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Fotos y Texto de Susana Loran Ayala

Cientificos y tecnélogos de los alimentos deben avanzar e innovar en el desarrollo de procesos y
productos que garanticen la salud del consumidor y la competitividad del sector agroalimentario.
Sin embargo, este progreso requiere de recursos humanos especializados y de los avances en el
conocimiento que aporta la investigacion. Es por ello que desde hace afios se viene organizando
el congreso nacional CyTA-CESIA. Un evento de caracter bienal que convoca conjuntamente los
congresos de «Ciencia y Tecnologia de los Alimentos» y de «Ingenieria de los Alimentos» (CESIA).
Desde sus inicios, ha sido un importante punto de encuentro para todos aquellos profesionales
relacionados con la ciencia, la tecnologia y la ingenieria de los alimentos.
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Editorial

Cientificos y tecnologos de los alimentos deben avanzar e innovar en el desarrollo de proce-
sos y productos que garanticen la salud del consumidor y la competitividad del sector agro-
alimentario. Sin embargo, este progreso requiere de recursos humanos especializados y de
los avances en el conocimiento que aporta la investigacion. Es por ello que desde hace afios
se viene organizando el congreso nacional CyTA-CESIA. Un evento de caracter bienal que con-
voca conjuntamente los congresos de “Ciencia y Tecnologia de los Alimentos” (avalado por
la Conferencia de Decanos de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, CCyTA) y de “Ingenie-
ria de los Alimentos” (CESIA). Desde sus inicios, ha sido un importante punto de encuentro
para todos aquellos profesionales relacionados con la ciencia, la tecnologia y la ingenieria de
los alimentos.

El Edifico Paraninfo de la Universidad de Zaragoza, tuvo el honor de acoger la Xl edicién de
este evento organizado por la Facultad de Veterinaria de UNIZAR, en colaboracién con la So-
ciedad Espanola de Ingenieria de los Alimentos (SESIA) y diversas entidades.

En el programa cientifico que se disefid, se incluyeron varias sesiones tematicas que abarcaban
distintas disciplinas relacionadas con la docencia y la investigacién en el ambito agroalimenta-
rio. Alimentacién y salud; Biotecnologia y Avances en Ciencia de los Alimentos; Bioeconomia y
desarrollo sostenible; Seqguridad alimentaria; Innovacion docente en ciencia de los alimentos y
Nuevas tecnologias en el desarrollo y procesado de alimentos. Contamos con la participaciéon
de ponentes del mas elevado nivel y se fomentaron las actividades de transferencia a la empresa
gracias a la organizacién de tres mesas redondas, la primera sobre “Transferencia y empren-
dimiento”, en la que participaron representantes de empresas que compartieron sus expe-
riencias de colaboracion con entidades investigadoras y se dirigieron a los cientificos para ha-
blarles de sus necesidades y demandas, la segunda relativa a la “Transformacion digital de la
industria alimentaria” y la Ultima, dedicada a intercambiar experiencias en torno a las “Mar-
cas de calidad diferenciada”.

Tras la ceremonia oficial de clausura y gracias a la colaboracion de algunas de las industrias
agroalimentarias de referencia en Aragon, se ofrecié a los asistentes una degustacién de pro-
ductos con la que se dio a conocer algunas de las excelencias gastronémicas de la region.

En total, fueron 221 resimenes los que se expusieron en la Xl edicién del Congreso nacional
CyTA-CESIA, lo que lo convirtié en un importante punto de encuentro para descubrir a todos
los sectores interesados los Ultimos progresos en investigacion cientifica e innovaciéon docente
en el &mbito agroalimentario.

Este evento se complementé ademas con la celebracion del 11l Congreso CyTA Junior dirigido
a estudiantes y recién titulados, con el que se quiso dar voz a las nuevas generaciones de pro-
fesionales en el ambito de la ciencia y la tecnologia de los alimentos, ofreciéndoles una opor-
tunidad para presentar sus trabajos cientificos, intercambiar conocimientos y debatir sobre
el futuro laboral de esta profesion.
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Ambos congresos reunieron en total a mas de 300 participantes entre estudiantes, investi-
gadores y ponentes. Gracias a todo ellos, asi como a los miembros de los comités organizador
y cientifico, los patrocinadores, colaboradores y voluntarios, fue posible lograr que esta edi-
cién fuera todo un éxito.

No obstante, a pesar de que se han logrado grandes progresos, necesitamos seguir caminando
hacia la innovacion y hacerlo de manera coordinada para seguir avanzando y mejorar los sis-
temas agroalimentarios para que continten proporcionando alimentos nutritivos e inocuos
y sean aun mas eficientes y sostenibles, alineandose con los Objetivos de Desarrollo Sosteni-
ble marcados por la agenda 2030.

Como punto final, en este niumero de la Revista ITEA se incluyen publicaciones seleccionadas
de entre los resumenes presentados al congreso en las diferentes areas tematicas que confi-
guraron su programa. Como presidenta del Comité Organizador de este evento quiero ex-
presar mi mas sincero agradecimiento a la asociacion AIDA por ofrecernos la oportunidad de
mostrar algunos de los progresos y avances cientificos y tecnolégicos que pudieron verse en
este evento.

Susana Loran Ayala

Presidenta del Comité Organizador del
Xl Congreso Nacional CyTA CESIA y lll Congreso Cyta Junior

Facultad de Veterinaria. Universidad de Zaragoza
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Aceites esenciales como inhibidores del crecimiento de la
microbiota asociada a la trufa negra (Tuber melanosporum)
y otras bacterias patégenas

David Gimeno, Pedro Marco®, Miguel Atarés y Juliana Navarro-Rocha

Departamento de Ciencia Vegetal, Centro de Investigacién y Tecnologia Agroalimentaria de Aragén
(CITA). Instituto Agroalimentario de Aragéon-IA2 (CITA-Universidad de Zaragoza). Av. Montanana 930,
50059 Espafa.

Resumen

La Organizacién Mundial de la Salud declaré en 2015 un plan de accién mundial sobre la resistencia a
los antimicrobianos, lo que ha intensificado la busqueda de alternativas, como la evaluacién de extractos
y compuestos de origen natural que presenten actividad antimicrobiana. Un tipo de extractos de po-
tencial interés son los aceites esenciales obtenidos a partir de plantas aromaticas y medicinales. Por ello,
el objetivo de este estudio es evaluar y seleccionar diferentes aceites esenciales procedentes de diver-
sos quimiotipos de plantas aromaticas cultivadas en Aragén (Satureja montana, Mentha rotundifolia,
Thymus vulgaris, Lavandula angustifolia, Origanum vulgare subsp. virens, Salvia rosmarinusy Salvia of-
ficinalis), en funcién de su capacidad para inhibir el crecimiento de diferentes microorganismos de in-
terés agroalimentario. Estos aceites se han aplicado a microorganismos alterantes asociados a la trufa
negra (Tuber melanosporum) y relacionados con la pérdida de calidad durante su conservaciéon pos-
tcosecha. Estas cepas microbianas se aislaron de trufa fresca, para su posterior secuenciacién e identificacion
mediante técnicas de biologia molecular. El cribado inicial de los diferentes quimiotipos se realizé por la
técnica de difusion en agar, y tras su seleccién se determiné la concentracion minima inhibitoria y la con-
centracion minima bactericida frente a estos microorganismos alterantes y otros causantes de toxiin-
fecciones alimentarias (Bacillus sp., Microbacterium sp., Pseudomonas fluorescens, Bacillus cereus, Es-
cherichia coli 0157:H7, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella enterica subsp.
enterica, Staphylococcus aureus, y Yersinia enterocolitica). De todos los quimiotipos evaluados, los de
S. montana presentaron una mayor actividad antimicrobiana frente a un mayor numero de especies bac-
terianas. Estos resultados apoyan el uso de aceites esenciales como potenciales inhibidores de la acti-
vidad microbiana en la industria alimentaria en general y, particularmente, aporta informacién relevante
para futuros estudios sobre conservacion de trufa fresca.

Palabras clave: Aceite esencial, quimiotipo, trufa, Satureja montana, bacterias alterantes.

* Autor para correspondencia: pmarcomo@cita-aragon.es

Cita del articulo: Gimeno D., Marco P., Atarés M., Navarro-Rocha J. (2024). Aceites esenciales como inhibidores del
crecimiento de la microbiota asociada a la trufa negra (Tuber melanosporum) y otras bacterias patégenas. ITEA-
Informacion Técnica Econdmica Agraria 120(3): 208-223. https://doi.org/10.12706/itea.2024.010

@ @ @ Copyright: © 2024 de los autores. Este es un articulo de acceso abierto distribuido bajo los tér-
minos de la licencia de uso y distribucién Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-
Compartirlgual 4.0 Internacional (CC BY NC SA 4.0)
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Antimicrobial activity of essential oils against black truffle (Tuber melanosporum) spoiling microor-
ganisms and foodborne pathogens

Abstract

The World Health Organization declared in 2015 a global action plan on antimicrobial resistance which
has led to the search for natural extracts and compounds with antimicrobial activity. The essential oils
from medicinal and aromatic plants have gained significant scientific relevance in the last years. Thus, the
aim of the study was the evaluation and selection of different essential oils chemotypes from various
cultivated plant species of Aragon (Satureja montana, Mentha rotundifolia, Thymus vulgaris, Lavandula
angustifolia, Origanum vulgare subsp. virens, Salvia rosmarinus and Salvia officinalis) based on their abi-
lity to inhibit different microorganisms associated with the spoilage of black truffle (Tuber melanos-
porum) during its shelf life (Bacillus sp., Microbacterium sp., and Pseudomonas fluorescens), as well as
with other foodborne pathogens (Bacillus cereus, Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Pseu-
domonas aeruginosa, Salmonella enterica subsp. enterica, Staphylococcus aureus, and Yersinia ente-
rocolitica). The mentioned spoiling bacteria were isolated from fresh black truffles and then sequen-
ced and identified by molecular biology techniques. The screening of the antimicrobial activity was
evaluated by agar disk diffusion, and microdilution broth method was used to determine the minimum
inhibitory concentration and minimum bactericidal concentration of the selected extracts. Among the spe-
cies studied, the two chemotypes of Satureja montana presented a greater antimicrobial activity against
both Gram+ and Gram- bacteria. These results support the use of essential oils as potential inhibitors of
microbial activity, especially in the food industry, and on the preservation of fresh truffles in particular.

Keywords: Essential oil, chemotype, truffle, Satureja montana, carvacrol, spoiling bacteria.

Introduccion

El uso de las plantas aromaticas y medicina-
les (PAM) se remonta a la antigliedad, exis-
tiendo indicios de su uso desde el afio 1200
a.C en Mesopotamia, donde la quimica y
perfumista Tapputi-Belatekallim dejé regis-
trada en arcilla una escritura cuneiforme con
la metodologia para obtener esencias me-
diante procesos de extraccién y destilacion
de plantas basandose en la empirica (Mufoz
Paezy Garritz, 2013). Mas adelante, los avan-
ces de la quimica y el conocimiento ecolégico
tradicional (TEK) de las especies locales, ra-
cionalizé el uso de estas plantas permitiendo
el desarrollo de productos derivados con pro-
piedades terapéuticas (Huntington, 2000).
Por ejemplo, de Artemisia annua se extrae
artemisina, una lactona muy efectiva para el
tratamiento de la malaria y cuyos efectos
fueron descritos por la medicina China tra-
dicional (Miller y Su, 2011).

Las PAM se definen como aquellas especies
vegetales cuyos principios activos proceden
de compuestos aromaticos y son identificados
principalmente en los aceites esenciales (AEs)
que se obtienen de estas. La Administraciéon
de Alimentos y Medicamentos de Estados
Unidos (FDA, siglas de Food and Drug Admi-
nistration) ha reconocido mas de 150 especies
de plantas de las que se obtienen AEs, entre
ellas destacan Salvia rosmarinus, Origanum
vulgare, o el género Thymus, como seguras
para el ser humano en el ambito culinario.
Ademas, existen estudios epidemiolégicos
que correlacionan la ingesta de antioxidan-
tes fenodlicos naturales presentes en estos ve-
getales con una menor incidencia de enfer-
medades coronarias, la degeneracién ocular
relacionada con la edad, y el cancer (Costa et
al., 2015). Unido a estos compuestos, algunas
moléculas volatiles de estos extractos tienen
propiedades antiinflamatorias, antitrombé-
ticas, antitumorales, antidiabéticas, antioxi-
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dantes, antimicrobianas y hepatoprotecto-
ras (Costa et al., 2015; Abdellaoui et al., 2020;
Saha y Basak, 2020). La Organizacion Mun-
dial de la Salud resalta que aproximada-
mente el 88 % de la poblacién usa este tipo
de plantas para el cuidado de la salud, lo que
ha incrementado su demanda notablemente,
y por tanto su cultivo (WHO, 2019). La de-
manda global del mercado de AEs se estimo
en 247.080 toneladas en 2020 y se espera
que aumente por la creciente demanda de la
industria alimentaria, de cuidado personal y
cosmética. La cuota de uso de los AEs en el
mercado estd liderada por los tratamientos
para la salud, que supusieron mas del 39,0 %
en 2019, seqguido de su uso en la industria de
alimentacion y bebidas (38,6 %), y de usos do-
mésticos y otras aplicaciones médicas (Grand
View Research, 2020). El valor total en im-
portaciones y exportaciones globales de PAM
supusieron 3,02 y 3,18 mil millones de déla-
res en 2015, respectivamente, siendo India
uno de los principales exportadores, mientras
que la importacién estuvo liderada por Sin-
gapur, Japén, Alemania y EE.UU. (Roosta et
al., 2017).

El cultivo de PAM se esta potenciando en dis-
tintos municipios de la geografia aragonesa
como el Somontano-Hoya de Huesca, Mon-
cayo o Bajo Aragén y otras zonas del Sistema
Ibérico turolense, que se caracterizan por la
abundancia de flora espontanea aromatico
medicinal. Debido a su importancia, actual-
mente se esta trabajando en mejorar la pro-
duccién de AEs seleccionando aquellos fe-
notipos mas interesantes, destacando las
especies Salvia sclarea L., Salvia lavandulifo-
lia, Lavandula angustifolia, Satureja mon-
tana, entre otras (Navarro-Rocha et al., 2020).
La composicion de estos aceites esenciales
puede cambiar significativamente depen-
diendo de la regién de cultivo, condiciones
ambientales y agronémicas, tiempo de cose-
cha, etapas de desarrollo de las plantas o el
método de extraccion utilizado. El término
quimiotipo surge para clasificar a poblacio-

nes de la misma especie botanica pero que
tienen variaciones notables en la composi-
cién y concentracion de varios de los com-
puestos que componen su perfil quimico (So-
ria et al., 2008; Abada et al., 2020).

Estos extractos son mezclas complejas de
compuestos volatiles, sintetizados por varias
estructuras de las plantas durante su meta-
bolismo secundario. La presencia de alcaloi-
des, fenoles, y compuestos derivados de ter-
penos hacen que los AEs sean efectivos frente
a una amplia variedad de microorganismos
patdgenos (Sayeed et al., 2014). El principal
mecanismo de accién de los aceites esencia-
les se basa en su capacidad para traspasar la
pared celular bacteriana y la membrana ci-
toplasmatica, induciendo cambios en la per-
meabilidad o integridad de la membrana
plasmatica y desencadenando la lisis celular
(Lopez-Romero et al., 2015). Otros estudios
han ampliado el conocimiento de los cambios
que preceden a la muerte celular, entre los
gue se incluyen la formaciéon de mesosomas
o la disminucién de la tolerancia a altas con-
centraciones de NaCl (Radulovic et al., 2013).
Se conoce que el carvacrol es capaz de inhi-
bir la produccién de toxinas de B. cereus, y
que la aplicaciéon de AE de orégano inhibe la
produccién de enterotoxinas por parte de S.
aureus, incluyendo la inhibicién de S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) (Tariq et al.,
2019), propiedad que se potencia con el uso
conjunto de varios AEs, como se ha obser-
vado con las sinergias entre los AEs de Men-
tha pulegium y Mentha piperita frente a S.
aureusy E. coli (Chraibi et al., 2021). Esta ca-
pacidad de inhibir el crecimiento de bacterias
resistentes y su actividad frente a otros mi-
croorganismos como levaduras, hongos e in-
cluso virus, o la capacidad de evitar la forma-
cion de biofilms (Sayeed et al., 2014; Tariq et
al., 2019) los posiciona como alternativa a
otros aditivos de origen sintético.

