sí 
 

BAP110 
 

 Sí 
 

BAP111 
 

 Sí 
 

BAP115 
 

 Sí 
 

CTC494 
 

IRTA1 Sí 
 

SM181 
 

CHR Hansen® No 
 

FSC111 
 

 No 

Latilactobacillus curvatus BAP201 30 °C Grupo de investigación Sí 
 

BAP202 
 

 Sí 
1Instituto de Investigación y Tecnología Agroalimentarias. 

Evaluación del efecto promotor de las lías del cava en el crecimiento de BAL en 
derivados cárnicos fermentados 

A. Elaboración de los derivados cárnicos fermentados 
La masa cárnica se preparó a escala piloto mezclando carne magra de cerdo picada 

y grasa (8:2) molida a través de una placa de 6 mm e inoculándola 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 mezcló 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 añadió 

un 5% (p/p) de lías 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 plásticas permeables Tublin10 (Tub-Ex, Tass, 

Dinamarca) mediante envasado al vacío y se sometieron a un proceso de 

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

Lote Ingrediente Cepa de cultivo iniciador 
C1 - - 

L1 Lías del cava - 

C1+CTC494 - L. sakei CTC4941 

L1+CTC494 Lías del cava L. sakei CTC494 
1Productor de la bacteriocina sakacina K (Garriga et al., 2002) 

 

B. Análisis microbiológicos y fisicoquímicos 
Para los análisis microbiológicos se diluyeron 15 g de cada masa cárnica en solución 

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 

solución salina. Los recuentos de BAL se realizaron en placas de agar MRS a 30 °C 

durante 72 h en anaerobiosis. El pH se midió con un electrodo de punción 5232 

(Crison Instruments S.A., Alella, España) y un pHmetro portátil PH25 (Crison 

Instruments S.A., Alella, España) y la aw con un dispositivo Aqualab 3TE (Decagon 

Devices, Inc. Pullman, Washington, EE. UU.). Los análisis se realizaron por duplicado 

a lo largo del proceso de fermentación y maduración (0, 2, 8, 14 y 21 días). 

Análisis Estadístico 

El efecto promotor del crecimiento de diferentes cantidades de lías se evaluó 

mediante un ANOVA y pruebas post-hoc de Tukey (IBM SPSS Statistics 23.0). 

Además, para evaluar el efecto del 5% de lías en el crecimiento de las diferentes 

cepas ensayadas y sobre el pH del medio se aplicó la prueba t de Student. Las 

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

Para determinar las diferencias estadísticas en los recuentos bacterianos, pH y aw 

de los derivados cárnicos se realizó un ANOVA de una vía y la prueba post-hoc de 

Tukey HSD utilizando el “Tiempo” como factor fijo (software JMP). 
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Efecto de diferentes cantidades de lías del cava en el crecimiento de cepas de BAL 

La suplementación del medio de cultivo con lías del cava resultó en una mayor 

concentración de células viables de las diferentes cepas de BAL en comparación 

con el medio control (sin lías). En general, el efecto de las lías fue diferente en 

función 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 lías del cava, aunque éstos solo 

fueron estadísticamente 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 lías fueron ya 

estadísticamente 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 lías ensayadas. Además, cabe destacar que el efecto de las lías del cava fue 

diferente en función de la cantidad utilizada, siendo el 2% y el 5% los porcentajes 

que provocaron un efecto más 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 

observó ningún efecto hasta las 48 h de incubación (p <0,05). En este punto, los 

mayores recuentos de L. plantarum también se obtuvieron con la adición de un 2% 

y 5% de lías.  

En definitiva, de todas las proporciones de lías del cava evaluadas, la adición de un 

5% resultó ser la más efectiva en todas las cepas ensayadas. Esto se tradujo en 

concentraciones de BAL de entre 0,6 y 1,3 log10 más altas que en los cultivos sin 

lías, tanto a las 24 h como a las 48 h de incubación. En la literatura científica, 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; Matoušková et al., 2016; Gómez 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 oligosacáridos 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. Concentración microbiana de 6 cepas de BAL en medio de cultivo sin (control) y con 
diferentes cantidades de lías del cava después de 6 h (A), 24 h (B) y 48 h (C) de incubación. Los 
resultados corresponden al promedio y desviación estándar (barras) de tres experimentos 
independientes. Las diferentes letras minúsculas denotan diferencias estadísticamente 
significativas (p <0,05) entre las cantidades de lías del cava añadidas. 

6

7

8

9

10

L. sakei CTC
494

L. sakei BAP
111

L. plantarum
CECT 4180

L. plantarum
CECT 220

L. curvatus BAP
202

L. casei BAP
341

LO
G 

CF
U/

m
L

Control 0.5% 1% 2% 5%

6

7

8

9

10

L. sakei CTC
494

L. sakei BAP
111

L. plantarum
CECT 4180

L. plantarum
CECT 220

L. curvatus BAP
202

L. casei BAP
341

LO
G 

CF
U/

m
L

Control 0.5% 1% 2% 5%

6

7

8

9

10

L. sakei
CTC 494

L. sakei  BAP
111

L. plantarum
CECT 4180

L. plantarum
CECT 220

L. curvatus BAP
202

L. casei BAP
341

LO
G 

CF
U/

m
L

Control 0.5% 1% 2% 5%

a

b
b b b

a a a

a

a
b

a a a
a a

a a a
a a a

a a
a

a a a a
a

(A) 

a
b b

c
b

a

b b c c

a
a a

a a

a a
a a a

a
b b

c
c

a

b b
bc c

(B) 

c

a
aa

b
a

b
b b

b

a

bb
c

d

a aa

cb

a

bbbb

a a

bb
b

L. sakei
CTC494

L. sakei
BAP111

L. plantarum
CECT4180

L. plantarum
CECT220

L. curvatus
BAP202

L. casei
BAP341

(C) 

6

7

8

9

10

L. sakei CTC
494

L. sakei BAP
111

L. plantarum
CECT 4180

L. plantarum
CECT 220

L. curvatus BAP
202

L. casei BAP
341

LO
G 

CF
U/

m
L

Control 0,5% 1% 2% 5%

L. sakei
CTC494

L. sakei
BAP111

L. plantarum
CECT4180

L. plantarum
CECT220

L. curvatus
BAP202

L. casei
BAP341

L. sakei
CTC494

L. sakei
BAP111

L. plantarum
CECT4180

L. plantarum
CECT220

L. curvatus
BAP202

L. casei
BAP341

lo
g 1

0
UF

C/
m
L

lo
g 1

0
UF

C/
m
L

lo
g 1

0
UF

C/
m
L



Resultados y Discusión 

 46 

Screening del efecto de las lías 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 adición de un 

5% (p/v) de lías del cava, en términos de crecimiento. En ocho de las diez cepas 

ensayadas se observó un recuento microbiano significativamente mayor (p <0,05) 

debido a la presencia de lías del cava, aunque este efecto varió en función de la 

cepa considerada (Figura 6). Las únicas 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 CTC494), la adición de un 5% de lías del cava provocó una mayor tasa de 

crecimiento en comparación con el control durante la fase de crecimiento 

exponencial. Así, las diferencias en la densidad de población al final de la fase 

exponencial fueron de 0,7 a 1,1 log10 con respecto al control (p <0,05). En general, 

estos recuentos más altos se mantuvieron hasta el final del periodo de incubación 

(72 horas). Por otro lado, el mayor crecimiento bacteriano de las cepas de L. sakei 

en presencia de lías también dio lugar a una mayor disminución del pH del medio 

en todas las cepas (Figura 6). El aumento de la acidez del medio de cultivo fue 

significativamente mayor y más rápido 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 lías 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 observó un aumento significativo del 

crecimiento en comparación con el control (p <0,05). L. curvatus BAP202, cuya tasa 

de crecimiento no se vio afectada durante las primeras horas de incubación, 

alcanzó una mayor densidad de población con respecto al control, con diferencias 

en la concentración de hasta 1,5 log10 y un pH 0,7 puntos menor. En el caso de 

L. curvatus BAP201, a pesar de que se observó un mayor crecimiento en presencia 

de lías del cava, el nivel de acidificación del medio fue muy similar con o sin la 

adición de lías. 