El deterioro microbiolégico de los alimentos
conduce a productos no aptos para el con-
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sumo, produciendo importantes pérdidas
econdmicas en la industria alimentaria, y
gran cantidad de desperdicios en los hogares.
Estos pueden ser alterados por agentes fisi-
cos, quimicos y biolégicos, como microorga-
nismos y enzimas, responsables de procesos
metabolicos diversos. Ademas, los microorga-
nismos patégenos pueden ser causantes de
toxiinfecciones, suponiendo un riesgo para la
salud del consumidor (Preedy, 2015). Concre-
tamente, la trufa negra (Tuber melanospo-
rum) presenta perfiles microbiolégicos propios
de especies de origen telurico, con recuentos
totales de microorganismos elevados que os-
cilan entre 8 y 9 log ufc/g, encontrandose casi
exclusivamente en el peridio (exterior). En otros
alimentos, esta elevada carga microbiana se-
ria un claro indicativo de deterioro biético, o
de alimentos obtenidos por procesos fer-
mentativos. Entre los microorganismos alte-
rantes mas importantes de la trufa negra, se
encuentran el género Pseudomonas (7,2-
8,2 log ufc/g), seguido de la familia Entero-
bacteriaceae (3,5-6,2 log ufc/g) y la mico-
biota (3,5-6,2 log ufc/g) (Tejedor-Calvo et al.,
2024). Ademas se ha estudiado la prevalen-
cia de bacterias patégenas en las tres especies
de trufa de mayor consumo a nivel global,
trufa negra (Tuber melanosporum), trufa de
verano (Tuber aestivum) y trufa china (Tuber
indicum) detectando presencia de B. cereus, Y.
enterocolitica y C. perfringens entre otras bac-
terias patdégenas, aunque su concentracion
ha sido inferior a la dosis minima infectiva es-
tablecida por la EFSA (2005), e incluso por de-
bajo de la normativa legal europea en el caso
de L. monocytogenes (Marco, 2015). En cual-
quier caso, estas bacterias son propias de la ri-
zosfera y su presencia no parece estar ligada
ni al origen geografico ni a la especie, y no
comprometen la aptitud sanitaria de la trufa,
aunque se debe tener en cuenta a la hora de
consumir trufa en fresco o sus derivados.

El objetivo del trabajo ha sido determinar la
capacidad de inhibicion de crecimiento mi-

crobiano de cepas alterantes de trufa negra
(Tuber melanosporum) y patégenos causan-
tes de toxiinfecciones alimentarias de distin-
tos quimiotipos de aceites esenciales proce-
dentes de plantas aromaticas cultivadas en
Aragén.

Material y métodos

Aislamiento, identificacion y seleccion
de las cepas microbianas asociadas a la
trufa negra (Tuber melanosporum)

Se emplearon 5 carpoforos enteros sanos pro-
cedentes de Anento (Zaragoza). Las trufas,
una vez recolectadas, fueron transportadas
en cajas de poliestireno expandido bajo re-
frigeracién hasta su llegada al laboratorio. Se
cepillaron bajo el grifo, desinfectando el ce-
pillo entre muestras, y se dejaron secar al aire.
El analisis microbiolégico se realizé siguiendo
las Normas ISO: toma de muestras (6887-1:
1999), analisis de microorganismos aeroanae-
robios meséfilos totales (4833-2:2013), Pseu-
domonas spp. (13720:2011) y bacterias acido
lacticas (15214:1998).

Las trufas se homogeneizaron en un stoma-
cher Lab-Blender Circulator 400 (Seward La-
boratory, Reino Unido) en agua de peptona
al 0,1 % durante 2 min a 260 rpm. Las placas
de Petri se incubaron durante 5 d para se-
leccionar las colonias segun su morfologia
con ayuda de una lupa binocular Leica EZ4
(Wetzlar, Alemania). Se aislaron 10 colonias
en base a su morfologia (6 procedentes de
PCA, 2 de Agar Pseudomonas+CFC y 2 de
Agar MRS), que se sembraron por agota-
miento en agar TSA (agar triptona y soja), y
se incubaron a 30 °C durante 48 h. La carac-
terizacion de colonias en Gram+ y Gram- se
realiz6 mediante la prueba del KOH, resus-
pendiendo una colonia de cada cepa en un
portaobjetos con una gota de esta solucién
al 3 % (Gregersen, 1978).
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Finalmente, se realizé la identificacién mole-
cular de los microorganismos aislados me-
diante la secuenciacion de la region 16S del
ADN (Tejedor-Calvo et al., 2020). Para ello, se
introdujo en viales una cantidad significativa
de microorganismo directamente desde cul-
tivo puro, se afladieron 100 pl de PrepMan®
Ultra Sample Preparation Reagent (Applied
Biosystems, EE.UU.) y se llevaron a 100 °C du-
rante 10 min en un termobloque (Eppendorf
ThermoMixer C, Alemania). Se centrifugaron
a 13.000 rpm durante 5 min (Gyrozen, Corea
del Sur) y se determiné la concentracion de
ADN en el sobrenadante con un NanoDrop
2000 Spectrophotometer (ThermoFisher
Scientific, EE.UU.). La amplificacion se realizé
mediante PCR (94 °C - 2 min; [94 °C - 30 s;
51°C-1min; 72 °C- 1 min] x 33 ciclos; 72 °C
-7 min; 4 °C - ) utilizando los cebadores 8F-
1492R. Posteriormente, se purificdé el pro-
ducto de reaccion con el kit QlAquick PCR Pu-
rification (Qiagen, Inc., EE. UU.).

Para verificar la calidad de la amplificacion,
se realizd una electroforesis en gel de aga-
rosa al 1,5 % tamponado (Buffer Tris, Acido
acético, EDTA) y 0,8 pL de Midori Green (NIP-
PON Genetics GmbH, Alemania). La corriente
empleada fue de 60 mV, a partir de una
fuente de electroforesis BioRad PowerPac
HV (BioRad, EE.UU.) y la revelacién de bandas
se llevé a cabo en un transiluminador (Che-
midoc XRS+ BioRad, EE.UU.) con la ayuda
del software GeneSys (Syngene, Reino Uni-
do). Finalmente, se afadieron 3 pL de Primer
Ry 10 pL del producto de la PCR en microtu-
bos refrigerados a 10 °C, y se enviaron a se-
cuenciar a la empresa STAB VIDA (Caparica,
Portugal). Las secuencias se visualizaron y
depuraron con el software 4Peaks (Nucleby-
tes, Holanda), y se compararon con la base de
datos de nucleétidos en la Web BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) del Centro Na-
cional de Informacién Biotecnoldgica de
EEUU (NCBI, 2024).

Tras la identificacion, se eligieron 4 cepas en
base a su capacidad de alterar las trufas, 2

Gram+ (Bacillus sp. y Microbacterium sp.), y 2
Gram- (Pseudomonas fluorescens y Yersinia
enterocolitica), esta Ultima también es cau-
sante de toxiinfecciones alimentarias. Afa-
didos a este patdgeno, se seleccionaron otros
patégenos procedentes de la Coleccién Es-
pafola de Cultivos Tipo (CECT), 3 de ellos
Gram+ (Staphylococcus aureus CECT435, Ba-
cillus cereus CECT135y Listeria monocytoge-
nes CECT 911) y 3 Gram- (Escherichia coli
0157:H7 CECT516, Pseudomonas aeruginosa
ATCC27853 y Salmonella enterica subsp. en-
terica CECT4155), debido a su importancia
por encontrarse de forma natural en trufasy
otras setas comestibles o durante su mani-
pulacion (Venturini et al., 2011; Marco, 2015;
Romanazzi et al., 2016).

Obtencion de los aceites esenciales
y analisis del perfil quimico

El Centro de Investigacion y Tecnologia Agro-
alimentaria de Aragén cuenta con varias
plantaciones experimentales de plantas aro-
matico medicinales (PAM) en produccién
para evaluar la productividad de diferentes
especies y la calidad de los aceites esenciales
(AEs) obtenidos. Inicialmente se selecciona-
ron 10 quimiotipos en base a su rendimiento
pertenecientes a los géneros Satureja, Ori-
ganum, Thymus, Salvia, Lavandula, y Mentha
(Figura 1) para hacer un cribado en funcion
de su capacidad antimicrobiana.

Los AEs fueron obtenidos mediante hidro-
destilacion en un aparato tipo Clevenger de
acuerdo con el método descrito por la Far-
macopea Europea de la Direccion Europea de
Calidad de los Medicamentos (EDQM), y se
conservaron durante todo el estudio en via-
les de color ambar y en refrigeracion. Los
AEs se analizaron mediante cromatografia de
gases y espectrometria de masas (GC-MS) en
un cromatografo de gases Shimadzu GC-2010
acoplado a un detector de masas Shimadzu
GCMS-QP2010 Ultra (ionizacion electronica,
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— Ayerbe, 2020: Thymus (616), Rosmarinus

Bernués, 2020: Artemisa (625), Origanum (600),
Satureja (614), Salvia (599), Lavéndula (613)

(617)

Huesca, 2019: Salvia (540)

Luesia, 2020: Artemisa (626)

Zuera, 2020: Origanum (618)

Ejea, 2019: Satureja (573), Lavandula (536),

Thymus (517), Mentha (544), Mentha (473)

- Jaraba, 2018: Rosmarinus (438)

Figura 1. Parcelas experimentales de cultivo de plantas aromaticas y medicinales (PAM) localizadas en
Aragoén de donde se han obtenido los aceites esenciales (Aes) ensayados.

Figure 1. Experimental plots for the cultivation of aromatic and medicinal plants (PAM) located in Aragon
from which the essential oils (EOs) tested were obtained.

70 eV) y equipado con una columna capilar
de 30 m x 0,25 mm y 0,25 um de espesor de
pelicula (Teknokroma TRB-5 (95 %) Dimetil-
(5 %) difenilpolisiloxano). Las condiciones de
trabajo fueron las siguientes: relacién de di-
vision (20:1), T2 inyector 300 °C, T® linea de
transferencia conectada al espectrometro de
masas 250 °C, T* inicial de la columna 70 °C
con rampa de T2 (6° ¢/min) hasta 290 °C.

Para la identificacion de compuestos, se uti-
lizaron espectros de masas de ionizacién de
electrones y datos de retencion e indices de
retencién lineal calculados (LRI), que se com-

pararon con los de los estdndares o encon-
trados en la base de datos de espectros de
masas Wiley 229. Ademas, los tiempos o in-
dices de retencién de los estandares y mar-
cadores conocidos de los AEs también fueron
empleados para confirmar las identidades
de los constituyentes.

Cribado de los AEs seleccionados mediante
difusién en agar

Para seleccionar los AEs con mayor actividad
antimicrobiana se hizo un ensayo de difusion
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en agar por discos (Balouiri et al., 2016) en-
frentando cada extracto con las 10 cepas bac-
terianas indicadas. Las cepas se incubaron en
tubos de Caldo de Triptona y Soja (TSB) a
37 °C/24 h. Tras verificar un crecimiento visi-
ble, se realizaron diluciones hasta conseguir
una concentracion de 0,5 sobre la escala
McFarland (1,5 x 108 uf¢/mL). Posteriormente
se sembraron 100 pL por extensién en super-
ficie en placas de agar Mueller Hinton (MHA)
y se depositaron discos de celulosa de 6 mm
de didmetro impregnados con 8 uL de AE. Se
utilizé6 agua destilada como control nega-
tivo, vancomicina como control positivo para
bacterias Gram+ (20 pg/disco) y gentamicina
para Gram- (10 ug/disco). Finalmente, el ra-
dio de los halos de inhibicion se midié con un
calibre tras incubar las placas a 37 °C/24
(Ghanzafari et al., 2020).

Determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (MIC) y minima bactericida
de los AEs

La concentracién minima de un agente anti-
microbiano capaz de impedir el crecimiento
visible de un microorganismos después de
su incubacién se denomina MIC (CLSI, 2015).
Para ello, cada AE se mezcl6 con caldo Mueller-
Hinton (MHB) y Tween 80 (Sounouvou et al.,
2021) en concentraciones decrecientes (1 % -
9,75-10% %). Se afnadieron 150 uL de la emul-
sion a la concentracién correspondiente en
placas de 96 pocillos y cada pocillo se inoculé
con 50 pL de la suspension bacteriana ade-
cuada previamente ajustada a la concentra-
cion 0,5 de la escala McFarland. Se utilizé
vancomicina y gentamicina como controles
positivos, y MHB + Tween 80 como control
negativo. Tras incubar las placas a 37 °C du-
rante 24 h se midié la absorbancia a 630 nm
en un espectrofotometro (Thermo Fisher
Scientific, EE.UU.). La MIC se establecié como
la menor concentracion de AE en la que
hubo ausencia total de turbidez, pero si se
observé crecimiento en placa tras sembrar

100 pL en agar Mueller Hinton (MHA) e in-
cubar las placas a 37 °C/24 h (Ghazanfari et
al., 2020). Por otro lado, se consideré que la
concentracion minima bactericida (MBC) de
cada AE fue aquella que inhibié plenamente
el crecimiento de los microorganismos en las
placas de MHA tras la incubacién (CLSI, 2015;
Ghazanfari et al., 2020).

Resultados y discusion

Anaélisis preliminar de las cepas microbianas
asociadas a Tuber melanosporum

El origen telurico de la trufa negra quedé pa-
tente con la alta heterogeneidad de morfo-
logias bacterianas obtenidas tras los cultivos
iniciales en placa. Dentro de la diversidad de
especies microbianas asociadas a este pro-
ducto, el género Pseudomonas resultd ser
mayoritario, coincidiendo con Romanazzi et
al. (2016). Las secuencias de las morfologias
seleccionadas se visualizaron y limpiaron con
el software libre 4Peaks (Nuclebytes, Ho-
landa) y se identificaron mediante Blast. Fi-
nalmente, se seleccionaron 3 cepas bacteria-
nas alterantes procedentes de la trufa negra
(Bacillus sp., Microbacterium sp., P. fluores-
cens) y una patégena (Y. enterocolitica).

Perfil quimico de los aceites esenciales

La capacidad de inhibir el crecimiento de los
microorganismos que exhibe un AE esta di-
rectamente relacionada con su perfil quimico,
debiéndose no solo a la actividad antimicro-
biana de los compuestos quimicos mayorita-
rios de ese extracto, si no a la sinergia ejer-
cida entre estos compuestos y otros presentes
en menor cantidad (Chraibi et al., 2021). Di-
versos estudios afirman que cada quimiotipo
contiene una serie de moléculas que presen-
tan un mayor efecto bactericida o bacterios-
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tatico responsables del potencial antimicro-
biano de cada AE (Ounoughi et al., 2020; Se-
merdjieva et al., 2020; Kowalczyk et al.,
2021). Ademas, los compuestos pueden pre-
sentar diferentes mecanismos de accién y es-
tablecer sinergias como sucede con el o-ter-
pineno, en si mismo tiene un bajo efecto
bactericida pero es capaz de inhibir las bom-
bas de eflujo TetK de algunos microorganis-
mos. En el caso de S. aureus, aumenta el
efecto de otros antimicrobianos al no poder
ser expulsados extracelularmente tan rapi-
damente (Limaverde et al., 2017).

La Tabla 1 muestra los perfiles quimicos de los
AEs que demostraron cierta actividad antimi-
crobiana. T. vulgaris presenté concentracio-
nes moderadas de eucaliptol (15,2 %), linalol
(14,7 %) y timol (9,0 %). En L. angustifolia,
acetato de linalilo fue el compuesto mas abun-
dante llegando a suponer la mitad de su com-
posicion (50,1 %), seguido del linalol (21,5 %).

Los dos AEs de S. montana se caracterizaron por
una alta concentracion de carvacrol (41,3 % y
37,1 %), compuesto con gran efecto biocida
demostrado, seguido de otros compuestos
con actividad antimicrobiana como p-cimeno
(17,6 % y 25,5 %), y-terpineno (14,1 % y
7.1 %) y timol (3,4 % y 7,3 %). Los perfiles
quimicos de estos dos AEs de la misma espe-
cie presentaron diferencias en la concentra-
cion de los compuestos mencionados, asi co-
mo en otros componentes minoritarios,
pudiendo ser debido a su diferente proce-
dencia. Aunque habria que estudiar el efecto
de cada compuesto quimico individualmente,
y combinarlos para establecer sinergias, en li-
neas generales se puede observar como el
perfil quimico de los dos AEs de S. montana se
correlaciona con su actividad antimicrobiana.

Por otro lado, el AE de S. rosmarinus destaco
por una alta concentracién de o-pineno
(28,4 %) y alcanfor (9,5 %), mientras que en
el de la especie O. vulgare subsp. virens des-
tacaron y-terpineno (21,4 %) y p-cimeno
(10,6 %). Finalmente, el AE de M. rotundifo-

lia, mostré un perfil quimico muy diferente al
resto de especies estudiadas, con concentra-
ciones mas bajas de los compuestos mencio-
nados anteriormente; Unicamente destaco
el limoneno como compuesto comun entre
ellas, con un 6,6 % de abundancia. Aunque
presentoé un perfil complejo y con cantidades
interesantes de otros compuestos como la
piperitona (20,8 %) o el 6xido de piperitona
(37,0 %), este hecho puede explicar la baja
actividad antimicrobiana que exhibi6 este
aceite esencial.

Cribado de los aceites esenciales

La capacidad de inhibicién de crecimiento
bacteriano en medio sélido de los de 10 qui-
miotipos fue mayor contra las bacterias
Gram+ (Tabla 2). La falta de membrana ex-
terna de la bacterias Gram+ hace que sean
mas susceptibles a los mecanismos de accion
de los AEs, a diferencia de las Gram—, mas re-
sistentes, y que si poseen esta envoltura ce-
lular (Breijyeh et al., 2020). Los dos AEs de S.
montana presentaron la mayor actividad an-
tibacteriana frente a Bacillus sp. (14 mm y
9,5 mm). Ademas ambos AEs presentaron
una actividad antimicrobiana superior en la
mayoria de bacterias evaluadas, seguidos de
los AEs de O. vulgare subsp. virens'y T. vul-
garis. Estos resultados coinciden con los ob-
servados por otros autores que otorgan a los
AEs de S. montana una gran capacidad de in-
hibicién con halos de 38,50 + 2,5 mm (Dje-
nane et al., 2011).

Aunque los AEs de L. angustifolia y M. rotun-
difolia no fueron efectivos frente a P. fluo-
rescens, S. enterica, S. aureusy Y. enterocoli-
tica, estos extractos también se seleccionaron
por su capacidad de inhibir otros de los mi-
croorganismos ensayados. Por otro lado, los
dos quimiotipos de R. officinalis y S. offici-
nalis mostraron muy baja o nula actividad
frente a todas las bacterias estudiadas, por lo
que no fueron seleccionados para los si-
guientes ensayos.
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Tabla 1. Perfil quimico de los aceites esenciales de las distintas especies de plantas aromatico medici-
nales con efecto antimicrobiano empleadas.

Table 1. Chemical profile of the essential oils of the different species of aromatic medicinal plants with
antimicrobial effect tested.

Compuesto Tv L.a. sm. S.m. O.v.v. M.r.
tricicleno 0,04 0,01 0,02

o-tuyeno 0,68 1,11 1,34 0,98

o-pineno 1,63 0,15 0,76 0,98 0,45

canfeno 0,94 0,20 0,31 0,40 0,16

sabineno 1,26 0,06 0,22 1,16 1,05
B-pineno 1,89 0,12 1,29 0,44 0,36 1,65
3-octanona 0,03 0,49 0,08

mirceno 6,38 0,31 1,70 1,20 2,09 1,21
3-octanol 0,05 0,05 0,07 0,02

octanal 0,01

a-felandreno 0,06 0,02 0,29 0,23 0,23

A-3-careno 0,02 0,08 0,05
o-terpineno 0,65 1,93 1,94 2,72

p-cimeno 9,83 0,06 17,57 25,48 10,58

limoneno 1,67 1,30 0,76 1,22 0,63 6,63
eucaliptol 15,17 2,07 0,42 0,77 0,25 0,59
cis-B-ocimeno 0,02 1,98 0,30 2,00 0,63
trans-f-ocimeno 0,04 1,08 0,17 2,34
y-terpineno 2,36 0,02 14,14 7,13 21,43 0,25
sabineno hidrato 1,91 0,05 0,93 1,05 0,46
terpinoleno 0,28 0,21 0,11 0,18

linalol 14,74 21,51 0,72 0,88 8,42

alcanfor 0,96 4,26 0,04 0,04

borneol 0,81 3,36 0,85 1,39 0,32
terpinen-4-ol 1,26 0,06 0,41 0,63 0,38 0,25
o-terpineol 2,49 0,67 0,04 1,94
dehidrocarvona 0,12

metil ester de timol 0,50 0,02 1,55

T.v.. Thymus vulgaris. L.a: Lavandula angustifolia. S.m: Satureja montana O.v.v: Origanum vulgare subsp.
virens. M.r: Mentha rotundifolia.
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Tabla 1. Perfil quimico de los aceites esenciales de las distintas especies de plantas aromatico medici-
nales con efecto antimicrobiano empleadas (continuacién).

Table 1. Chemical profile of the essential oils of the different species of aromatic medicinal plants with
antimicrobial effect tested (continuation).

Compuesto Tv L.a. s.m. S.m. O.v.v. M.r.
butirato de hexilo 0,65

nerol 0,03

neral 0,06

cuminal 0,29 0,03

carvona 0,14

metil ester de carvacrol 0,37 0,10 5,50

acetato de linalilo 5,85 50,11 0,86 1,25
geranial 0,10

acetato de bornilo 0,31 0,11 0,02

acetato de lavandulilo 2,73

timol 9,02 3,36 7,25 11,51

carvacrol 1,96 0,02 41,29 37,14 6,78

acetato de o-terpinilo 7,29

acetato de timilo 0,05 0,03

acetato de carvacrol 0,22

acetato de nerilo 0,06 0,14 0,28
o-cubebeno 0,03

o-copaeno 0,08 0,02 0,03 0,07
B-burboneno 0,28 0,21 0,31
acetato de geranilo 1,51 0,29

o-gurjuneno 0,02 0,02

B- elemeno 0,46
B-cariofileno 3,84 1,98 3,37 3,90 5,16
aromadendrene 0,14 0,11

cumarina 0,03

o-humuleno 0,14 0,07 0,19 0,61 0,83
trans-B-farneseno 1,16 0,02 0,07

allo aromandrene 0,06 0,05 0,06

T.v.. Thymus vulgaris. L.a: Lavandula angustifolia. S.m: Satureja montana O.v.v: Origanum vulgare subsp.
virens. M.r: Mentha rotundifolia.
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Tabla 1. Perfil quimico de los aceites esenciales de las distintas especies de plantas aromatico medici-
nales con efecto antimicrobiano empleadas (continuacién).

Table 1. Chemical profile of the essential oils of the different species of aromatic medicinal plants with
antimicrobial effect tested (continuation).

Compuesto Tv L.a. sm. S.m. O.v.v. M.r.
germacreno-D 1,00 1,53 1,77 0,33 3,66 7,39
biciclogermacreno 0,74 0,06 1,90
o-muuroleno 0,05 0,08 0,04
B-bisaboleno 0,06 2,63 3,36 2,76

y-cadineno 0,19 0,16 0,24 0,39 0,15

A-cadineno 0,28 0,07 0,58 0,42 0,48
espatulenol 0,13 0,23 0,60

6xido de cariofileno 0,85 0,30 0,81 1,18 0,46
B-eudesmol 0,07

o-eudesmol 0,12

o-bisabolol 2,15 0,07

t-muurolol 0,10 0,08
chamazuleno 11,54

farnesol 1,85
calameneno 0,53
viridiflorol 0,51
acetato de 1-octen-3-ilo 1,24
endo-borneol 2,31
p-cimen-8-ol 0,51
cuminaldehido 1,12
piperitona 20,77
6xido de piperitona 36,97
cis-jasmona 0,35
cinerolona 2,72
trans-cariofileno 6,07
B-cubeneno 0,41
epi-biciclosesquifelandreno 0,69

T.v.. Thymus vulgaris. L.a: Lavandula angustifolia. S.m: Satureja montana O.v.v: Origanum vulgare subsp.
virens. M.r: Mentha rotundifolia.



Tabla 2. Radio de halos de inhibicion (mm) producidos por distintos aceites esenciales por el método de difusion en agar frente a bac-

terias asociadas a la pérdida de calidad de la trufa negra (Tuber melanosporum), y otras bacterias causantes de toxiinfecciones ali-

mentarias.

Table 2. Radius of inhibition halos (mm) produced by different essential oils by the agar diffusion method against bacteria associa-

ted with the loss of quality of black truffle (Tuber melanosporum), and other food-borne toxi-infective bacteria.
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C+

M. rotundifolia

O. vulgare subsp. virens

L. angustifolia  S. montana

T. vulgaris

2,5

S. aureus

2,5

3,5

5,5

3,5

B. cereus

L. monocytogenes

9,5

14

Bacillus sp.

7.5
4,5

2,5

Microbacterium sp.

4,5

S. enterica

3,5

5,5

2,5

2,5

Y. enterocolitica

P fluorescens

12

3,5

5,5

E. coli O157:H7
P. aeruginosa

2,5

1,5

C+: control positivo, 20 pg/disco de vancomicina para bacterias Gram+ y 10 ug/disco de gentamicina para bacterias Gram-. C-: con-

trol negativo.

Determinacion de la concentracion minima
inhibitoria (MIC) y minima bactericida (MIBC)

Aungue para algunas bacterias estudiadas
no se llegé a alcanzar la MIC con la mayor
concentracion de AE aplicada, la mayor efi-
cacia bactericida de los AEs de S. montana fue
frente a S. aureus (0,0625 %) y E. coli O157:H7
(0,125 % y 0,0625 %), seguido de L. monocy-
togenes (0,25 %) confirmando su potencial
capacidad antimicrobiana (Tabla 3). Por otro
lado, la bacteria méas resistente a los AEs re-
sulté ser S. enterica, con un MIC superior al
1 % frente a todos los AEs estudiados. S. en-
terica es un patégeno ampliamente conocido
en la industria alimentaria y se han observado
multiples resistencias a antibioticos por parte
de esta bacteria Gram- (Alenazy, 2022).

Los resultados de Concentracion Minima Bac-
tericida (MBC) se presentan en la Tabla 4 en
forma de porcentajes de AE empleado. Como
cabia esperar, ambos AEs de S. montana pre-
sentaron gran poder bactericida frente a S.
aureus (0,125 %), L. monocytogenes (0,25 %)
y E. coli 0157:H7 (0,125 %). Por el contrario,
P. fluorescens, P. aeruginosa y S. enterica mos-
traron una gran resistencia frente a estos AEs.

Por otro lado, cabe destacar la escasa eficacia
de otros AEs como O. vulgare subsp. virens, L.
angustifolia y T. vulgaris con valores de MBC
de 1 % y superiores, que concuerdan con los
resultados obtenidos por otros autores, que
emplearon concentraciones del 5 % y 1 % de
AE de T. vulgaris frente a cepas S. aureusy E.
coli (Motlagh et al., 2014). Para establecer
unos resultados satisfactorios de MICy MBC,
las concentraciones utilizadas para estos AEs
deberian aumentarse, sin embargo, esto su-
pone un problema para técnicas basadas en
espectrofotometria en las que la propia tur-
bidez del aceite dificulta las medidas de pro-
liferacion bacteriana.
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Tabla 3. Concentraciones minimas inhibitorias (MIC) de aceites esenciales (%) de distintas especies de
plantas aromatico medicinales ensayados en bacterias alterantes de la calidad de la trufa negra (Tuber
melanosporum) y causantes de toxiinfecciones alimentarias.

Table 3. Minimum inhibitory concentrations (MIC) of essential oils (%) of different species of aromatic
medicinal plants tested on bacteria associated with the loss of quality of black truffle (Tuber melanos-
porum), and other food-borne toxi-infective bacteria.

0. vulgare
T. vulgaris L. angustifolia S. montana subsp. virens M. rotundifolia
S. aureus 0,50 >1 0,0625 0,0625 >1 1-0,5
B. cereus >1 >1 0,25 0,25 >1 1-0,5
L. monocytogenes 0,50 >1 0,125 0,125 >1 1-0,5
Bacillus sp. >1 >1 0,25 0,25 >1 1-0,5
Microbacterium sp. 0,50 >1 0,25 0,25 >1 1-0,5
S. enterica >1 >1 >1 >1 >1 >1
Y. enterocolitica 0,50 >1 0,50 0,25 >1 >1
P. fluorescens >1 >1 0,50-0,25 >1 >1 >1
E. coli O157:H7 >1 >1 0,0625 0,125 >1 1-0,5
P. aeruginosa 1-0,5 >1 >1 0,50-0,25 >1 >1

Tabla 4. Concentraciones minimas bactericidas (MCB) de aceites esenciales (%) de distintas especies de
plantas aromatico medicinales ensayados en bacterias alterantes de la calidad de la trufa negra (Tuber
melanosporum) y causantes de toxiinfecciones alimentarias.

Table 4. Minimum bactericidal concentrations (MCB) of essential oils (%) of different species of aromatic
medicinal plants tested on bacteria associated with the loss of quality of black truffle (Tuber melanos-
porum), and other food-borne toxi-infective bacteria.

O. vulgare
T. vulgaris L. angustifolia S. montana subsp. virens M. rotundifolia
S. aureus 1 >1 0,125 0,125 >1 1
B. cereus >1 >1 0,50 0,50 >1 1
L. monocytogenes 1 >1 0,25 0,25 >1 1
Bacillus sp. >1 >1 0,50 0,50 >1 1
Microbacterium sp. 1 >1 0,50 0,50 >1 1
S. enterica >1 >1 >1 >1 >1 >1
Y. enterocolitica 1 >1 1 0,50 >1 >1
P. fluorescens >1 >1 0,50 >1 >1 >1
E. coli O157:H7 >1 >1 0,125 0,25 >1 1

P. aeruginosa 1 >1 >1 0,50 >1 >1
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Conclusiones

La trufa negra (Tuber melanosporum) pre-
senta una carga microbiolégica heterogénea,
compuesta por diferentes géneros microbia-
nos entre los que destaca el género Pseudo-
monas, estrechamente relacionado con la
pérdida de calidad de este producto fresco.

A pesar de haberse identificado compuestos
con demostrado poder antimicrobiano en
los aceites esenciales procedentes de diferen-
tes especies de plantas aromaticas, Sa/lmo-
nella enterica subsp. enterica presento la ma-
yor resistencia frente a los diferentes aceites
esenciales ensayados.