Estos resultados se han obtenido tras la adición de un 5% de lías, por lo que 

proporciones más altas de este subproducto podrían 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.    

 

Figura 6. Cinética de crecimiento y evolución del pH de las cepas de BAL utilizadas como cultivos 
iniciadores cultivadas sin (control) y con 5% de lías del cava. Se muestra la media y la desviación 
estándar de tres experimentos independientes. Los resultados corresponden al promedio y 
desviación estándar (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 lácteos y cárnicos fermentados crudos-curados (Fernández-López et al., 

2008; Sendra et al., 2008a; Sánchez-Zapata et al., 2013; Mendes et al., 2014). Sin 

embargo, todavía son pocos los datos disponibles sobre el efecto de la aplicación 

de subproductos en la seguridad microbiológica de alimentos fermentados, y 

ninguno in vitro (Sayas-Barberá et al., 2012; Mikami et al., 2020). Sayas-Barberá et 

al. (2012) demostraron un efecto positivo en la seguridad alimentaria de derivados 

cárnicos fermentados crudos-curados tras la adición de un 1% de un subproducto 

rico en fibra, obtenido a partir de la producción de zumo de naranja, combinado 

con la cepa probiótica L. casei CTC475. La suplementación con este subproducto 

cítrico promovió el crecimiento y la supervivencia de las BAL, resultando en una 

mayor acidificación de los derivados cárnicos sin afectar negativamente sus 

propiedades sensoriales. Más recientemente, también se evaluó el efecto de las 

lías del sake (i.e., el subproducto obtenido del proceso de elaboración de la bebida 

japonesa de arroz fermentado) en derivados fermentados crudos-curados, 

observando un mayor recuento de BAL y valores de pH más bajos durante el 

periodo de curado (Mikami et al., 2020). 

Evaluación del efecto promotor de las lías del cava en el crecimiento de BAL en 
derivados cárnicos fermentados 

Se estudiaron diferentes lotes de derivados cárnicos fermentados 

espontáneamente o inoculados con el cultivo iniciador L. sakei CTC494 sin y con la 

adición del 5% de lías del cava. 

En primer lugar, se caracterizaron diferentes parámetros fisicoquímicos (pH y aw) de 

los diferentes lotes de derivados cárnicos fermentados. Los derivados cárnicos 

suplementados con un 5% (p/p) de lías presentaron valores iniciales de pH más 

bajos que los lotes no suplementados, debido a la acidez de este subproducto 

vitivinícola (pH 3,2 ± 0,02) (Tabla 7). Durante la fermentación, el pH de los derivados 

cárnicos fermentados inoculados con el cultivo iniciador descendió 

significativamente hasta valores <5,3 (p <0,05), mientras que en aquellos productos 

fermentados espontáneamente tuvo lugar una acidificación más lenta y leve (L1 y 
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C1) como consecuencia de los bajos niveles iniciales de BAL (Figura 7). Durante el 

proceso de maduración de todos los lotes, se observó un aumento de los valores 

de pH que se explica por la formación de compuestos alcalinos durante la 

proteólisis (Bover-Cid et al., 1999). En todos los casos, la presencia de lías se asoció 

a valores de pH más bajos. La diferencia de los valores de pH en los derivados 

cárnicos fermentados espontáneamente con y sin lías (L1 y C1, respectivamente) 

osciló entre 0,46, en el tiempo cero, y 0,85 al final del curado. Además, también se 

observó un efecto sinérgico cuando se combinaron lías 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 lías del cava ni cultivo iniciador). Este efecto de la 

adición de subproductos vegetales sobre los valores del pH de derivados cárnicos 

fermentados también ha sido reportado por otros autores, principalmente con 

subproductos cítricos debido a su acidez intrínseca (Fernández-López et al., 2007; 

Yalinkiliç et al., 2012a; Tremonte et al., 2020).  

Tabla 7. Valores de pH y aw (media ± desviación estándar) durante la fermentación y curado de 
los derivados cárnicos. Los lotes incluían derivados cárnicos crudos-curados fermentados 
espontáneamente sin (C1) o con (L1) lías del cava, o fermentados con el cultivo iniciador 
L. sakei CTC494 sin (C1+CTC494) y con (L1+CTC494) lías. 

  Lote    
 Día C1 L1 C1+CTC494 L1+CTC494 

pH 0 5,67 ± 0,01a 5,20 ± 0,14b 5,66 ± 0,02a 5,22 ± 0,09b 
 2 5,74 ± 0,01a 5,43 ± 0,04b 5,07 ± 0,01c 4,89 ± 0,01d 
 4 5,62 ± 0,02a 5,39 ± 0,01b 4,93 ± 0,01c 4,76 ± 0,01d 
 8 5,44 ± 0,02a 5,35 ± 0,01b 5,01 ± 0,02c 4,80 ± 0,01d 
 14 5,36 ± 0,05a 5,18 ± 0,03ab 5,40 ± 0,15a 4,91 ± 0,00b 
 21 6,26 ± 0,38a 5,41 ± 0,05b 5,28 ± 0,05b 5,03 ± 0,05b 
aw 0 0,973 ± 0,001a 0,972 ± 0,000a 0,973 ± 0,000a 0,972 ± 0,001a 
 2 0,972 ± 0,000a 0,971 ± 0,000a 0,972 ± 0,000a 0,972 ± 0,000a 
 4 0,974 ± 0,000a 0,972 ± 0,000a 0,969 ± 0,000a 0,970 ± 0,000a 
 8 0,969 ± 0,000a 0,969 ± 0,000a 0,967 ± 0,000b 0,964 ± 0,000c 
 14 0,963 ± 0,000a 0,964 ± 0,000b 0,965 ± 0,000ab 0,960 ± 0,000c 
 21 0,960 ± 0,000b 0,966 ± 0,000a 0,962 ± 0,000ab 0,961 ± 0,000b 
Los valores son la media ± desviación estándar de los triplicados. 
Para cada día de muestreo, las diferencias significativas entre lotes se indican con letras de 
superíndice diferentes (p <0,05). 

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

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

por la inoculación del cultivo iniciador ni por la adición de lías del cava (p >0,05). 