Los aceites esenciales de Thymus vulgaris y
Satureja montana con alto contenido en eu-
caliptol, y carvacrol, respectivamente, han
mostrado un efecto prometedor para inhibir
la proliferacién de los microorganismos es-
tudiados, demostrando su potencial aplica-
Cién para la conservacion de alimentos, y mas
concretamente para la conservacion de trufa
en fresco, pudiendo ser una alternativa a los
tratamientos convencionales.
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Resumen

Para determinar el potencial de aplicacion de la imagen de resonancia magnética (IRM) en la evaluaciéon
de la aptitud tecnoldgica de perniles frescos a nivel industrial se han obtenido imagenes de resonancia
magnética potenciadas en T,, T,, T," y densidad protdnica (DP). Con este objetivo, se analizaron perni-
les frescos de cerdo blanco clasificados en cuatro categorias en funciéon de su contenido graso. En cada
pieza se determind, utilizando imagenes en el plano axial potenciadas en DP, el espesor de la grasa sub-
cutanea (GS) sobre los musculos rectus femoris (RF), vastus lateralis, biceps femoris y semitendinosus (ST)
a nivel de la longitud media del fémur. Ademas, se estimé el valor promedio del espesor de la GS en zo-
nas seleccionadas (SL) entre los musculos RF y ST. Se ha establecido una correlacién lineal (R2=0,85; p <
0,05) entre el espesor promedio de la GS en las zonas SL y el contenido graso total del pernil. El analisis
mediante IRM del interior de las piezas permitié la deteccién de defectos internos como hemorragias y
acumulos de sangre, lesiones articulares y 6seas, anomalias del ganglio popliteo y desgarros musculares,
que posteriormente fueron contrastadas mediante la diseccion de las piezas. Muchas de estas lesiones
tienen una importante repercusién en la aparicién de defectos en jamén curado. Se concluye que la IRM,
como técnica no destructiva, es una herramienta adecuada para la deteccion de defectos internos en pie-
zas integras, asi como para la estimacion del contenido total de grasa del pernil.

Palabras clave: IRM, dafos estructurales, grasa subcutanea, deteccion de lesiones.

Application of Magnetic Resonance Imaging (MRI) to non-destructive morphological analysis of meat
pieces. An approach to the selection of pork legs

Abstract

In order to determine the potential application of magnetic resonance imaging (MRI) in the evaluation
of the technological aptitude of fresh pork legs at industrial level, T,, T,, T,* and proton density (PD)
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weighted magnetic resonance images were obtained. For this purpose, fresh white pork legs classified
into four categories according to their fat content were analyzed. In each piece, the thickness of the
subcutaneous fat (GS) over the rectus femoris (RF), vastus lateralis, biceps femoris and semitendinosus
(ST) muscles at the level of the mid-femur length was determined using PD weighted axial images. In
addition, the average value of GS thickness in selected areas (SL) between RF and ST muscles was esti-
mated. A linear correlation (R2 = 0.85; p < 0.05) was established between the average GS thickness in
SL zones and the total fat content of the pork leg. MRI analysis of the interior of the pieces allowed the
detection of internal defects such as hemorrhages and blood accumulations, joint and bone lesions,
popliteal ganglion anomalies and muscle tears, which were subsequently contrasted by dissection of the
pieces. Many of these lesions have an important repercussion on the appearance of defects in cured ham.
It is concluded that MRI, as a non-destructive technique, is a suitable tool for detecting internal defects

in whole pieces, as well as for estimating the total fat content of the ham.

Keywords: MRI, structural damage, subcutaneous fat, injuries detection.

Introduccion

La industria carnica es una de las mas impor-
tantes dentro del sector agroalimentario en
Espafa, siendo la que presenta un mayor
porcentaje de cifra de negocios, con un
24,6 % del total, lo cual supone alrededor de
31.032 millones de euros (MAPA, 2022). Den-
tro de esta industria, los elaborados carnicos
tienen un elevado impacto en la economia,
siendo el jamén y la paleta curados los pro-
ductos con los valores mas altos de produc-
cién en Espafa, llegando a alcanzar en el ul-
timo ano, valores de 308.000 t, y en términos
de exportacion, las 67.196 t (ANICE, 2022).

En productos como el jamén curado, en los
que el proceso de elaboracién se prolonga
en el tiempo (en ocasiones, periodos de ma-
duracion de mas de 12 meses), es especial-
mente importante asegurar la calidad del
producto final. Para ello, se requiere dispo-
ner de metodologias que faciliten la selec-
ciéon de las piezas carnicas frescas con parti-
cularidades (como pH y contenido graso) que
garanticen un correcto desarrollo de las ca-
racteristicas sensoriales y que permitan esta-
blecer lotes homogéneos. Entre los factores
habituales de control, se encuentra el pH fi-
nal de las piezas carnicas, por su relevancia
en la seguridad, caracteristicas sensoriales y

aptitud tecnoldgica. Como es sabido, valores
de pH superior a 6,0-6,2 (caracteristicos de las
carnes DFD, Dry, Firm and Dark) conllevan un
mayor riesgo microbiolégico y reducen la di-
fusién del agua, mientras que valores de pH
inferior a 5,6 (carnes sospechosas de com-
portamiento PSE, Pale, Soft and Exudative)
favorecen la penetracion de la sal y la pér-
dida de agua (Bosse et al., 2018). Dada su im-
portancia, el pH es uno de los factores mas
controlados en la industria carnica. Otro fac-
tor a tener en cuenta en la elaboracién de
productos curados es el peso total de la pieza
en fresco (Lebrety Candek-Potokar, 2022).
Este factor condiciona el tiempo requerido
para el salado y la velocidad de deshidrata-
cion, asi como los procesos de maduracién.

El contenido de tejido adiposo del pernil es
también un parametro a considerar en la se-
leccion de las piezas destinadas a la produc-
Cién de jamoén curado. Este tejido, tiene una
gran relevancia en el desarrollo aromético y
sapido del producto final, debido sobre todo
a la lipdlisis y a la oxidacion de sus compo-
nentes (Segura et al., 2015). Una gran parte
del tejido adiposo del jamén curado corres-
ponde a la grasa subcutdnea (GS). Este acu-
mulo de grasa dificulta la difusién del agua 'y
la penetracion de la sal. Por tanto, un mayor
espesor de la GS evita la deshidratacion rapida
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y excesiva, con la consiguiente reduccion de las
pérdidas de peso a lo largo del proceso de cu-
rado. Ademas, la migracién de la sal a través
de la fraccion magra se ve condicionada tanto
por el contenido de GS como por el mayor
porcentaje de grasa total de la pieza (Candek-
Potokar y Skrlep, 2012; Segura et al., 2015;
Bonfatti y Carnier, 2020). Para la estimacion
del contenido de grasa de piezas carnicas in-
tegras, habitualmente se utilizan métodos
que requieren una toma de muestra o medi-
das aproximadas del espesor de la GS. Estos
métodos son laboriosos y en la mayoria de los
casos destructivos, pudiendo producir altera-
ciones en las piezas y su depreciacion (Pérez-
Palacios et al., 2014; Antequera et al., 2021).

Por otra parte, existen considerables dificul-
tades para analizar la morfologia y el estado
del interior de las piezas carnicas, pese a que
con frecuencia se presentan lesiones deriva-
das del manejo de los animales. Muchas de
las alteraciones que pueden producirse a ni-
vel 6seo y de tejido muscular tienen una
fuerte repercusion en la conservacién y en el
proceso de curado, con afectacién de la cali-
dad sensorial del producto final y las conse-
cuentes pérdidas econémicas (Candek-Poto-
kar y Skrlep, 2012). Entre los hallazgos mas
frecuentes se encuentran fracturas éseas, lu-
xaciones, inflamaciones y roturas de fascias
articulares, hipertrofia de ganglios, dafios en
el sistema vascular (sangre en los vasos, he-
matomas, equimosis o petequias, presencia
de sangre) y abscesos.

En este contexto, tanto para la estimacion del
contenido graso, como para la detecciéon de
alteraciones y lesiones, la industria carnica re-
curre a distintas técnicas no destructivas o mi-
nimamente invasivas (Pérez-Santaescolastica
etal., 2019), como las basadas en el uso de ul-
trasonidos (Contreras et al., 2021), la espec-
troscopia de infrarrojo cercano (Kademi et
al., 2019), la imagen hiperespectral (Gou et
al., 2013), o el empleo de rayos X, entre las
que se encuentra también la tomografia

computerizada (de Prados et al., 2015) y las
recientes técnicas de absorciometria de rayos
X de energia dual (Dual-energy X-ray ab-
sorptiometry, DXa) (Leighton et al., 2022).

Otras metodologias que podrian utilizarse en
el andlisis de piezas integras serian las basa-
das en la resonancia magnética nuclear (RMN),
entre las que se encuentra la Imagen de Re-
sonancia Magnética (IRM). Se trata de una
técnica, no invasiva, que no requiere contac-
to con la pieza a analizar y no utiliza radia-
cion ionizante. La IRM posibilita la obtencién
de imagenes con diferentes contrastes de-
pendiendo de distintos parametros caracte-
risticos, como son los tiempos de relajacion
longitudinal (T,) y transversal (T,, Tz*) o la
densidad proténica (DP), que dependeran
de las propiedades que tenga cada tejido de
la muestra estudiada (Mitchell et al., 2001).
Estas imagenes permiten observar la estruc-
tura interna de sistemas biolégicos, diferen-
ciando tejidos y estructuras. Ademas, esta
técnica permite la monitorizacion de los cam-
bios estructurales asociados a procesos de
degradacién, de maduracion, de transforma-
cion o de conservaciéon (Damez y Clerjon,
2008). En conjunto, es una herramienta va-
lida para la clasificaciéon y la determinacién
de la calidad de los alimentos.

Aunque esta metodologia se ha utilizado
fundamentalmente en el diagnéstico mé-
dico, su potencial para la industria alimenta-
ria es también muy elevado. No obstante, su
implantacion en el sector industrial ha es-
tado condicionada por el elevado coste eco-
némico de los equipos y la carencia de estu-
dios para adaptarlos a lineas de procesado en
continuo. Sin embargo, en los ultimos afos el
disefo de equipos de bajo campo magnético
mucho mas econdmicos, el desarrollo de nue-
vas secuencias y la mejora tecnolégica de los
equipos permiten actualmente, obtener ima-
genes en tiempos del orden de segundos o
incluso milisegundos (Uecker et al., 2010).
Todo ello, abre la posibilidad de su incorpo-
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racion a sistemas de produccion en el sector
agroalimentario.

En esta linea de estudio, se han desarrollado
diversos trabajos en los que se ha comproba-
do la utilidad de las imagenes de resonancia
magnética (RM) para detectar lesiones y ana-
lizar la morfologia de distintos alimentos,
especialmente de origen vegetal. Cabe men-
cionar el uso de la IRM para estimar el efecto
de la congelacion en naranjas (Barreiro et al.,
2008) y en pepinillos (Kotwaliwale et al., 2012),
la presencia de semillas en citricos (Hernan-
dez-Sanchez et al., 2005), el oscurecimiento
interno de peras (Hernandez-Sanchez et al.,
2007), asi como la presencia de alteraciones
en cerezas y en manzanas (Melado-Herreros
etal., 2013). A pesar de estos avances, el uso
de la IRM en lineas de produccién de la in-
dustria carnica estd todavia sin desarrollar.
No obstante, diversos trabajos de investiga-
cién han dejado patente la viabilidad de esta
técnica para el analisis de carne y productos
carnicos (Caballero et al., 2021), asi como
para la monitorizacién del proceso de ma-
duracién de productos carnicos mediante la
evaluacion de la difusion de la sal, las pérdi-
das de peso por deshidratacion o los cambios
estructurales (Garcia-Garcia et al., 2019; Man-
zocco et al., 2013).

Por todo esto, el objetivo de este trabajo es
estimar el potencial de la IRM para su uso a
nivel industrial como herramienta para de-
terminar la adecuacion de perniles destina-
dos a la elaboracion de jamoén curado.

Material y métodos
Materia prima analizada

Para la realizacion de este estudio, se utili-
zaron perniles frescos de 24 cerdos blancos
(Large White x Landrace x Duroc), suminis-
trados por una empresa carnica, tras su ob-
tencion a las 48 h después del sacrificio del

animal. El pernil derecho de cada animal se
destiné a la estimacién del contenido graso,
mientras que el izquierdo se utilizé para el
analisis por IRM. Las distintas determinacio-
nes se realizaron el mismo dia de obtencion
de las piezas o al dia siguiente (en las 48 h
tras el sacrificio del animal).

Determinacion del contenido graso, pH
y peso de los perniles

Todos los perniles se pesaron y se determiné
su pH en el musculo semimembranosus me-
diante puncién con un pHmetro Crison pH25+
(Hash, Loveland, EE. UU). El contenido graso
de la totalidad de las piezas se determiné en
un equipo de rayos X Multiscan Technologies
(Cocentaina, Alicante, Espaia). De forma adi-
cional, el pernil derecho de cada animal se
deshuesé después de la ablacion de la por-
cion distal a la altura del tarso. El material re-
sultante de este pernil en su totalidad, se
utilizé para la obtencién de un homogeni-
zado, tras su picado y mezcla, y se empled
para corroborar el contenido en grasa me-
diante el método Soxhlet (AOAC, 2006). El
pernil izquierdo se reservé integro para el
analisis mediante IRM. El contenido graso,
determinado en el equipo de rayos X, se uti-
lizd para la clasificacion de los perniles iz-
quierdos para la clasificacion en cuatro cate-
gorias (magros, contenidos medios de grasa,
grasos y muy grasos). Para el estudio se se-
leccionaron al menos seis piezas de cada ca-
tegoria.

Analisis mediante IRM

El andlisis de IRM de los perniles izquierdos se
realizaron en un equipo de resonancia mag-
nética de bajo campo de diseiio en C abierto
(Panorama 0,23T, Philips Sistemas Médicos,
Holanda). Se emple6 una antena de cuerpo
modelo XL. Los perniles se colocaron de mo-
do que el eje longitudinal del jamén quedé
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alineado con el eje mayor de la antena, es
decir, a lo largo del ancho de la antena, con
la cara lateral de la extremidad en la parte
alta de la misma (material complementario,
Figura 1M). En todos los casos fue necesario
introducir la “pezufia” a través de una de las
aperturas laterales de la antena, por superar
la longitud de los perniles la anchura de esta.
Los perniles fueron estudiados en el plano
axial y sagital, obteniéndose imagenes po-
tenciadasenT,, T,, T,* y DP. En primer lugar,
se adquirieron imagenes rapidas con orien-
tacion coronal, sagital y trasversal para la lo-
calizacion de los experimentos posteriores.
Para las imagenes potenciadas en T, se em-
plearon dos secuencias diferentes: Balanced
Fast Field Echo 3D (BFFE3D) y Turbo Spin
Echo 2D (TSE). En el primer caso el tiempo de
repeticién (TR) empleado fue de 8,4 ms, el
tiempo de eco (TE) de 4,2 ms, el angulo de
excitaciéon (FA) de 45° y el nUmero de expe-
rimentos promediados (NA) de 1. En el caso
de la secuencia TSE el TR empleado fue de
410 ms, el TE efectivo de 18 ms y NA de 4.
Para las imagenes potenciadas en DPy T2 se
empled una secuencia TSE de doble eco
(DTSE) que permite obtener para cada corte
imagenes con dos TE diferentes, de modo
que la primera imagen obtenida esta poten-
ciada en DPy la segunda en el tiempo de re-
lajacion transversal T,. En este caso se adqui-
rieron imagenes con 10 y 100 ms. Para las
imagenes potenciadas en T,* se usé una se-
cuencia Fast Field Echo (FFE) con TR de 850 ms,
TE de 40 ms, FA de 75° y NA de 1. El tamafio
de la region de la imagen (field of view, FOV)
fue en todos los casos de 45x45 cm? y la an-
chura de los cortes de 5 mm. Para la secuen-
cia BFFE3D potenciada en T, en direccién sa-
gital se realizdé un barrido completo del
jamon, adquiriéndose 42 cortes en total. Para
el resto de secuencias y orientaciones el nu-
mero de cortes varié entre 12 y 28. La reso-
lucion de las imagenes varié dependiendo de
la matriz adquirida, de modo que se obtuvie-
ron imagenes de alta resoluciéon (1 mm) en

tiempos de adquisicion aproximados de 6 min
e imagenes de baja resolucién (2,5 mm) y
tiempos de adquisicion aproximados de 1 min.

Las imagenes obtenidas se analizaron me-
diante el visor de imagenes Radiant DICOM
Viewer 2022.1.1 (Medixant, Poznan, Polonia)
y el programa de procesamiento digital de
imagen ImagelJ 1.54 (NIH, Bethesda, Mary-
land, EEUU). Como se indica en los siguientes
apartados, el analisis de IRM se utilizé para
estimar el espesor de la grasa subcutaneay la
deteccion de alteraciones o lesiones internas.

Determinacion del espesor de la grasa
subcutanea (GS)

El espesor de la GS se determiné con el pro-
grama ImageJ a partir de las imagenes de RM
axiales potenciadas en DP correspondientes
al corte en la longitud media del fémur (con-
siderando esta longitud desde la articulacion
coxofemoral hasta la articulacion de la fe-
morotibial o de la rodilla). Para la medida del
espesor de la GS se determiné la distancia en-
tre la superficie de la piel y la superficie mus-
cular en la que se inserta el tejido adiposo, si-
guiendo una trayectoria lineal perpendicular
a las mencionadas superficies. La estimacién
se realiz6 en varios puntos sobre los muscu-
los rectus femoris (RF), vastus lateralis (VL), bi-
ceps femoris (BF) y semitendinosus (ST), con-
siderdndose valores individuales y promedios
(Figura 1a).

Analisis interno de los perniles.
Deteccion de lesiones en distintos tejidos

Para la detecciéon de lesiones en el conjunto
de la masa del pernil, se analizaron en primer
lugar las imagenes FFE potenciadas en T, de
baja resolucion adquiridas con el fin de de-
tectar de forma visual zonas con intensidades
andémalas en distintos tejidos. Tras este estu-
dio inicial, se usaron las imagenes de mayor
resolucion adquiridas con diferentes poten-
ciacionesy orientaciones de los perniles para
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Figura 1. Puntos utilizados para la determinacién del espesor de la grasa subcutanea (GS) en distintas
zonas del pernil en una imagen de resonancia magnética (RM) en el plano axial potenciada en densi-
dad proténica (DP). (A) Puntos para la estimacion del espesor medio de la GS sobre distintos musculos.
(B) Puntos considerados para la estimacién del espesor de la GS las zonas seleccionadas (SL). RF: rectus
femoris; VL: vastus lateralis; BF: biceps femoris; ST: semitendinosus.

Figure 1. Points used for the determination of subcutaneous fat (SF) thickness in different areas of the
pork leg in an axial proton density (PD) enhanced magnetic resonance (MR) image. (A) Points for the
estimation of the mean thickness of SF over different muscles. (B) Points considered for the estimation
of the thickness of SF in selected areas (SL). RF: rectus femoris; VL: vastus lateralis; BF: biceps femoris;
ST: semitendinosus.
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obtener mejor visualizacion de las zonas sus-
ceptibles de alteracién. Concluido el estudio
de IRM, se realizé una diseccién de las piezas
para analizar visualmente los lugares en los
que se detectaron lesiones y confirmar su in-
tensidad y caracteristicas.

Analisis estadistico de los resultados

El analisis estadistico de los resultados se lle-
vé a cabo con el programa Statgraphics 19-
X64 para Windows (Statistical Graphics Cor-
poration, Rockville, MD, EEUU). Los datos
obtenidos se presentaron como medias y des-
viaciones estandar. Las diferencias entre me-
dias de las variables (pH, contenido graso to-
tal obtenido por rayos X, espesor de la GS 'y
peso del pernil) se han establecido mediante
ANOVA simple, a través del procedimiento
de diferencia minima significativa (LSD) de
Fisher. El andlisis de regresion simple se uti-
lizo para relacionar el espesor promedio de
GS estimado mediante IRM en distintos pun-
tosy el contenido graso total del pernil. Para
un mayor ajuste de esta regresion, se utilizo
ANOVA para la seleccion de los puntos de
analisis a considerar para la obtencién del va-
lor promedio de GS que se correspondia con

Tabla 1. Caracteristicas de los perniles frescos.
Table 1. Characteristics of fresh pork legs.

Remiro et al. (2024) ITEA-Inf. Tec. Econ. Agrar. 120(3): 224-238

un incremento del coeficiente de correlacion
(R?) siguiendo un procedimiento de elimina-
cion gradual. Estas regresiones se evaluaron
mediante pruebas estadisticas de Durbin-
Watson, al 95 % de nivel de confianza.

Resultados y discusion

Caracterizacion de los perniles

En la Tabla 1, se muestran valores medios del
contenido graso total de los perniles izquier-
dos de los animales incluidos en el estudio,
determinado mediante un equipo de rayos X.
Esta misma determinacién se realizé en el
pernil derecho. Para comprobar la precision
de esta metodologia, en un homogenizado
del total de la masa de tejidos de esta pieza
se determiné el contenido de grasa por el
método oficial de Soxhlet. Los valores obte-
nidos por ambas metodologias en el pernil
derecho no difirieron significativamente (p >
0,05), por tanto, se consideré el contenido
graso total del pernil izquierdo determinado
en el equipo de rayos X como representativo
de la presencia de este componente en el
conjunto de la pieza carnica.

Intervalo de Contenido
Categoria asignada grasa total (%) graso total (%) pH Peso (Kg)
A <10 7,75 + 1,06 5,76 = 0,07 12,28 £ 0,50
B >10-16 12,70 + 1,01 5,82 + 0,07 12,64 + 0,52
C >16-20 17,85 + 0,35 5,81 + 0,05 12,73 £ 0,47
D >20 23,00 = 1,01 5,72 0,10 12,65+ 0,50

No se observaron diferencias significativas (p > 0,05) entre valores medios.
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Teniendo en cuenta el contenido graso glo-
bal, los perniles se calificaron en cuatro ca-
tegorias: <10 % (A, jamones magros), >10-
16 % (B), >16-20 % (C) y >20 % (D, jamones
grasos). En el estudio se incluyeron seis pie-
zas de cada categoria. El grado de engrasa-
miento de los perniles juega un papel rele-
vante en la calidad sensorial del producto
curado, segun se ha comprobado en multi-
ples investigaciones (Segura et al., 2015). Por
todo ello, la industria carnica realiza una cla-
sificacion de los perniles frescos (Bafién et al.,
1996), considerando el contenido graso y es-
tableciendo habitualmente tres niveles (ma-
gros, semigrasos y grasos) (Ventanas, 2012).

Los perniles analizados presentaron valores
de pH entre 5,6 y 6,0 sin que se detectaran di-
ferencias significativas (p > 0,05) asociadas a
la categoria asignada a las piezas. Estos valo-
res se encuentran en el rango de los detec-
tados en otros estudios para este tipo de ma-
trices carnicas (Garcia-Garcia et al., 2019), y se
consideran adecuados para la elaboracién
del producto curado (Dall’Olio et al., 2020).

El peso de las piezas analizadas fue muy si-
milar en todas las categorias de perniles, en-

contrandose en torno a los 12-13 kg (Tabla 1).
El tamafo de las piezas estudiadas se ajusta
al habitualmente utilizado para la produc-
cion de jamoén curado de cerdo blanco (Da-
II'Olio et al., 2020), y estaria en conformidad
a los requerimientos para la elaboracién de
productos especificos, como E.T.G Jamon Se-
rrano, con un minino de peso fresco con pata
(minimo en sangre) de 9,5 kg (European
Commission, 1999).

Determinacion del espesor de la grasa
subcutanea (GS) mediante IRM

La imagen de RM ofrece una informacion
global de las distintas estructuras que cons-
tituyen el pernil. Una de las aplicaciones que
se ha analizado en este estudio es la validez
de esta imagen para estimar el espesor de la
GS. Para ello, sobre un corte axial a la altura
media del fémur, se determiné la distancia
entre la piel y la superficie muscular adyacen-
te (Figura 1a). Este espesor se determiné so-
bre distintos musculos del pernil (RF y VL ana-
lizados de forma conjunta, BF y ST), como se
muestra en la Figura 1a y Tabla 2.

Tabla 2. Espesor de la grasa subcutanea (GS, mm) en distintas areas de perniles frescos.
Table 2. Subcutaneous fat thickness (GS, mm) in different areas of fresh pork legs.

Categoria* VL/VR ST SL
A 4,06 = 1,100 4,96 = 1,370 6,26 = 1,61° 5,18 + 0,119
B 8,79 + 3,58° 8,15 + 2,30° 11,65 + 2,742 11,70 = 0,03¢
C 8,07 +1,16° 8,71 +2,61° 11,68 + 1,312 14,05 + 0,13
D 10,01 + 2,562 8,11 + 2,252 10,89 + 1,992 15,44 + 1,162

*Categoria del pernil en funcién del contenido graso, tal y como se detalla en la Tabla 1. RF: rectus fe-
moris; VL: vastus lateralis; BF: biceps femoris; ST: semitendinosus. 2 b < d: Valores con distinta letra en
la misma columna presentan diferencias significativas (p < 0,05).
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La categoria A presento el espesor mas bajo
(p < 0,05) en las zonas de medida correspon-
dientes a los distintos musculos analizados
(Tabla 2). Sin embargo, no se observaron di-
ferencias significativas (p > 0,05) cuando se
comparo el espesor de la GS sobre cada mus-
culo en los perniles con un contenido de
grasa total superior al 10 % (categoriaB, Cy
D). El espesor de la grasa dorsal es un refe-
rente para la calificacion de los perniles, y de
hecho, es un pardmetro requerido para ase-
gurar la calidad de determinados productos cu-
rados. Tal es el caso de la Especialidad Tradi-
cional Garantizada (E.T.G.) del Jamén Serrano,
en la que se requiere un espesor minimo de
8 mm medido en el punto de convergencia
del musculo VL y la punta superior del hueso
isquion (European Commission, 1999). La im-
portancia de la GS se debe fundamental-
mente a que evita una deshidratacién exce-
siva de la masa muscular, y la retraccion
desmesurada de la pieza (Peloso et al., 2010).

Durante el desarrollo de este estudio, se ha
podido comprobar que la IRM es una técnica
que permite, de forma sencilla y rapida, de-
terminar el espesor de la GS en cualquier pun-
to del pernil. Sin embargo, el valor medio del
espesor obtenido a la altura de distintos mus-
culos de forma individual, no ha permitido la
diferenciacién entre perniles con un conte-
nido graso total >10 %. Esto se debe a que la
distribucion de la grasa subcutanea sobre las
superficies consideradas es muy heterogénea.
Por tanto, se procedio a seleccionar distintos
puntos de fijacion de las medidas, donde la
GS muestra un mayor espesor y homogenei-
dad. Con este criterio, se han fijado seis pun-
tos de medida: uno a nivel del musculo ST, tres
en la zona media del BF, uno sobre el mus-
culo VL y otro en la zona del RF (Figura 1b).
Este espesor promedio fue un parametro de
diferenciacién (p < 0,05) de los perniles agru-
pados en las distintas categorias asignadas
conforme a su contenido graso total (Tabla 2),
con valores minimos en la categoria A 'y méa-
ximos para la D. Por otra parte, se ha obte-

nido una correlacién lineal (R2=0,85; p < 0,05)
entre el contenido de grasa total de los per-
niles (Tabla 1) y los valores promedios del es-
pesor de la GS en las zonas SL (Figura 2).

Estos resultados indican que el espesor pro-
medio de la GS estimado en las zonas SL en
imagenes de RM potenciadas en DP podria
utilizarse para la categorizacion de perniles
frescos destinados a la elaboracion de jamo-
nes curados, de forma similar a las medidas
establecidas para distintos productos. En esta
linea, y como se ha mencionado, en el pliego
de la E.T.G. del Jamén Serrano se establece
un espesor minimo de la GS medido en la
punta del pernil recortado (European Com-
mission, 1999). En esta misma zona del per-
nil, la Indicacién Geografica Protegida (I.G.P.)
Jamon de Trevélez establece, en virtud del es-
pesor de la GS, distintos tiempos de curado
(BOJA, 2015). Una practica habitual de la in-
dustria carnica de elaboracion de jamoén cu-
rado es establecer distintos niveles de espe-
sor de la GS (por ejemplo, a nivel del musculo
gluteus medius antes de perfilar) para esti-
mar tiempos de curado. Un ejemplo de esta
naturaleza es la clasificacion de los perniles
en piezas magras (<10 mm), semigrasas (de
10 a 20 mm) y grasas (>20 mm) para jamones
curados que respectivamente llevan a tiem-
pos de curado de 9, 12 y mas de 15 meses
(Ventanas, 2012).

Los resultados obtenidos en el presente es-
tudio mediante la imagen de RM permiten
asociar categorias de perniles con distintos ni-
veles de grasa total con espesores de GS me-
didos en las zonas SL, sin alteracién de la
muestra (Tabla 2).

Deteccion de lesiones internas

En el andlisis de las imagenes de RM con dis-
tinta potenciacién, se detectaron distintas
areas con intensidad de sefal anémala o di-
ferenciada del entorno, que se asociaron a
distintos tipos de lesiones. En la Figura 3 se
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%Grasa total = 1,18 x Espesor GS zonas SL (mm) + 1,18
R? = 0,85; p<0,05
30
SEPY
- [
: h
8 °
@ 15
2 P
© 0/’ o
1S 10 ./
o+
5 ¥ 2
S 5
G}
0
0 5 10 15 20 25
Espesor GS zonas SL (mm)

Figura 2. Modelo de regresion lineal entre el espesor promedio (mm) de la grasa subcu-
tanea (GS) obtenido en las zonas seleccionadas (SL) y el contenido graso total del pernil
(%). SL: Obtenido tal y como se indica en la Figura 1b.

Figure 2. Linear regression model between the average thickness (mm) of subcutaneous
fat (GS) obtained in the selected zones (SL) and the total fat content of the pork leg (%).