La Figura 7 muestra el crecimiento de las BAL en los diferentes lotes de derivados 

cárnicos a lo largo del proceso de fermentación y curado. Los lotes formulados con 

el cultivo iniciador (C1+CTC494 y L1+CTC494) mostraron los recuentos de BAL 

más elevados, que fueron de 5,9 log10 UFC/g al inicio y superiores a los 9 log10 

UFC/g a partir del día 8 de curado. En el caso de los niveles de BAL en los derivados 

cárnicos fermentados elaborados sin cultivo iniciador (C1 y L1), estos fueron 

inicialmente de ca. 1,2 log10 UFC/g y alcanzaron los 8,3 log10 UFC/g al octavo día 

de elaboración. Durante el proceso de maduración, estos niveles se mantuvieron 

siempre ligeramente inferiores respecto a los de los derivados cárnicos 

fermentados elaborados con un cultivo iniciador. 

 

Figura 7. Crecimiento de BAL en derivados cárnicos crudos-curados fermentados 
espontáneamente sin (C1) o con (L1) la adición de 5% de lías del cava o fermentados con el cultivo 
iniciador L. sakei CTC494 sin (C1+CTC494) o con (L1+CTC494) 5% de lías. 

Con el actual diseño de estudio y la composición de la matriz cárnica, la adición de 

las lías del cava no promovió el crecimiento de BAL en comparación con los lotes 

control, tanto en el caso de la fermentación espontánea 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. Así, en el ensayo 

in vitro, la suplementación del medio de cultivo con la misma cantidad de lías del 

cava (5%) resultó en recuentos significativamente mayores de BAL en comparación 

con un medio control (sin lías). Concretamente, en el caso de L. sakei CTC494, la 

densidad poblacional máxima fue de 0,8 unidades logarítmicas mayor con lías que 

sin lías. La menor cantidad de sustrato fácilmente fermentable en la formulación de 

los derivados cárnicos fermentados (i.e., 0,7% de dextrosa) en comparación con los 

medios de cultivo in vitro (i.e., caldo MRS con 2% de dextrosa) no favoreció el uso 

de la fibra de lías 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 promoción del crecimiento de cepas 

específicas de BAL mediante estudios in vitro (Yang et al., 2011; Gómez et al., 

2019a), varios trabajos que evaluaron este mismo efecto en derivados cárnicos 

fermentados crudos-curados no reportaron ningún efecto positivo sobre las BAL 

tras la adición de subproductos de limón, naranja, chufa, melocotón o manzana 

(García et al., 2002; Fernández-López et al., 2008; Sánchez-Zapata et al., 2013; 

Tremonte et al., 2020). Sin embargo, Yalinkiliç et al. (2012) sí que obtuvieron 

mayores recuentos de BAL en derivados cárnicos fermentados con un 4% de fibra 

de naranja en comparación con el control sin fibra añadida, aunque la diferencia en 

los recuentos medios fue muy baja (0,24 unidades log10). 
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3.2 Estudio del efecto antimicrobiano de las lías del cava y de su extracto fenólico frente a 
bacterias patógenas de origen alimentario en derivados cárnicos fermentados. 

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

Salvador Hernández-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. 

Índice de impacto (SJR 2020): 0,774 
Posición en el área de conocimiento “Food Science”: Q1 (73/332) 

COMUNICACIÓN ORAL 
Salvador Hernández-Macias, Nuria Ferrer-Bustins, Oriol Comas-Basté, Anna Jofré, 
M. Luz Latorre-Moratalla, Sara Bover-Cid, M. Carmen Vidal-Carou. Revalorización 
de las lías del cava para mejorar la seguridad de derivados cárnicos fermentados: 
Una estrategia hacia un futuro más sostenible. Reunión Anual de la Sociedad 
Española de Seguridad Alimentaria, 2021, En línea. 

PLANTEAMIENTO Y OBJETIVO 

En los últimos años se ha planteado una estrategia de revalorización consistente en 

el uso de compuestos fenólicos de subproductos vegetales como antioxidantes 

naturales o por su efecto antimicrobiano en la formulación de diferentes productos 

alimenticios (van Ba et al., 2017). De hecho, se ha comprobado que ciertos 

compuestos fenólicos ayudan a reducir el crecimiento de algunas de las bacterias 

patógenas más comúnmente 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 elaboración del cava, el contacto sostenido de las lías 

con el vino durante la crianza sur lie las enriquece con importantes cantidades de 

compuestos fenólicos y ácidos orgánicos. En el marco de la posible revalorización 

de las lías del cava desde el punto de vista de la seguridad de los derivados cárnicos 

fermentados, la presencia de este tipo de compuestos en las lías permite plantear 

también su potencial acción antimicrobiana frente a bacterias patógenas. El 

objetivo de este estudio fue evaluar el efecto inhibitorio de las lías del cava y de su 
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extracto fenólico (LPE, lees phenolic extract) en el crecimiento de bacterias 

patógenas transmitidas por los alimentos. Para ello se realizó un challenge test en 

derivados cárnicos fermentados crudos-curados inoculados con diferentes cepas 

de Salmonella spp. y L. monocytogenes. 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

Se realizó un challenge test utilizando diferentes cepas patógenas de 

Salmonella spp. y L. monocytogenes en derivados cárnicos crudos-curados, 

fermentados espontáneamente o con los cultivos iniciadores L. sakei CTC494 o 

L. sakei BAP110. Se planteó un primer experimento adicionando a los derivados 

cárnicos un 5% de lías del cava liofilizadas (experimento 1) y otro con un 0,3% de 

LPE (experimento 2). Se elaboraron un total de 10 lotes de derivados cárnicos 

fermentados (Tabla 8). 

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

Experimento Lote Ingrediente Cepa de cultivo iniciador 
1 C1 - - 

 L1 Lías del cava - 

 C1+CTC494 - L. sakei CTC4941 

 L1+CTC494 Lías del cava L. sakei CTC494 

2 C2 - - 

 E2 LPE - 

 C2+CTC494 - L. sakei CTC4941 

 E2+CTC494 LPE L. sakei CTC494 

 C2+BAP110 - L. sakei BAP110 

 E2+BAP110 LPE L. sakei BAP110 
1Productor de la bacteriocina sakacina K (Garriga et al., 2002) 

Elaboración de los derivados cárnicos fermentados 

Para el challenge test se utilizaron tres cepas diferentes de Listeria monocytogenes 

(CTC1034-serotipo 4b, 12MOB045LM-genoserotipo II 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 cárnicos, la masa cárnica se preparó 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 inoculándola 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 log10 UFC/g. Posteriormente, se mezcló 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 

plásticas permeables Tublin10 (Tub-Ex, Tass, Dinamarca) mediante envasado al 

vacío y se sometieron a un proceso de fermentación (2 días a 23 °C) y curado (19 

días a 15 °C). Dependiendo del experimento, se añadió un 5% (p/p) de lías del cava 

o un 0,3% (p/p) de LPE.  

El LPE se obtuvo según el método descrito por Silva et al. (2018) con algunas 

modificaciones. Tras evaluar diferentes proporciones de solventes de extracción 

(50/50, 80/20 y 100/0), se seleccionó la mezcla de etanol-agua 80/20 por mostrar 

un mayor rendimiento de extracción de polifenoles. Brevemente, el extracto se 

realizó a partir de 1 g de lías liofilizadas con 10 mL del solvente de extracción 

acidificado con ácido acético. La mezcla se sonicó durante 30 min y se centrifugó 

(2500 × g durante 10 min a 4 °C) para aislar el sobrenadante. Se realizaron dos 

extracciones consecutivas y los sobrenadantes recolectados se evaporaron al vacío. 