SL: Obtained as shown in Figure 1b.

muestran imagenes de las principales lesio-
nes halladas. Entre las alteraciones mas fre-
cuentes cabe destacar:

— Acumulos de sangre hallados en las piezas
en distintas localizaciones, caracterizados
como zonas hiperintensas en imagenes po-
tenciadas en DP, T, y T,,, y como zonas hi-
pointensas en imagenes potenciadasen T,.
Estas anomalias se observaron tanto en iméa-
genes en el plano axial como en el sagital,
y se detectaron tanto en masas musculares
como en el interior de cavidades articula-
res (especialmente en la coxofemoral). La
naturaleza de estas lesiones fue confir-
mada tras la diseccion de los perniles (Fi-
gura 3). La aparicion de estas alteraciones
en perniles frescos es consecuente a trau-
matismos que derivan en la rotura de va-

sos sanguineos y las consiguientes hemo-
rragias de mayor o menor intensidad. Ar-
duini et al. (2014) asociaron la presencia de
defectos relacionados con el sistema vas-
cular al transporte del animal, sobre todo
cuando se trata de recorridos de larga dis-
tancia. Como causas postmortem, cabe in-
dicar, que en las peladoras continuas se
pueden producir golpes que afectan a las
extremidades posteriores. Por otra parte,
el colgado de las canales puede dar lugar a
giros sobre la extremidad de la que pende,
afectando a la articulaciéon coxofemoral.
Ademas, la produccién de pequeias hemo-
rragias se han descrito tras el aturdimiento
eléctrico debido a las fuertes convulsiones
(Marcon et al., 2019; Arnau, 2021). En ge-
neral, la presencia de sangre pueden des-
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TIPO DE LESION
DETECTADA

Acimulos de sangre

IMAGENES
DE RM

IMAGENES
OBSERVADAS
TRAS
DISECCION

Luxacién completa con rotura
de la capsula y ligamentos de
la articulacion coxofemoral

Hipertrofia del
ganglio popliteo

T, Sagital

POSIBLES
DEFECTOS EN
JAMON CURADO

Manchas verdes, ocres o
marrones/Proliferacién de
microorganismos

T, Sagital

T, Sagital

s Sagital
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Figura 3. Lesiones observadas con mas frecuencia en perniles frescos.
Figure 3. Most frequently observed lesions on fresh pork legs.

embocar en la aparicion de manchas verdes,
ocres o marrones, como resultado de su oxi-
dacién durante el proceso de curado (Arnau,
2021). Tal y como indican Moro et al. (2011),
estas manchas de las tonalidades indicadas
se asocian a la presencia de hemoglobina,
y aparecen con una mayor incidencia en el
musculo ST. Las zonas con acumulo de san-
gre son especialmente susceptibles de pre-
sentar un deterioro bacteriano (Candek-
Potokar y Skrlep, 2012).

— Luxaciones de las articulaciones coxofe-
moral y femorotibial, observadas tanto en
el plano axial como en el plano sagital. Es-
tas lesiones se presentaron con distinta in-

tensidad, siendo mas frecuentes en la arti-
culacion coxofemoral, incluyendo roturas
de la capsula y ligamentos articulares, asi
como desplazamiento de la cabeza del fé-
mur por rotura del ligamento teres (Figura
3). En las articulaciones afectadas, se ob-
servaron zonas hipointensas en las image-
nes potenciadasen T, T,y T,,, asociadas a
la entrada de aire.

Conforme se ha descrito previamente (Ar-
nau, 2021), la entrada de aire por diversas
causas en el interior de las cavidades arti-
culares puede ser uno de los factores que
favorece la aparicién de mohos a lo largo
del proceso de curado, el desarrollo de tex-
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turas pastosas y de sabores y aromas ané-
malos. Ademas, el acceso abierto a la cavi-
dad articular puede favorecer la aparicion
de coqueras, es decir, la proliferacién de
microorganismos en oquedades generan-
do olores desagradables, tanto en el area
afectada como en las superficies adyacen-
tes (Sanchez-Molinero y Arnau, 2010). Es-
tas zonas son también mas propicias para
la presencia de acaros.

— Fisuras y fracturas éseas, detectadas en el
plano sagital, como zonas hipointensas en
imagenes potenciadas en T,. Se trata de ha-
llazgos menos frecuentes que se han ob-
servado en el cuerpo del fémur (Figura 3).
En el caso de las fracturas sin desplazamien-
to, y siempre que no se produzca entrada
de aire, podrian no tener consecuencias ma-
nifiestas en la calidad del producto curado.
Cuando la fractura indica desprendimiento
de fragmentos (lesion no detectada), las
esquirlas 6seas podrian encontrarse en los
cortes de jamoén curado e incluso llegar al
consumidor. Si las fracturas conllevan la
entrada de aire, las alteraciones en el pro-
ducto curado serian similares a las descri-
tas en las luxaciones articulares.

— Las causas de las lesiones a nivel 6seo y ar-
ticular se deberian a traumatismos mas o
menos intensos en el manejo perimortem
del animal o de la canal, de forma similar
a lo indicado en los acimulos de sangre
(Marcato, 1990).

— Desgarros musculares, visualizados en el
plano sagital como zonas hipointensas en
imagenes potenciadas en T, (Figura 3). Es-
tas lesiones implican el desplazamiento o
la rotura de fibras y/o de las fascias mus-
culares (epimisio). Las causas mas habitua-
les estan relacionadas con la descarga de
los animales de los camiones de transporte
o por peleas durante el estabulado (Vitali
et al., 2021). De la misma forma que ocu-
rre con los problemas a nivel articular, du-
rante el proceso de elaboracién del jamén

curado, la existencia de desgarros poten-
ciaria el riesgo de proliferacion de micro-
organismos, incluso la aparicién de co-
queras (Arnau, 2021), asi como la aparicién
de texturas deficientes, generalmente seca
por la penetracion de aire.

— Hipertrofia de ganglios popliteos superfi-
ciales, observados en el plano sagital como
zonas hipointensas en las imagenes de RM
potenciadas en T,, y como zonas hiperin-
tensas en las imagenes potenciadas en T,
(Figura 3). El aumento de tamafo de estos
ganglios popliteos no tiene ninguna re-
percusién a nivel microbiolégico, sin em-
bargo, se relacionan con sabores desagra-
dables, texturas chiclosas y otros problemas
a nivel sensorial (Arnau, 2021).

En un analisis global, cabe indicar que la ma-
yor parte de los hallazgos se correspondieron
con lesiones menores (acimulos de sangre de
pequefa intensidad y desgarros musculares),
que podrian pasar desapercibidas por otras
metodologias no destructivas. En este estu-
dio, estas lesiones se detectaron con una in-
cidencia de entre 30-37 %. Entre las lesiones
de mayor calado, la articulacién mas afectada
fue la coxofemoral, con una incidencia de lu-
xacion o rotura articular de en torno al 10 %.

Conclusiones

De la realizacion de este trabajo se concluye
que la IRM es una técnica no destructiva que
puede utilizarse para la seleccion de perniles
frescos destinados a la elaboracién de jamén
curado. Su aplicacion al estudio del espesor de
la GS permite obtener valores precisos de este
parametro, aportando la posibilidad de clasi-
ficar y seleccionar perniles frescos con distinto
contenido graso en funcién de su espesor. La
IRM es una herramienta que permite tam-
bién la deteccion y el analisis de lesiones in-
ternas en distintos planos anatémicos. En
conjunto, esta metodologia tiene un elevado



236 Remiro et al. (2024) ITEA-Inf. Tec. Econ. Agrar. 120(3): 224-238

potencial de aplicacién en la industria car-
nica, con el objetivo de obtener un producto
curado de mayor calidad y reducir al maximo
las pérdidas a nivel econémico por la apari-
cién de alteraciones. Todo esto, unido a la in-
novacién en el disefio de equipos de bajo
campo mucho mas eficientes y econémicos,
el desarrollo de nuevas secuencias y la apli-
cacion de la Inteligencia Artificial al analisis de
imagen facilitan su implantacién en lineas de
produccion. No obstante, es necesario crear
bases de datos solidas para llegar a la detec-
cién automatica de lesiones y defectos. Este
estudio es un andlisis preliminar en esta linea
y se requiere, por tanto, incrementar las in-
vestigaciones para alcanzar este objetivo.
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Empleo de Tours Virtuales 360° de realidad aumentada para
la mejora del aprendizaje de habilidades en actividades
experimentales de evaluacion sensorial de alimentos
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Resumen

La innovacion docente en el ambito universitario busca mejorar el aprendizaje de los estudiantes y el de-
sarrollo de sus habilidades a través de enfoques pedagdgicos mas activos, el uso de tecnologia educativa
y la conexién con situaciones practicas del mundo profesional real prepardndolos para enfrentarse a los
desafios y demandas de la sociedad actual y futura. En este articulo se describe el disefio, producciény em-
pleo de tours virtuales de 360° de laboratorios para su implantacién en las asignaturas de los grados de
la Facultad de Ciencias y Tecnologias Quimicas, con el objetivo de familiarizar a los alumnos con el entorno
de los laboratorios y su equipamiento, y mejorar la adquisiciéon de las habilidades requeridas. Se comen-
tan también las ventajas de utilizar la tecnologia multimedia 360° frente a la clasica en 2D y se presentan
visitas virtuales dirigidas a distintos tipos de laboratorios e instalaciones: laboratorio de analisis fisicoqui-
mico, microbioldgico, sensorial o sala de cata y planta piloto. La visita virtual a un laboratorio se puso a
disposicion de los estudiantes previamente a la realizacion de las practicas de forma presencial, siendo esta
actividad bien recibida por los alumnos que han valorado muy positivamente (4,2 sobre 5,0 puntos) la com-
prension de las actividades a realizar por medio de los tours virtuales 360° frente a la lectura del clasico
guion escrito e indicando que le gustaria disponer de esta herramienta también en otras asignaturas
(4,3/5,0). La calidad global de la experiencia se puntia con mas de 4 puntos sobre 5.

Palabras clave: Técnicas inmersivas, videos 360° interactivos, realidad virtual, analisis sensorial.

Use of 360° Virtual Tours of augmented reality to improve the learning of experimental skills in sen-
sory evaluation of food

Abstract

Teaching innovation in the university environment seeks to improve student learning and the deve-
lopment of their skills through more active pedagogical approaches, the use of educational technology
and the connection with practical situations of the real professional world, preparing them to face the
challenges and demands of current and future society. This article describes the design, production and
use of 360° virtual tours of laboratories for their implementation in the subjects of the degrees of the
Faculty of Chemical Sciences and Technologies, with the aim of familiarizing students with the envi-
ronment of laboratories and their equipment and improve the acquisition of required skills. The ad-
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vantages of using 360° multimedia technology compared to the classic 2D are also discussed, and vir-
tual tours aimed at different types of laboratories and facilities are presented: physicochemical, mi-
crobiological, sensory laboratory or testing room and pilot plant. The virtual visit to a laboratory was
made available to the students prior to carrying out the practices in person, this activity being well re-
ceived by the students who have valued very positively (4.2 out of 5.0 points) the understanding of the
activities to be carried out through the 360° virtual tours compared to reading the classic written script,
and indicating that they would like to have this tool available also in other subjects (4.3/5.0). The ove-

rall quality of the experience is scored with more than 4 points out of 5.

Keywords: Immersive techniques, interactive 360° videos, virtual reality, sensory analysis.

Introduccion

La innovacion docente en el ambito univer-
sitario se dirige a la implementacion de nue-
vas metodologias, herramientas y enfoques
pedagdgicos con el objetivo de mejorar el
aprendizaje y desarrollar las habilidades de
los estudiantes durante las actividades prac-
ticas. La idea fundamental detras de la inno-
vacion docente es promover un enfoque mas
activo, participativo y sobre todo centrado en
el trabajo auténomo del alumno, alejandose
de las tradicionales clases magistrales y fo-
mentando un aprendizaje mas dinamico.
Ademas, la innovacién docente implica la in-
corporacion de estrategias pedagodgicas como
el aprendizaje basado en problemas (APB o
PBL), por proyectos o bien colaborativo. Estas
metodologias activas fomentan la participa-
cion de los estudiantes en la resolucion de
problemas reales, promoviendo de esta for-
ma también su pensamiento critico, su crea-
tividad y toma de decisiones.

En la actualidad, la tecnologia juega un pa-
pel fundamental en la innovaciéon docente.
Los docentes pueden utilizar herramientas
digitales, recursos multimedia y plataformas
en linea (on-line) para complementar las ac-
tividades practicas en los laboratorios. Estas
tecnologias permiten ademas una mayor
interaccién, colaboracion y retroalimentacion
entre profesores y alumnos, asi como el ac-
ceso a una amplia variedad de recursos y
fuentes de informacion.

Las actividades practicas llevadas a cabo en
los laboratorios y en planta piloto son una
parte esencial de la educacién en las ciencias
y tecnologias quimicas y de los alimentos. Sin
embargo, son costosas y requieren mucho
tiempo y recursos; también exigen la pre-
sencia fisica del profesor y de los estudiantes,
asi como disponer de instalaciones bien equi-
padas. Sin olvidar que en algunos casos esto
puede ser dificil de llevar cabo, como, por
ejemplo, durante un confinamiento causado
por una pandemia, como ocurrié con la de la
COVID-19 (Schweiker y Levonis, 2020).

La investigacion sobre laboratorios virtuales
no es un tema nuevo. De hecho, se han pu-
blicado varias revisiones que comparan labo-
ratorios virtuales y remotos con laboratorios
practicos tradicionales en diferentes discipli-
nas (por ejemplo, biologia, fisica, ingenieria)
(Chan et al., 2021); algunas de los cuales se
centran de forma especifica en los laborato-
rios virtuales de quimica (Bellou et al., 2018;
Ali y Ullah, 2020; Chan et al., 2021).

Las tecnologias utilizadas en los laboratorios
quimicos virtuales abarcan desde simples gra-
ficos 2D hasta representaciones mas sofisti-
cadas, pero también mas complejas y costosas
en 3D, acercandose al entorno de un labora-
torio real, pasando por una situacion tecno-
l6gica intermedia como son los videos y tours
virtuales 360° (TV360, de ahora en adelante),
objeto de este articulo. El empleo de TV360
en la docencia universitaria es una excelente
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forma de incorporar la tecnologia y brindar
experiencias inmersivas a los alumnos. Estas
herramientas permiten a los docentes crear
espacios virtuales interactivos que simulan vi-
sitas reales a lugares especificos como labo-
ratorios, empresas, museos, o sitios historicos.

Entre las principales razones para elegir el
formato de videos 360° frente al clasico en
2D, merece la pena mencionar que: (i) se fa-
cilitay simplifica el encuadre de la imagen, ya
que al grabar de forma esférica en todas di-
recciones no es necesario enfocar el objetivo
hacia donde se produce la accién a capturar;
posteriormente, durante el proceso de edi-
cion, es posible reencuadrar el punto de ori-
gen de la grabacioén, si es necesario; (ii) la li-
bertad de movimiento por la esfera espacial
por parte del espectador; (iii) la capacidad de
explorar, descubrir e interaccionar con infor-
macion adicional de realidad aumentada (ga-
mificacion); (iv) poder disfrutar de una ex-
periencia totalmente inmersiva utilizando
gafas de realidad virtual (VR).

El uso de visitas a un laboratorio virtual de
360° en las disciplinas de las ciencias experi-
mentales se esta convirtiendo en un recurso
muy accesible, ya que mejora la experiencia
del estudiante al reducir su incertidumbre so-
bre el entorno real del laboratorio (Clemons
etal., 2019; Levonis et al., 2021). La produc-
cién de estos recursos, como recorridos y vi-
deos de familiarizacién o dirigidos al desarro-
llo de procedimientos y habilidades, es muy
accesible en términos de tiempo del personal
y costes de produccién (Sypsas y Kalles, 2018).
Por otro lado, se ha establecido que el uso de
actividades previas al laboratorio (prelabora-
torio) ayudan a maximizar las oportunidades
de aprendizaje (Reid y Shah, 2007; Agustiany

Seery, 2017) mediante la incorporacién de
cuestionarios en linea, tutoriales animados, vi-
deos y experiencias virtuales (Fung, 2015;
Stieff et al., 2018; Ferrell et al., 2019).

En la Tabla 1 se presentan las principales ven-
tajas del empleo de TV360 aplicados a la
ensefianza de las actividades practicas en la-
boratorio y en trabajos de campo a nivel uni-
versitario.

El objetivo principal del proyecto de innova-
cion docente que se describe en este articu-
lo es la mejora del aprendizaje y el desarro-
llo de habilidades en las actividades practicas
de los alumnos de los grados de la Facultad
de Ciencias y Tecnologias Quimicas de la Uni-
versidad de Castilla-La Mancha, y en particu-
lar de la titulacién en Ciencia y Tecnologia de
los Alimentos (CTA), siendo estas imprescin-
dibles para la adquisicién de las competen-
cias profesionales de los futuros egresados
que tienen que adquirir adecuadamente pa-
ra su incorporacién al mercado laboral.

En el marco de este objetivo general se han
planteado dos objetivos mas especificos:

— Permitir la familiarizacién y el entrenamien-
to previo del alumnado antes de entrar fi-
sicamente en el laboratorio o planta piloto
para la realizacién de actividades practicas,
las cuales requieren habilidades especificas
para el uso de utensilios y aparatos.

— Complementar la herramienta docente de-
nominada ‘prelaboratorio’, que se esta
desarrolldndo actualmente en la Facultad
de Ciencia y Tecnologia Quimicas, y que
permite mejorar el aprendizaje de las ta-
reas de laboratorio y el manejo de equipos
e instrumentacion.
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Tabla 1. Principales ventajas en la docencia universitaria del empleo de tours virtuales y videos 360.
Table 1. Main advantages of the use of videos and virtual tours 360 in university teaching.

Acceso a lugares remotos

Con estas tecnologias, los estudiantes pueden explorar lugares que

de otra manera serian inaccesibles o costosos de visitar.
Por ejemplo, pueden realizarse visitas virtuales a laboratorios
especializados o bien a instalaciones industriales.

Experiencias inmersivas

Los tours y videos en 360 grados permiten a los estudiantes

sumergirse completamente en el entorno virtual, lo que mejora
su experiencia de aprendizaje y facilita una comprension mas
profunda de los conceptos o lugares.

Aprendizaje interactivo

Estas herramientas fomentan la participacion de los estudiantes.

Pueden explorar entornos virtuales a su propio ritmo, detenerse
en los puntos de interés, hacer zoom o girar la vista en todas las
direcciones. Esto les permite tener un mayor control sobre su
proceso de aprendizaje.

Flexibilidad temporal y espacial

Los tours virtuales y videos 360 pueden utilizarse en cualquier

momento y lugar, lo que brinda flexibilidad a los estudiantes para
acceder a los recursos educativos. Pueden visualizarse desde
dispositivos personales o en el aula, adaptandose a diferentes
horarios y necesidades.

Estimulacion sensorial

Estas herramientas aprovechan la realidad virtual para estimular

los sentidos de los estudiantes, lo cual puede potenciar su
capacidad de retencién y comprension de los conocimientos.
Al poder explorar el entorno virtual de manera inmersiva,
se genera un mayor impacto emocional y cognitivo.

Adaptabilidad a diferentes
disciplinas

Los tours virtuales y videos 360 pueden utilizarse en una amplia
variedad de disciplinas, como ciencias y tecnologias quimicas y de

los alimentos, medicina, ciencias naturales y agrarias, arquitectura,
geografia, historia, arte, entre otras. Permiten familiarizar a los
estudiantes con contextos reales relacionados con el area de estudio.

Material y métodos

Para la produccion de los tours virtuales se ha
empleado la tecnologia de video e imagenes
de 360° que proporciona al usuario la posi-
bilidad de explorar el entorno en todas di-
recciones ofreciendo una experiencia inmer-
siva con la posibilidad de utilizar gafas VR.

Camara 360

La cdmara empleada para las grabaciones de
imagenes y videos esféricos de 360° (Insta360
modelo One R) esta dotada de dos lentes de
tipo gran angular (180° x 2; distancia focal de
7,2 mm) con una resolucién total en video de
5.7 K (5760 x 2880) a 30/25 o 24 fps y 6080 x
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3040 (2:1) en fotos. Esta resolucion es ade-
cuada para que el campo de vision (FOV, field
of view) proporcione una calidad adecuada
a las imagenes. La vision de videos 360° en
una pantalla o con gafas VR suele tener una
amplitud de 90-120° horizontalmente y 90-
100° verticalmente, siendo la del ojo humano
de 135°. Por lo tanto, la resolucién del FOV
suele ser aproximadamente 1/6 de la del video
o imagen esférica 360; simplificando, el equi-
valente de una cara de un cubo. Por lo tanto,
1/6 de 5760 x 2880 se corresponden a 1152 x
576, una resolucion inferior al estdndar HD
(1920 x 1080), pero suficiente para ofrecer
una buena vision. Si la resolucion de la gra-
bacion de video 360 fuese ‘solo’ 4 K (UHD), la
resolucion resultante de la parte visible seria
demasiado baja (4096 x 2160 > 1/6: 819 x 432)
para disfrutar de una buena experiencia vi-
sual. Las cdmaras 360° profesionales tiene una
resolucion entre 8 K'y 16 K, pero su precio es
muy elevado para la aplicacién que se describe
en este articulo. El programa informatico de la
camara (Insta360 Studio) permite convertir,
editar y realizar reencuadres de los videos
grabados, permitiendo su exportacién a una
amplia variedad de formatos para su adapta-
Cién a las distintas necesidades en la postpro-
duccion de los TV360, ademas de permitir la
extraccion de imagenes fijas 360.

Software para la creacion/produccion
de los tours

El software que se ha utilizado en la pro-
duccién de los tours (3dvista Virtual Tour Pro)
es muy potente, aunque permite una gestion
relativamente sencilla de las propiedades y
de la configuracién de las escenas que cons-
tituyen el tour virtual. Un aspecto de gran in-
terés es la posibilidad de incorporar 'hots-
pots’ (punto de informacién) que permiten al
usuario acceder a informacién multimedia
especifica y/o complementaria —por medio
de fichas de datos, hipervinculos, imagenes,
videos, etc.— sobre cualquier objeto o lugar

dentro de la visita virtual. El programa ofrece
también la opcion de disefar pruebas de au-
toevaluacién de los conocimientos y habili-
dades del alumnado. Otra de las ventajas mas
interesantes de este programa es que, a dife-
rencia de la casi totalidad de los competidores,
permite exportar el tour en un formato para
pagina web que se puede publicar directa-
mente en un servidor web desde donde acce-
der al TV360, sin depender del pago de una
cuota para un servicio de alojamiento del tour,
normalmente ofrecido por la misma empresa
que comercializa el programa.

El equipamiento empleado para la realiza-
cion de los TV360, la camara para las graba-
cionesy el software para la produccion de los
tours tienen un precio asequible (aprox.
500 € cada uno) lo que ofrece la oportunidad
de poder utilizar estas herramientas en mu-
chos centros educativos.

Procedimiento para la produccion
de los TV360

A continuacioén, se describen brevemente las
principales etapas y procedimientos que se
han seguido en el desarrollo de este pro-
yecto de innovacién docente:

1. Seleccion de la actividad practica o forma-
tiva a virtualizar por parte de los profe-
sores implicados.

2. Formacidn. Se han realizado sesiones for-
mativas con los profesores, en las que se
han explicado los fundamentos y se les ha
formado en el uso de la cdmara de gra-
bacion a 360° y del software utilizado pa-
ra la generacién de los TV360.

3. Grabacion de las escenas a 360°. Suelen ser
suficientes de tres a cinco escenarios para
simular una actividad formativa, aunque el
tour puede también estar compuesto por
mas escenas. En la Figura 1 se muestran, a
modo de ejemplo, las cuatro escenas que
componen un TV360 dirigido al analisis
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A, explicacion e instrucciones; B, preparacion de las muestras; C, presentacion de la cabina de cata;
D, realizacién de la prueba.

Figura 1. Escenas que constituyen un TV360 dedicado a la metodologia de la prueba de ordenacién
(UNE-ISO 8587, 2010) en anaélisis sensorial.

Figure 1. Scenes that constitute a VT360 dedicated to the methodology of the ranking test (UNE-ISO
8587, 2010) in sensory analysis.

sensorial. Las grabaciones se han hecho al
mismo tiempo que la realizacion de las
actividades practicas presenciales con los
estudiantes, sin necesitar, por lo tanto,
tiempo adicional para su realizacién.

. Postproduccion. Se han montado las esce-
nas 360° (generalmente denominadas “pa-
noramas”) que pueden explorarse libre-
mente por el usuario o bien estar guiadas
por medio de opciones en su configuracion.
En cada panorama se han incorporado los
elementos de interaccién —denominados

‘hotspots’ (puntos de informacién y reali-
dad aumentada)- que se consideren rele-
vantes para la adquisicion de las habili-
dades necesarias o para la realizacién de
una autoevaluacién por parte de los es-
tudiantes.

. Publicacion en un servidor web. Una vez

producido el TV360, se aloja en un servi-
dor, uno especifico en este caso (https:/
quimicas360.web.uclm.es), habilitado a
tal fin por el Departamento de Gestion de
Servicios TIC de la UCLM.
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Finalmente, el TV360 producido esta listo pa-
ra ser integrado en las actividades docentes
y formativas de las asignaturas por medio de
la plataforma de Campus virtual (por ejem-
plo, Moodle o MS Teams).

Resultados y discusion

En el desarrollo de este proyecto de innova-
cion docente se han producido y publicado
un amplio numero de tours virtuales 360°, so-
bre todo para asignaturas del grado en Cien-
cia y Tecnologia de los Alimentos —al que
pertenecen la mayoria de los profesores im-
plicados en el proyecto. El principal objetivo
que se desea alcanzar es su incorporacién
como material docente ofrecido a los estu-
diantes en las distintas asignaturas por medio
de la plataforma de campus virtual de la Uni-
versidad (Moodle o MS Teams). Esto permite
a los alumnos visualizar e interaccionar con
los TV360 en el momento en que lo necesi-
ten, principalmente antes de acudir presen-
cialmente a los laboratorios e instalaciones o
bien antes de realizar el examen practico,
ayudandoles en la mejora de su aprendizaje
y en la adquisicion de las habilidades de las
actividades practicas de laboratorio o planta
piloto antes de entrar fisicamente en estos
espacio, familiarizandose con los entornos,
los procedimientos y equipamientos que se
van a encontrar en el laboratorio.

En la Tabla 2 se presentan los enlaces para ac-
ceder a los TV360 producidos en el marco de
este proyecto de innovacion docente, que en
nuestro caso son publicos para que puedan ser
de utilidad —en particular para los IES (Institu-
tos de Ensefianza Secundaria)- ademas de ser-
vir para promocionar las titulaciones de nues-
tra Facultad. Se quiere destacar que el espiritu
de este proyecto de innovacion docente es
que los TV360 producidos sean de acceso pu-
blico para que otros profesores o alumnos de
otras universidades o centros educativos, en

particular los preuniversitarios, puedan utili-
zarlos, a diferencia de la politica de otros cen-
tros en los cuales estos recursos estan dispo-
nibles solo para el uso interno por parte de sus
estudiantes. En este sentido, se ha creado una
pagina especifica en el sitio web de la Facul-
tad de Quimicas para visualizar este tipo de
contenido audiovisual, junto a otra, alin mas
completa, dedicada de forma especifica a los
TV360 dirigidos al alumnado del grado en
Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (CTA;
ver enlaces en la Tabla 2), que representan a
la mayoria de los producidos.

Los TV360 se puede disefiar para cumplir dos
funciones académicas bien diferenciadas: (i)
para simular la actividad a realizar posterior-
mente de forma presencial; o bien (ii) como
ejercicio de autoevaluacién para que el
alumno pueda comprobar su grado de com-
prension y aprendizaje. En el primer caso, se
busca que los estudiantes puedan visualizar
e interactuar con los TV360 todas las veces
que lo necesiten antes de acudir presencial-
mente para realizar la actividad practica en
el laboratorio o planta piloto, para asi fami-
liarizarse y comprender de forma mas pro-
funda el significado y las habilidades reque-
ridas en de cada etapa del procedimiento a
llevar a cabo, el uso de las herramientas, y
equipamientos especifico de cada tarea. Este
entrenamiento se enmarca en el concepto de
prelaboratorio que en la Facultad de Ciencia
y Tecnologia Quimicas de la UCLM estamos
implantando desde hace tiempo con el obje-
tivo exactamente de preparar mejor a los es-
tudiantes antes de que entren fisicamente a
los laboratorios. Ademas, el alumno tendra la
oportunidad de volver a practicar de nuevo
antes de la realizacién de una evaluacién o un
examen de las actividades practicas. En el
caso de la autoevaluacion, los TV360 disefa-
dos para tal fin pueden contener preguntas
tipo test y/o la necesidad de identificar co-
rrectamente herramientas, configuraciones
o situaciones de trabajo, lo que permite al es-
tudiante verificar sus conocimientos sobre la
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Tabla 2. Enlaces a los videos y tours virtuales 360 desarrollados.
Table 2. Links to the developed videos and virtual tours 360.

Recurso

Enlace

Pagina web TV360 de la Facultad de Ciencias

y Tecnologias Quimicas

https://www.uclm.es/ciudad-real/quimicas/
Transferencia_Visibilidad/InnovaDocente/
Tours-virtuales-360

TV360 para asignaturas de Ciencia 'y
Tecnologia de Alimentos

https://www.uclm.es/departamentos/qanalitica/
ctalimentos/tours360

Disciplina de Analisis Sensorial

https://www.uclm.es/departamentos/qanalitica/
ctalimentos/tours360/as

Ejemplos de actividades en laboratorio
quimico fisico

https://quimicas360.web.uclm.es/AmpliacionQuimica/
https://quimicas360.web.uclm.es/PrNH-L1/

Ejemplos de actividades en laboratorio
sensorial / sala de cata

https://quimicas360.web.uclm.es/SalaCata-CTA_VR/
https://quimicas360.web.uclm.es/Sens-Ordenacion/

Ejemplos de actividades en planta piloto

https://quimicas360.web.uclm.es/PrAG-RendGraso/
https://quimicas360.web.uclm.es/Lacteos-FabQueso/

Ejemplos de TV360 de autoevaluacion

https://quimicas360.web.uclm.es/PrNH-L1-TEST/
https://quimicas360.web.uclm.es’/AmpliacionQuimicaTest/

Visita virtual al edificio Marie Curie, sede
de la Ciencia y Tecnologia de Alimentos

https://quimicas360.web.uclm.es/CTAuclm-MarieCurie/

La Fabrica de Chocolate (video 360°)

https://www.youtube.com/watch?v=q4cP_P36ZEQ

practica que va a realizar o que ya ha reali-
zado y le brinda la ocasion de realizar un re-
paso antes de la correspondiente evaluacion.

El grado en CTA es claramente multidiscipli-
nar y por eso se ha enfocado la produccién
de TV360 en los distintos tipos de laborato-
rios e instalaciones empleados en esta area
de estudios: laboratorio fisicoquimico, mi-
crobiolégico, sensorial o sala de catay planta
piloto. De hecho, uno de los objetivos basicos
de la creacién de los TV360 es justamente es-
te, presentar los utensilios, materiales y equi-
pamiento basicos de los distintos tipos de la-
boratorios en los cuales el graduado en CTA
ejercerd su actividad profesional en el futu-
ro. En este sentido, algunos de los TV360 que

se han elaborado estan enfocados a este ob-
jetivo, mientras que otros por el contrario se
dirigen hacia el entrenamiento en la realiza-
cién de actividades especificas de algunas
asignaturas, tal y como se refleja en la Figura
2yenlaTabla 2.

Una de las caracteristicas mas distintivas del
grado en CTA es la necesidad de conocer y sa-
ber aplicar el analisis sensorial de los ali-
mentos y el comportamiento del consumidor.
El laboratorio sensorial o sala de cata es un
espacio peculiar y especializado; la presen-
tacion con técnicas interactivas e inmersivas
de las caracteristicas de dicho espacio y sus
procedimientos de ensayo son, por lo tanto,
fundamentales. Asi se han elaborado una se-
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A, laboratorio quimico fisico; B, sala de cata; C, planta piloto; D, prueba de autoevaluacién.

Figura 2. Ejemplos de TV360 disefiados para el entrenamiento o la autoevaluacién en distintos tipos

de laboratorios.