El contenido fenólico total del extracto, expresado en mg de equivalentes de ácido 

gálico (EAG)/g, se determinó mediante el método descrito por (Vallverdú-Queralt 

et al., 2011). 

Análisis microbiológicos 

Para los análisis microbiológicos se diluyeron 15 g de derivado cárnico en solución 

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 

solución salina. L. monocytogenes se enumeró en agar cromogénico CHROMagar 



Resultados y Discusión 

 56 

Listeria después de la incubación a 37 °C durante 48 h. Salmonella se enumeró en 

agar cromogénico CHROMagar Salmonella Plus después de la incubación a 37 °C 

durante 24 h. Los análisis se realizaron por duplicado a lo largo del proceso de 

fermentación y maduración a los tiempos 0, 2, 8, 14 y 21 días en el experimento 1 

y 0, 2, 9, 14 y 21 días en el experimento 2. 

Análisis estadístico 

Para determinar las diferencias estadísticas en los recuentos bacterianos entre 

diferentes lotes de los derivados cárnicos se realizó un ANOVA de una vía y la 

prueba post-hoc de Tukey HSD utilizando el “Tiempo” como factor fijo (software 

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

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
 
Efecto de las lías del cava en el crecimiento de bacterias patógenas en derivados 
cárnicos fermentados (Experimento 1) 

La Figura 8 muestra el comportamiento de Salmonella spp. y L. monocytogenes 

durante la fermentación y maduración de los cuatro lotes de derivados cárnicos 

fermentados. La presencia de un 5% de lías del cava tuvo un efecto antipatogénico, 

reduciendo la carga de Salmonella y L. monocytogenes, tanto en los lotes 

fermentados espontáneamente como en aquellos inoculados con cultivo iniciador. 

La cepa L. sakei CTC494 se seleccionó 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 específico 

sobre bacterias Gram-negativas como Salmonella, la presencia del cultivo iniciador 

aceleró la acidificación, potenciando la inactivación de Salmonella. 

En cuanto al efecto antimicrobiano (inhibición del crecimiento) de Salmonella, se 

obtuvieron recuentos significativamente menores en el lote formulado con lías (L1) 

en todos los tiempos de muestreo. Estos recuentos llegaron a ser de hasta 2,7 

unidades log10 más bajos que en C1 en el día 8 (p <0,05). Es importante destacar 

que el efecto inhibitorio de las lías del cava sobre los niveles de Salmonella fue muy 

similar al ejercido por el cultivo iniciador. Además, la combinación de las lías con 
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L. sakei CTC494 (L1+CTC494) potenció el efecto antimicrobiano, dando lugar a 

recuentos de Salmonella significativamente más bajos a lo largo del proceso de 

fermentación y maduración, observándose tanto un efecto bacteriostático como 

bactericida. Al final del curado (día 21), los recuentos de Salmonella fueron 4,3 

unidades log10 más bajos que en el lote control (C1, p <0,05). 

 

Figura 8. Recuentos de cepas de Salmonella (A) y L. monocytogenes (B) en derivados cárnicos 
crudos-curados fermentados espontáneamente sin (C1) o con (L1) la adición del 5% de lías del 
cava o fermentados con el cultivo iniciador L. sakei CTC494 sin (C1+CTC494) o con (L1+CTC494) 
lías. 
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En lo que respecta a L. monocytogenes, la adición de lías se tradujo en una 

inhibición de su crecimiento similar a la ejercida por L. sakei CTC494, productor de 

la bacteriocina. En comparación con el control, los recuentos de L. monocytogenes 

fueron 2,3 y 2,9 log10 unidades más bajos en aquellos lotes formulados con lías 

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 

revalorización de subproductos por su efecto antimicrobiano frente a bacterias 

patógenas 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 patógenas y 

oportunistas en una bebida de leche fermentada (Zokaityte et al., 2020). Más 

recientemente, Ramachandraiah and Chin (2021) han demostrado el efecto 

antimicrobiano de un subproducto de apio en polvo al observar una disminución 

significativa de los recuentos totales de enterobacterias en salchichas cocidas 

(Ramachandraiah and Chin, 2021). No obstante, en un estudio realizado en 

derivados cárnicos fermentados suplementados con un subproducto a base de 

cáscara de limón se registraron niveles más altos de Listeria innocua en 

comparación con los derivados cárnicos no suplementados (Tremonte et al., 2020).  

En nuestro estudio, además del efecto inhibidor del crecimiento del cultivo 

iniciador L. sakei CTC494, los bajos valores de pH alcanzados al inicio de la 

fermentación en los lotes suplementados con lías del cava (pH cerca de 5,2 en L1 

y L1+CTC494) podrían ser otro factor que explicase los menores recuentos de 

patógenos en estos lotes. De hecho, según la tecnología de obstáculos (hurdle 

technology) para la conservación de alimentos, el pH se considera un factor crucial 

en el control de las bacterias patógenas en derivados cárnicos fermentados 

crudos-curados, especialmente en combinación con una baja aw  (Leistner, 2000). 

En comparación con Salmonella, L. monocytogenes es más tolerante a los entornos 

más hostiles que suelen encontrarse en las últimas fases de curado, caracterizados 

por bajos valores de pH y aw, lo que podría explicar su menor reducción en los lotes 

formulados con lías (International Commission on Microbiological Specifications for 

Foods (ICMSF), 1996; Jofré et al., 2009; Serra-Castelló et al., 2021a). Por último, 
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además del efecto del pH, ciertos componentes de las lías del cava, como los 

polifenoles y/o los ácidos orgánicos, también podrían desempeñar un papel en la 

actividad antimicrobiana de este subproducto. Cabe destacar que los polifenoles 

suelen ser más 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 patógenas en derivados cárnicos 
fermentados (Experimento 2) 

Para conocer si la actividad antimicrobiana de las lías del cava podría atribuirse 

también a su fracción fenólica, se realizó un segundo challenge test en derivados 

cárnicos fermentados crudos-curados, pero en este caso añadiendo un extracto 

fenólico en lugar de lías del cava. En este experimento, además del efecto del 

cultivo iniciador bacteriocinogénico L. sakei CTC494, se evaluó 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 fenólico de las lías de cava o de vino difiere ampliamente entre estudios, 

incluso entre aquellos que utilizan la misma metodología de extracción y 

determinación, con valores medios que oscilan entre los 26 y los 254 mg EAG/g 

(Aguilera, 2016; Romero-Díez et al., 2018; Jara-Palacios, 2019c). Según (Jara-

Palacios, 2019c), el contenido fenólico de las lías del vino depende de la variedad 

de uva y de otros factores relacionados con el proceso de vinificación. Los 

principales compuestos fenólicos encontrados en las lías del cava son el ácido 

caftárico, la catequina y la epicatequina, que son también los fenoles más 

abundantes en los vinos espumosos (Aguilera, 2016). Se ha descrito que las 

paredes celulares de las levaduras poseen una gran capacidad de adsorción de 

compuestos fenólicos del vino, siendo su contenido frecuentemente mayor que el 

de otros tipos de subproductos vitivinícolas, como las semillas, los tallos y la piel 

de la uva (Razmkhab et al., 2002; Morata et al., 2005; Mazauric and Salmon, 2006; 

Gallardo-Chacón 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 añadió ningún cultivo iniciador, la adición del LPE tuvo 

muy poco efecto sobre Salmonella, cuyo crecimiento durante los primeros días de 

fermentación fue similar al del control (sin LPE ni cultivo iniciador). Sin embargo, al 

final del proceso de curado sí se observó una mayor reducción, con recuentos de 

este patógeno 0,71 unidades log10 inferiores a los del control. En el caso de 

L. monocytogenes, no se observaron diferencias significativas respecto al control 

debido a la adición de LPE. 

La inoculación de los derivados cárnicos con los cultivos iniciadores, y tal como era 

de esperar, mostró un fuerte efecto antimicrobiano sobre Salmonella y 

L. monocytogenes, dando como resultado recuentos significativamente menores 

(en 3–4 unidades log10) al final del proceso de curado en comparación con los lotes 

control fermentados espontáneamente. No se observó ningún efecto adicional 

cuando se añadió 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 sólo impidió su crecimiento, sino que ejerció un efecto 

listericida desde el inicio de la fermentación. Sin embargo, L. sakei BAP110 (no 

bacteriocinogénico) no previno el crecimiento de L. monocytogenes durante la 

fermentación, pero sí a lo largo del curado. Esta mayor letalidad puede estar 

relacionada con el ya reportado efecto específico anti-Listeria de L. sakei CTC494 

en diferentes matrices alimentarias (Garriga et al., 2002; Aymerich et al., 2019; 

Serra-Castelló et al., 2021b). 
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Figura 9. Recuentos de cepas de Salmonella (A) y L. monocytogenes (B) en derivados cárnicos 
crudos-curados fermentados espontáneamente sin (C2) o con (E2) la adición 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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parcialmente a la fracción fenólica de este subproducto. Sin embargo, no se 

observó ningún efecto del LPE contra L. monocytogenes. Aunque la mayoría de los 

estudios describen que las bacterias Gram-positivas son mucho más 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 patógenas es muy variable, dependiendo tanto de la estructura fenólica 

como de la especie bacteriana (Taguri et al., 2004; Klancnik et al., 2009; Sánchez-

Maldonado et al., 2011). Cetin-Karaca and Newman (2015), evaluaron el potencial 

antimicrobiano de diferentes compuestos fenólicos frente a tres especies de 

Salmonella, reportando que la (-)epicatequina, uno de los principales polifenoles 

que se encuentran en las lías del cava, era el más eficaz, aunque con diferentes 

grados de sensibilidad según la especie (Cetin-Karaca and Newman, 2015). Por el 

contrario, un extracto fenólico elaborado a partir de subproductos obtenidos de la 

elaboración del vino mostró 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 sólo del tipo de bacteria 

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

Por otro lado, los derivados cárnicos fermentados con los cultivos iniciadores de 

L. sakei mostraron una reducción 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 potenciación del 

efecto anti-Listeria de una cepa bioprotectora de L. plantarum al añadir un 

subproducto de limón rico en polifenoles en derivados cárnicos fermentados 

crudos-curados (Tremonte et al., 2020). Se ha descrito que las BAL pueden ser 

capaces de metabolizar los compuestos fenólicos, comprometiendo 

significativamente su potencial antimicrobiano (Curiel et al., 2010; Sánchez-

Maldonado et al., 2011; Tabasco et al., 2011; Piekarska-Radzik and Klewicka, 2021). 

En nuestro estudio, se podría inferir que las BAL presentes en los derivados cárnicos 

fermentados podrían ser responsables de la reducción de la fracción fenólica tanto 
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de las lías del cava como del LPE, comprometiendo así su potencial efecto 

antimicrobiano. 
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3.3 Efecto de la adición de lías del cava o de su extracto fenólico en la reducción de la 
formación de aminas biógenas en derivados cárnicos fermentados. 

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

Salvador Hernández-Macias, Alba Martín-Garcia, Nuria Ferrer-Bustins, Oriol 
Comas-Basté, Montserrat Riu-Aumatell, Elvira López-Tamames, Anna Jofré, M. Luz 
Latorre-Moratalla, Sara Bover-Cid, M. Carmen Vidal-Carou 
Frontiers in Microbiology, 2021 (En revisión) 

Índice de impacto (SJR 2020): 1,701 
Posición en el área de conocimiento “Microbiology”: Q1 (30/152) 

PLANTEAMIENTO Y OBJETIVO 

Además de las bacterias patógenas, algunos compuestos bioactivos, como las 

aminas biógenas, pueden suponer un riesgo desde el punto de vista de la 

seguridad alimentaria. Las aminas biógenas 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 descarboxilación de sus correspondientes aminoácidos precursores por parte 

de bacterias presentes en los alimentos. La histamina y la tiramina de los alimentos 

pueden ser causantes de la aparición de ciertos trastornos, tales como la 

intoxicación histamínica, la intolerancia a la histamina o crisis hipertensivas 

producidas por la interacción entre tiramina y fármacos IMAO (Latorre-Moratalla et 

al., 2017). De hecho, la histamina y la intoxicación histamínica 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 

Prevención y Control de Enfermedades (ECDC) (EFSA, 2021). Además, 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 población sana como consecuencia, principalmente, de un déficit de la 

enzima diamino oxidasa (DAO), encargada de la degradación de la histamina a 

nivel intestinal (Comas-Basté et al., 2020). 
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Además de la seguridad alimentaria, y debido a que la acumulación de aminas 

biógenas puede estar asociada con la actividad de bacterias contaminantes, 

contenidos elevados de estos compuestos se consideran marcadores químicos de 

una falta de frescura o de una deficiente calidad higiénica en los procesos de 

fabricación y/o conservación de los alimentos (Comas-Basté et al., 2019). Asimismo, 

los alimentos fermentados, como los derivados cárnicos 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 fermentación como de la presencia de 

microorganismos alterantes (Latorre-Moratalla et al., 2017). En las últimas décadas, 

las mejoras higiénicas aplicadas en todas las etapas de la cadena alimentaria, junto 

con otras recomendaciones específicas, 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 biógenas en este tipo de productos demuestran que su control sigue 

siendo un reto de la industria alimentaria (Vidal-Carou et al., 2014a). Actualmente, 

se están 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 planteó investigar si, además de los efectos antimicrobianos 

mostrados anteriormente, la adición de lías del cava o de su extracto fenólico en la 

formulación de derivados cárnicos fermentados podría ser también una estrategia 

útil para ayudar a reducir la formación de aminas biógenas en este tipo de 

productos. 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

El efecto de la adición de lías del cava o de su extracto fenólico en la formación de 

aminas biógenas se estudió en las muestras de derivados cárnicos crudos-curados 

utilizadas en el challenge test (apartado 3.2), las cuales estaban inoculadas con 

cepas patógenas 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 consideró la adición de un 5% de lías y, a continuación, en 

un segundo experimento un 0,3% de extracto fenólico de lías (LPE). La Tabla 9 

muestra los diferentes lotes de derivados cárnicos fermentados para cada uno de 

los experimentos planteados. Los diferentes lotes de derivados cárnicos fueron 

elaborados según la metodología descrita en la correspondiente sección del 

apartado 3.2. 

La evolución de la acumulación de aminas biógenas se estudió a lo largo del 

proceso de elaboración de los derivados cárnicos fermentados, analizando 

muestras correspondientes a la materia prima (tiempo 0), a los 8-9 días de curado 

(dependiendo del experimento) y en el producto acabado tras 21 días de curado. 

También se analizó el contenido de aminas biógenas en las lías del cava. 

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

Experimento Lote Ingrediente Cepa de cultivo iniciador 
1 C1 - - 

 L1 Lías del cava - 

 C1+CTC494 - L. sakei CTC4941 

 L1+CTC494 Lías del cava L. sakei CTC494 

2 C2 - - 

 E2 LPE - 

 C2+CTC494 - L. sakei CTC4941 

 E2+CTC494 LPE L. sakei CTC494 

 C2+BAP110 - L. sakei BAP110 

 E2+BAP110 LPE L. sakei BAP110 
1Productor de la bacteriocina sakacina K (Garriga et al., 2002) 

Análisis de aminas biógenas y actividad descarboxilasa bacteriana 

La determinación de doce aminas biógenas (octopamina, dopamina, tiramina, 

putrescina, serotonina, cadaverina, histamina, agmatina, ß-feniletilamina, 

triptamina, espermidina y espermina) se realizó mediante cromatografía líquida de 

ultra alta eficacia acoplada a detección fluorométrica (UHPLC-FL) (Latorre-Moratalla 

et al., 2009). Brevemente, se mezclaron aproximadamente 5 g de muestra con 

10 mL de ácido perclórico 0,6 M durante 20 minutos. Posteriormente, las muestras 

se centrifugaron (20.000 rpm, 4 °C, 25 min) y el sobrenadante se recogió en un 
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matraz aforado de 25 mL. Este proceso de extracción se repitió dos veces más y el 

volumen final del extracto se ajustó con ácido perclórico 0,6 M. Las muestras se 

filtraron a través de un filtro GHP de 0,22 μm. Todas las determinaciones se 

realizaron por triplicado.  

La separación cromatográfica de las aminas biógenas se realizó a través de una 

columna de fase reversa Acquity UPLC BEH C18 de 1,7 µm (2,1 mm x 50 mm) 

(Waters Corp., Milford, MA, EE. UU.), seguida de una derivatización post-columna 

en línea con ortoftaldehido y de una detección fluorométrica (Ex: 340 nm y Em: 445 

nm). 

Las muestras de derivados cárnicos a lo largo del proceso de fermentación/curado 

sufren una pérdida de agua con el consiguiente efecto de concentración de sus 

componentes. Para evitar este efecto, se determinó el contenido acuoso (AOAC, 

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

La actividad aminoácido-descarboxilasa de las cepas (L. sakei BAP110 y 

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). 

Análisis estadístico 

Para determinar las diferencias estadísticas en los contenidos de aminas biógenas 

entre los diferentes lotes de derivados cárnicos se realizó un ANOVA de una vía 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 

estadísticamente significativas. 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

Los derivados cárnicos fermentados fueron inoculados con diferentes cepas de 

Salmonella spp., un género bacteriano con una reconocida capacidad para formar 

aminas biógenas (Gokdogan et al., 2012). Sin embargo, la capacidad aminogénica 

es cepa-dependiente y, por lo tanto, es necesario llevar a cabo una evaluación 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 producción de putrescina, cadaverina e histamina 

se asocia frecuentemente a la actividad de bacterias alterantes Gram-negativas 

(Pseudomonas y Enterobacterias), pero también a especies de bacterias patógenas 

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) 

reportó que Salmonella fue una de las bacterias patógenas que mostraron una 

mayor capacidad para formar estas aminas.  

Las cepas de L. sakei utilizadas en este estudio como cultivos iniciadores fueron 

aminoácido-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; Özogul and Hamed, 2018).  

En las muestras iniciales de carne cruda (pre-fermentación), la espermina y la 

espermidina fueron las dos únicas aminas encontradas en todos los lotes, con 

contenidos de 89,2 ± 0,2 mg/Kg ps y 3,4 ± 0,1 mg/Kg ps, respectivamente, y no 

experimentaron cambios significativos a lo largo del proceso de fermentación y 

curado de los diferentes lotes de derivados cárnicos. Estos resultados confirman el 

origen principalmente fisiológico de estas aminas. A pesar de que las lías del cava 

presentaron ciertos niveles de espermidina (10,5 mg/Kg), la baja proporción en la 

que se añadieron en los derivados cárnicos (5%) hizo que no se observaran 

diferencias entre los lotes con o sin lías.  

Durante el proceso de elaboración de los derivados cárnicos fermentados, solo se 

detectó la presencia de tres aminas, cadaverina, putrescina y tiramina, aunque en 

concentraciones muy diferentes dependiendo del experimento y/o lote 

considerado (Figura 10). Los parámetros fisicoquímicos y los recuentos 

microbiológicos de estos lotes se muestran en los apartados 3.1 y 3.2. 



Resultados y Discusión 

 70 

En el caso de los lotes control fermentados espontáneamente (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 formó de manera significativa a lo largo del proceso de 

elaboración, con niveles en el producto acabado de 479 mg/Kg ps y 212 mg/Kg 

ps en los experimentos 1 y 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 cárnicos fermentados es bastante común, aunque 

normalmente en niveles relativamente bajos (con valores medios de alrededor de 

50 mg/Kg según la evaluación 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 contaminación 

de las materias primas o del producto acabado (Latorre-Moratalla et al., 2008; 

EFSA, 2011; Ruiz-Capillas and Herrero, 2019). Además de a la presencia de 

bacterias contaminantes, la formación de cadaverina y putrescina en productos 

cárnicos fermentados puede estar afectada por numerosas variables, tanto 

intrínsecas (pH, formulación, diámetro del derivado cárnico fermentado, etc.) como 

tecnológicas (temperatura y humedad) (Vidal-Carou et al., 2014b; Ruiz-Capillas and 

Herrero, 2019; Tabanelli, 2020). Por eso, y teniendo en cuenta que los derivados 

cárnicos fermentados procedentes del experimento 1 y 2 presentan la misma 

formulación, diámetro y condiciones de elaboración, el mayor descenso de pH 

experimentado en C2 al final del curado (con una diferencia de 1 unidad de pH 

entre ambos lotes) podría ayudar a explicar, en parte, porque los niveles de 

cadaverina y putrescina de este lote fueron más 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 ácido puede favorecer la actividad descarboxilasa como 

mecanismo de defensa del microorganismo contra las condiciones desfavorables 

de un medio ácido, también se ha visto cómo una rápida y fuerte disminución en 

el pH inhibe el crecimiento de bacterias alterantes potencialmente aminogénicas, 

reduciendo en consecuencia la formación 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 cárnicos crudos-curados: A) Fermentados espontáneamente sin 
(C1) o con (L1) la adición de 5% de lías del cava o fermentados con el cultivo iniciador L. sakei CTC494 sin (C1+CTC494) o con (L1+CTC494) lías. 
B) Fermentados espontáneamente sin (C2) o con (E2) la adición 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 observó una formación progresiva de 

tiramina a lo largo de la elaboración, 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). Según las 

evaluaciones del riesgo realizadas por la EFSA, los valores medios de tiramina 

encontrados en diferentes derivados cárnicos fermentados de Europa son de 

aproximadamente 130 mg/Kg, pero pudiendo llegar a alcanzar niveles máximos 

por encima de 1.700 mg/Kg. La formación de tiramina se puede atribuir a la 

actividad de bacterias lácticas, principalmente responsables de la fermentación 

(Anderegg et al., 2020). Por este motivo, la tiramina tiende a ser la amina 

mayoritaria y más característica de los derivados cárnicos fermentados elaborados 

bajo unas condiciones higiénicas correctas (Latorre-Moratalla et al., 2017). En 

nuestro estudio, la inoculación de Salmonella con una elevada capacidad de 

producir cadaverina y putrescina, pero no tiramina, podría explicar que los 

contenidos de cadaverina y putrescina excedan los de tiramina. 

La adición de lías del cava o de su extracto (LPE) afectó únicamente a la formación 

de cadaverina y putrescina. Concretamente, en el lote L1 elaborado con lías (Figura 

10A) los contenidos de cadaverina y putrescina fueron significativamente más bajos 

durante todo el proceso en comparación con el control C1, con porcentajes de 

reducción en el producto acabado del 62% y 78%, respectivamente (p <0,05). La 

menor formación de estas aminas se puede atribuir a la clara reducción por parte 

de las lías de los recuentos de Salmonella (Figura 8). El extracto fenólico de las lías 

del cava (lote E2) también fue capaz de reducir de manera significativa los niveles 

de estas diaminas en comparación con el control (C2), en un 21% para la cadaverina 

y un 40% para la putrescina (Figura 10B). Al final del proceso de elaboración, los 

niveles de Salmonella del lote E2 fueron ligeramente inferiores que los de C2 

(diferencias de 0,71 log10). Los polifenoles presentes en el LPE podrían ser, en parte, 

los responsables de la reducción de aminas observada en E2. Algunos estudios 

realizados en derivados cárnicos han descrito el efecto de diferentes compuestos 

fenólicos sobre la acumulación de ciertas aminas biógenas. Por ejemplo, se ha 

observado que la adición de extractos fenólicos procedentes de té, uva, bambú o 

rosas provoca una reducción en los niveles de cadaverina, tiramina, histamina y/o 
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putrescina de diferentes tipos de productos cárnicos (Fan et al., 2015; Wang et al., 

2015; Zhang et al., 2017). En todos estos trabajos, esta reducción ha sido 

correlacionada con menores recuentos de especies de bacterias alterantes en los 

derivados cárnicos enriquecidos con polifenoles. 

En cuanto a la tiramina, no se observaron diferencias significativas entre los lotes 

sin (C1 y C2) y con lías (L1) o LPE (E2). El hecho de que los recuentos de BAL no se 

vieran influenciados por la presencia de lías (Figura 7), podría explicar que no se 

haya observado ningún efecto de estos sub-productos sobre la formación de 

tiramina. 

Finalmente, la formación de cadaverina, putrescina y tiramina se vio inhibida en 

todos aquellos lotes elaborados con los diferentes cultivos iniciadores. La 

inoculación del cultivo iniciador L. sakei CTC494, un lactobacilo muy competitivo y 

no productor de aminas, redujo drásticamente la acumulación de estos 

compuestos, permitiendo la elaboración de productos cárnicos fermentados libres 

o prácticamente exentos de aminas biógenas. Por otro lado, el cultivo L. sakei 

BAP110, también sin capacidad aminogénica in vitro, no pudo evitar totalmente la 

formación de tiramina, pero sí la de putrescina y cadaverina (Figura 10B). 

Numerosos estudios, tanto in vitro como en derivados cárnicos fermentados, han 

descrito una reducción en la formación de aminas biógenas por parte de bacterias 

patógenas trasmitidas por alimentos debido a la inoculación de ciertas cepas de 

BAL (Özogul and Hamed, 2018). Concretamente, entre las diferentes cepas de BAL 

utilizadas como cultivos iniciadores en derivados cárnicos fermentados, 

L. sakei muestra la mayor eficacia en la reducción de la acumulación 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 formación de aminas en fuet, con 

reducciones de hasta el 91% para la putrescina, 88% para la tiramina y 74% para la 

cadaverina.  

La prácticamente total inhibición de la formación de aminas por parte de los 

cultivos iniciadores hizo que, en la mayoría de los lotes fuese imposible observar 

un potencial efecto sinérgico de la combinación de éstos con las lías 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 formación de tiramina, en comparación con su 

control (C2+ BAP110).  

Es necesario destacar que en ningún lote se observó la producción de histamina. 

Según diversos trabajos, su presencia en derivados cárnicos 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 cárnicos 

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 adición de lías del 

cava o su extracto fenólico en derivados cárnicos fermentados puede ser una 

estrategia efectiva para evitar o reducir la formación de ciertas aminas biógenas, 

como la putrescina y la cadaverina. A la vista de estos resultados, sería conveniente 

realizar más estudios en los que se evalúe la adición de lías del cava o su extracto 

fenólico en un mayor rango de concentraciones, así como también su aplicación en 

otros productos fermentados. Igualmente, será necesario confirmar el efecto 

inhibidor de las lías o del LPE sobre el crecimiento de otros microorganismos 

productores de aminas biógenas.  
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3.4 Evaluación in vitro del efecto prebiótico de las lías del cava en el crecimiento de bacterias 
probióticas. 
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PLANTEAMIENTO Y OBJETIVO 

Desde el punto de vista de la salud, se ha comprobado que la fibra soluble tiene 

un efecto prebiótico que mejora la supervivencia e implantación 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 prebiótico de subproductos ricos en fibra sobre la viabilidad de ciertas cepas 

probióticas, principalmente lactobacilos (Matoušková 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 

cáscara de limón, pulpa de remolacha azucarera, semillas de castaño de Indias, 

harina de frutas y verduras y pulpa de manzana, son capaces de potenciar el 

crecimiento de diferentes probióticos in vitro (Matoušková et al., 2016; Przyborska 

et al., 2019a; Mateos-Aparicio et al., 2020; Silva de Andrade et al., 2020).  

La composición de las lías del cava, con una elevada proporción de ß-glucanos y 

MOS, las sitúa como potenciales candidatas a utilizarse como agente prebiótico. El 

objetivo de este estudio fue evaluar in vitro el potencial efecto promotor de las lías 

del cava sobre el crecimiento de diferentes cepas comúnmente utilizadas como 

probióticos. 

DISEÑO EXPERIMENTAL 

Se seleccionaron un total de 11 cepas de especies bacterianas ampliamente 

utilizadas por su papel probiótico, todas ellas incluidas en la lista de 

microorganismos con estatus de presunción cualificada de seguridad (QPS, por sus 

siglas en inglés) (Tabla 10). 

La metodología para la obtención de las lías del cava, los recuentos 

microbiológicos y la determinación de los valores de pH se encuentran descritos 

en las correspondientes secciones del aparatado 3.1. El efecto prebiótico de las 

lías del cava se evaluó mediante la adición de un 5% de este subproducto al medio 

de cultivo. Esta proporción fue seleccionada porque mostró una mayor eficiencia 

en la promoción del crecimiento de diferentes cepas de BAL (resultados del 

apartado 3.1). 

El análisis estadístico de los resultados se efectuó como se encuentra descrito en 

la correspondiente sección del aparatado 3.1. 
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Tabla 10. Cepas probióticas seleccionadas para este estudio. 

Especie Cepa Temperatura 
óptima de 
crecimiento 

Fuente (Colección) Crecimiento 
promovido por 
las lías del cava 

Lactiplantibacillus plantarum  
subsp. plantarum 

CECT4180 37 °C Colección Española de 
Cultivos Tipo 

Sí 

 
CECT220 

 
 Sí 

 
CECT221 

 
 No 

 
CECT224 

 
 No 

 
CECT749 

 
 No 

 
ATCC14917 37 °C Colección Americana de 

Cultivos Tipo 
No 

Lacticaseibacillus casei CECT7600 37 °C Colección Española de 
Cultivos Tipo 

No 

 
BAP341 

 
Grupo de investigación Sí 

Limosilactobacillus fermentum CECT285 37 °C Colección Española de 
Cultivos Tipo 

Sí 

Lactobacillus gasseri BAP513 37 °C Grupo de investigación No 

Pediococcus pentosaceus CECT8330 37 °C Colección Española de 
Cultivos Tipo 

No 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

La Tabla 10 resume, para cada una de las 11 cepas ensayadas, la respuesta, en 

términos de crecimiento, frente a la adición de un 5% (p/v) de lías del cava. De 

todas ellas, únicamente cuatro cepas mostraron recuentos significativamente 

superiores cuando crecían en presencia de lías (Figura 11). Contrariamente, cuatro 

cepas de L. plantarum, una de L. casei, una de L. gasseri y una de P. pentosaceus 

no se vieron influenciadas por la presencia de lías.  

Respecto a L. fermentum CECT275 y 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 población máxima y/o supervivencia de 

estas cepas, con incrementos generalmente superiores a 0,5 log10 UFC/mL en 

comparación con el control (p <0,05). Sin embargo, en el caso del pH, sólo se 

observó un efecto significativo sobre la acidez en la cepa L. casei BAP341, con 

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

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

vieron influenciadas por la presencia de lías, y únicamente a nivel de supervivencia. 
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La adición de lías del cava al medio de cultivo aumentó significativamente el 

crecimiento de L. plantarum CECT220 en 1,4 unidades log10 y el de L. plantarum 

CECT4180 en 2 unidades log10 en comparación 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 podría explicarse 

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

Como en el caso de las cepas tecnológicas del apartado 3.1, sería interesante 

ensayar el efecto prebiótico utilizando porcentajes mas altos de lías.  

 

Figura 11. Cinética de crecimiento y evolución en los valores de pH de las cepas probióticas 
cultivadas sin (control) y con un 5% (p/v) de lías del cava. Los resultados corresponden al promedio 
y desviación estándar (barras) de tres experimentos independientes. 

Recientemente, varios estudios se han centrado en la revalorización de 

subproductos de la industria alimentaria por su potencial papel como prebióticos 

(Jiménez-Zamora et al., 2015a; Matoušková et al., 2016; Gómez 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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prebiótica de un subproducto procedente del castaño de Indias, capaz de inducir 

un mayor crecimiento in vitro de varias cepas probióticas 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 varió 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 elaboración de bebidas 

isotónicas), incrementaba los recuentos de cuatro cepas probióticas de lactobacilos 

(Silva de Andrade et al., 2020). Posteriormente, estos mismos autores confirmaron 

el efecto prebiótico de este subproducto rico en fibra en la microbiota intestinal 

obtenida de muestras fecales. Por último, Lacerda Massa et al. (2020) reportaron 

resultados muy similares respecto al efecto prebiótico in vitro de la cáscara y las 

semillas de jabuticaba, una fruta brasileña (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 polisacáridos (por ejemplo, ß-glucanos, arabinanos, arabinogalactanos, 

galactanos, xiloglucanos y galactomananos) y sustancias pécticas. De hecho, el 

aumento del crecimiento bacteriano inducido por las lías del cava podría deberse 

al uso de ß-glucanos y MOS (que constituyen más del 90% de la pared celular) 

como fuente de carbono. Se ha reportado ampliamente la capacidad de los 

ß-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; Kiliç 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 hidrólisis en azúcares fermentables más pequeños 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 polisacáridos 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 ß-glucanos mostraron una mayor 
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actividad prebiótica en una cepa recombinante de L. plantarum con una enzima 

ß-glicosidasa sobreexpresada. Sin embargo, las enzimas responsables de esta vía 

metabólica pueden estar inhabilitadas en ciertas cepas bacterianas, 

comprometiendo así 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 

suplementación con lías del cava mostró un comportamiento cepa-dependiente en 

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

1. Se ha demostrado in vitro que las lías del cava poseen un efecto promotor del 

crecimiento de diferentes especies de BAL comúnmente utilizadas como 

cultivos iniciadores, mostrando un efecto dosis y cepa-dependiente. Tras 

estudiar el efecto de la adición de un 0,5%, 1%, 2% y 5% de lías, se comprobó 

que el 5% fue la proporción que mostró el mayor efecto potenciador del 

crecimiento bacteriano.  

2. La adición de lías del cava en la formulación de derivados cárnicos fermentados 

crudos-curados no provocó un mayor crecimiento de BAL, aunque sí se tradujo 

en una mayor acidificación inicial y final de los derivados cárnicos fermentados.   

3. Las lías del cava inhibieron de manera significativa el crecimiento de Salmonella 

y L. monocytogenes en derivados cárnicos fermentados. Este efecto inhibitorio 

fue muy similar al ejercido por el cultivo iniciador L. sakei CTC494. Además, el 

uso combinado de las lías del cava con el cultivo iniciador tuvo un efecto 

sinérgico sobre Salmonella. Este efecto antimicrobiano de las lías podría 

deberse a la mayor acidificación producida por la adición de este subproducto 

vitivinícola. 

4. El extracto fenólico de las lías del cava mostró un ligero efecto antimicrobiano 

frente Salmonella en el producto acabado. Sin embargo, la adición de este 

extracto no tuvo ningún efecto anti-listeria. En las condiciones estudiadas, la 

presencia del extracto fenólico de las lías del cava no potenció el efecto 

inhibidor del crecimiento de patógenos de los cultivos iniciadores. 

5. La adición de lías del cava o de su extracto fenólico en la formulación de 

derivados cárnicos fermentados se ha mostrado como una estrategia efectiva 

para la reducción de aminas biógenas, como cadaverina y putrescina. 

6. Se ha demostrado que las lías del cava potencian el crecimiento de diferentes 

cepas de especies de BAL consideradas probióticas y por ello se presume que 

las lías pueden tener también aplicaciones como sustratos prebióticos.  
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7. Los resultados de esta tesis doctoral confirman el uso de las lías del cava como 

ingredientes naturales para mejorar la seguridad microbiológica de derivados 

cárnicos fermentados crudos-curados, así como por su potencial carácter 

prebiótico. Ambas son estrategias de revalorización alineadas con los principios 

de la economía circular y aportan un valor añadido a un subproducto de la 

industria vitivinícola generado en gran volumen. 
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5.2 Evidencia de las comunicaciones escritas derivadas de la tesis doctoral 
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