Figure 2. Examples of VT360 designed for training or self-assessment in different types of laboratories.

rie de TV360 dedicada a la familiarizacién del
estudiante con este espacio, mientras que
otros tours se centran en explicar cdmo se
utilizan distintas metodologias de pruebas
sensoriales, tal y como se puede observar en
la Figura 1y en la Tabla 2.

La tecnologia de los alimentos es un pilar in-
discutible de la profesion del tecnélogo de
alimentos, y en este sentido las actividades
practicas realizadas en planta piloto provista
de equipamientos semiindustriales propor-
cionan una importante formacién para el fu-
turo profesional de los alumnos en el sector
de la industria alimentaria. En los enlaces
proporcionados en la Tabla 2 se puede acce-

der directamente a algunos ejemplos de
TV360 ambientados en planta piloto, por
ejemplo, para la determinacién del rendi-
miento graso en el procesado de la aceituna
para la obtencién del aceite virgen de oliva
o en la elaboracién de quesos. Se puede ac-
ceder a mas TV360 desde la pagina principal
de CTA (Tabla 2).

Actualmente, las asignaturas en las que se
han incorporado mas tours virtuales como
parte de las actividades de prelaboratorio
principalmente son: Nutricibn Humana (3°
del grado en CTA), Analisis sensorial (3° CTA),
Grasas y aceites (4° CTA), Andlisis sensorial
avanzado y comportamiento del consumidor
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(Master Universitario en Innovacion y desa-
rrollo de alimentos de calidad, UCLM) y Aceite
de oliva de calidad (Master Universitario en
Calidad y Seguridad alimentaria, UPV-EHU).
Las encuestas realizadas tanto a los estu-
diantes como a los profesores que se han in-
volucrado activamente en la produccién de
los tours virtuales evidencian un buen grado
de satisfaccién, tanto por el uso de las visitas

360° para la formacion y el entrenamiento de
los alumnos antes de acudir fisicamente al la-
boratorio como en la calidad de la experien-
cia visual de los tours.

En la Figura 3 se muestran los resultados de
algunas de las preguntas de las encuestas
realizadas. Los estudiantes (n = 72) valoran
muy positivamente, 4,2 sobre 5,0 puntos (fig.
3A), la comprension de las actividades a rea-

0,6

A = COMPRENSION ACTIVIDADES

05

04

4,2+0,9

03

02

0,1

0,0

C — PARA OTRAS ASIGNATURAS

43+0,9

B - conocimienTO
ENTORNO

3909

D — CALIDAD GLOBAL

4,1+0,8

A, comprension de las actividades; B, familiarizacion con el entorno; C, les gustaria disponer también
para otras asignaturas; D, calidad global de la experiencia.

Figura 3. Resultados de las encuestas realizadas a los estudiantes.
Figure 3. Results of the surveys carried out on the students.
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lizar por medio de los TV360 frente a la lectu-
ra del clasico guion escrito, asi como que les
gustaria disponer de esta herramienta tam-
bién en otras asignaturas (4,3/5,0; fig. 3C). La
familiarizacion con el entorno del laborato-
rio obtenida por el uso de los TV360 en com-
paracién con la experiencia real al entrar en
persona en el espacio recibe una valoracién
un poco menor (3,9; fig. 3B). La calidad glo-
bal de la experiencia se puntlia con mas de 4
puntos sobre 5 (4,1; fig. 3D). Entre los co-
mentarios y observaciones realizadas con mas
frecuencia por los alumnos se encuentran: fa-
cilitan, ayudan, son de utilidad y de gran in-
terés para comprender la actividad que se va
a realizar en el laboratorio.

La valoracion por parte de los quince profeso-
res directamente implicados en la producciéon
de los TV360 ha sido ain mejor que la de los es-
tudiantes. Valoran muy positivamente (4,7/5,0)
la informacion que se puede incorporar a los
tours, al mismo tiempo que remarcan el ele-
vado esfuerzo necesario para su realizacién
(4,5/5,0). Todos los profesores indican que es-
tarian dispuestos a realizar mas visitas virtua-
les en los proximos afos, aunque el 60 % lo ha-
ria solo si se dispone de personal de apoyo.

Se ha realizado también un tour virtual 360°
del edificio Marie Curie de la Facultad de Cien-
cias y Tecnologias Quimicas, sede de la Ciencia
y Tecnologia de los Alimentos en la UCLM
—ver enlace en la Tabla 2—, en el cual, ademas
de poder pasear por los distintos laboratorios
docentes y de investigacion, también se puede
acceder a informacién sobre la titulacion de
grado en Ciencia y Tecnologia de Alimentosy
del Master Universitario en Innovacién y De-
sarrollo de Alimentos de Calidad.

Aprovechando la experiencia con los TV360
y videos 360° que se ha adquirido durante el
desarrollo de este proyecto de innovacion
docente, también se ha realizado un video
inmersivo 360 para una actividad formativa

programada para estudiantes de Secunda-
ria denominada ‘La fabrica de chocolate’ (Ta-
bla 2). Esta iniciativa de la Facultad de Cien-
cias y Tecnologia Quimicas pretende que los
alumnos de bachillerato descubran cémo es
un dia en un Centro Universitario docente y
de investigacién. La experiencia se compone
de una serie de actividades realizadas de pri-
mera mano por los estudiantes en distintos
entornos y tipos de laboratorios —quimico,
sensorial, planta piloto-, cuyo hilo conductor
es el proceso de elaboracién del chocolate a
partir del fruto del cacao (enlace en Tabla 2).

Conclusiones

Los tours virtuales 360° de laboratorios son re-
lativamente sencillos, rapidos y econémicos
de producir. Su visualizacion se puede realizar
en linea por medio de cualquier dispositivo:
teléfono, tableta, ordenador o bien con gafas
de realidad virtual para disfrutar de una ex-
periencia totalmente inmersiva. Los resultados
de la experiencia descrita demuestran que la
familiarizacion y la preparacién percibidas por
los alumnos mejoraron después de interac-
tuar con una clase de laboratorio virtual antes
de una sesién de laboratorio presencial.

El empleo de tours virtuales 360° y videos 360°
en la docencia universitaria amplia las posi-
bilidades de aprendizaje, enriquece la expe-
riencia educativa y brinda a los estudiantes la
oportunidad de explorar entornos virtuales
interactivos. Estas tecnologias promueven el
aprendizaje activo, la inmersion y la conexién
con diferentes disciplinas, mejorando la com-
prension y el desarrollo de habilidades. Por lo
tanto, se puede afirmar que los laboratorios
virtuales son una herramienta viable y de
gran valor didactico e incluso, en determina-
dos casos, una alternativa a los laboratorios
practicos tradicionales.
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Resumen

Aunque los antimicrobianos son grandes aliados en producciéon animal, su uso masivo ha contribuido
a la aparicion de antibiorresistencias. Ademas, cuando los periodos de supresion no se respetan, sus re-
siduos pueden llegar a la cadena alimentaria, provocando toxicidad directa, alergias y/o disbiosis en la
microbiota intestinal de los consumidores.

Puesto que Espafia y Francia son los mayores productores de carne en la UE y estan entre los principa-
les consumidores a nivel mundial, el objetivo de nuestro estudio fue investigar la presencia de antimi-
crobianos en carne comercializada en el drea transfronteriza Espafia-Francia. Se recogieron 5.357 mues-
tras de carne de diferentes especies animales en Espafia (Zaragoza, Bilbao y Logrofio) y Francia (Toulouse
y Perpignan), que se analizaron por un método de cribado (Explorer®+QuinoScan®, Zeulab S.L., Zara-
goza, Espafia), obteniendo 194 muestras positivas, que se analizaron por cromatografia UPLC-QTOF para
su confirmacion. Los analisis cromatograficos revelaron presencia de residuos en 30 muestras, aunque
solo 5 de ellas (0,093 % de las muestras iniciales) fueron no-conformes de acuerdo a la legislacién. Ana-
lisis posteriores sugirieron que esta divergencia entre el cribado y la confirmacién se debe a la presen-
cia de metabolitos biolégicamente activos derivados de los antimicrobianos originales, no identificados
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por el método dirigido UPLC-QTOF, generando la inhibicién del test Explorer®. Asi, aunque las técnicas
cromatograficas detectan el compuesto marcador indicado por la legislacion y son los métodos de elec-
cion para control oficial de antibidticos en alimentos, sus metabolitos pueden escapar al monitoreo, lo
que sugiere que los test biolégicos son mas adecuados para proteger la salud de los consumidores.

Palabras clave: Carne, antibioticos, control de residuos antimicrobianos, test bioldgico de cribado, cro-
matografia QTOF.

Antimicrobial residues assessment over commercialized meat samples from the cross-border area
Spain-France: a new approach for effective monitoring

Abstract

Although antimicrobials are valuable allies in animal production, their extended use has led to the emer-
gence of antimicrobial resistance. Moreover, when withdrawal periods in food-producing animals are
not observed, antimicrobial residues can access the food chain, causing direct toxicity, allergies, and/or
intestinal microbiota dysbiosis in consumers. Given that Spain and France are the largest meat produ-
cersin the EU and are among the top consumers, our study’s aim was to investigate the presence of an-
timicrobials in commercialized meat purchased in the Spain-France cross-border area (POCTEFA region).
5,357 meat samples were collected from different animal species and a variety of different retailer types
in Spain (Zaragoza, Bilbao, and Logrofio) as well as in France (Toulouse and Perpignan). Meat samples
were analysed by a screening method (Explorer®+QuinoScan®), yielding 194 positive samples, which were
further evaluated by UPLC-QTOF (Ultra Performance Liquid Chromatography-Quadrupole Time of
Flight) for confirmation. Chromatographic analyses found antimicrobial residues in 30 samples, although
only 5 of them (0.093 % of initial samples) were non-compliant according to the current legislation. Fur-
ther studies suggested that this mismatch between screening and confirmatory analyses might be due
to the presence of biologically active metabolites derived from antimicrobials unidentified by the tar-
geted UPLC-QTOF method, causing inhibition of the biological Explorer® test. Although chromatogra-
phic techniques detect the marker compounds determined by legislation and are the methods selected
for official control of antimicrobials in food, metabolites might escape their monitoring. This thus sug-
gests that biological tests are the most adequate ones in terms of ideal consumer health protection.

Keywords: Meat, antibiotics, metabolites, antimicrobial residues control, biological screening test,
QTOF chromatography.

Introduccion ., . . 3
cién se ha revertido, siendo mas alto en me-

dicina humana. Aun asi, su uso en ganaderia

La situacion sanitaria actual, marcada por la . . S
tiene repercusién en la salud publica (Brown

pandemia, ha evidenciado la importancia de
una buena salud global bajo el enfoque
“One Health”. En este contexto, los antibio-
ticos se dibujan como herramientas muy Uuti-
les en la salvaguarda de la salud humana 'y
animal. Mientras que en 2014 un 70 % de los
antibioticos se destinaban a animales de pro-
duccién (Centro Europeo para la Prevencion
y Control de Enfermedades; ECDC et al.,
2017), los ultimos datos publicados para Eu-
ropa (ECDC, 2021) muestran que esta situa-

et al., 2017; Diana et al., 2020).

Por un lado, la ingesta de carne contamina-
da con residuos de antibiéticos puede tener
graves consecuencias para los consumidores,
generando toxicidad directa, reacciones alér-
gicas y/o disbiosis de la microbiota intestinal,
por no mencionar el incremento de resis-
tencias a antibioticos (AMR) que se pueden
acumular en nuestra microbiota intestinal
(Wang et al., 2016). Por otro lado, la libera-
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cién al medio ambiente de los residuos anti-
microbianos utilizados en las granjas puede
contribuir al incremento del ya grave pro-
blema de AMR (Hamscher et al., 2005; Sar-
mah et al., 2006; Zhou et al., 2020), tanto que
la OMS (Organizacién Mundial de la Salud)
ya la considera como uno de los 10 mayores
retos a los que se enfrenta la humanidad en
las préoximas décadas (OMS, 2021).

A pesar de que un buen control de los trata-
mientos antimicrobianos implementados a
nivel de granja es suficiente para evitar su
aparicién en la carne, la administraciéon tam-
bién lleva a cabo controles exhaustivos. La
union del buen hacer de ganaderos y veteri-
narios, apoyada en recomendaciones para
un uso racional emitidas por organismos
como la Agencia Europea del Medicamento
(EMA, 2020), en unién con una legislacion
conservadora, han conseguido rebajar la no-
tificacion de muestras no-conformes hasta
un 0,14 % en 2019 en Europa (EFSA, 2021).
Sin embargo, no existen datos sobre las mues-
tras que contienen residuos de antibiéticos
por debajo de los LMR (Limites Maximos de
Residuos; Reglamento (UE) n° 37/2010).

Puesto que la regién POCTEFA comprende te-
rritorios transfronterizos de Espafia y Francia,
paises con la produccién carnica europea mas
alta (EUROSTAT, 2020), y entre los mayores
consumidores europeos (Kanerva, 2013) e in-
cluso a nivel mundial (FAOSTAT, 2021), el ob-
jetivo de este trabajo es evaluar la incidencia
de residuos antimicrobianos en carne co-
mercializada en la zona, procedente de 5 de
las ciudades POCTEFA mas pobladas, proce-
dente de 12 especies animales y diferente ti-
pologia de detallista, y tipificar las tendencias
de su aparicion mediante un andlisis secuen-
cial (mediante método de cribado y confir-
matorio; Reglamento (UE) 2017/625) analogo
al propuesto en control oficial.

Material y métodos

Recogida de muestras comerciales

La region POCTEFA comprende territorios de
la frontera entre Espafa y Francia. Desde
enero de 2020 hasta febrero de 2021, se re-
cogieron 5.357 muestras de carne comercial de
5 ciudades de esta zona: Zaragoza, Logroio,
Bilbao, Perpignan y Toulouse, de distinta ti-
pologia de comercio (grandes superficies, su-
permercados, comercio de proximidad, halal
y carnicerias rurales). La cantidad de muestras
recogida por especie se determiné en base a
datos de consumo (Ministerio de Agricultura,
Pesca y Alimentacion, MAPA, 2019; Agreste,
2020), disponibilidad y diversidad de marcas
comerciales, especialmente alta en carne de
vacuno. El nimero de muestras por especie y
ciudad se recoge en la Tabla 1.

Todas las muestras se analizaron de acuerdo
a la normativa vigente (Reglamento de Eje-
cucion (UE) 2021/808): se llevoé a cabo un ana-
lisis de cribado (Explorer® + QuinoScan®) se-
guido de un analisis cromatografico por
UHPLC-QTOF (Ultra High Performance Liquid
Chromatogrphy — Quadrupole Time of Flight)
de las muestras sospechosas (positivas a dos
analisis de cribado consecutivos) de acuerdo
a lo descrito por Serrano et al. (2022). El test
Explorer® es un test de base bioldgica para el
cribado de un amplio espectro de antibioti-
cos, y QuinoScan® detecta especificamente
quinolonas, familia para la cual no es sensi-
ble Explorer®: El programa GraphPad Prism®
(San Diego, California, USA) se utiliz6 para la
representacion de resultados y los analisis
estadisticos por ANOVA. Las diferencias se
consideraron estadisticamente significativas
cuando P <0,05.
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Tabla 1. Numero y porcentaje de muestras de cada especie recogido en cada ciudad.
Table 1. Number and percentage of samples of each species collected on each city.

Zaragoza Bilbao

Logrofio

Toulouse Perpignan TOTAL

No. % No. % No.

% No. % No. % No. %

Vacuno 299 259 233 242 334 26,7 355 345 210 21,9 1431 26,7
Pollo 300 260 307 31,9 258 206 319 31,0 146 152 1330 248
Cerdo 219 19,0 202 21,0 219 17,5 171 16,6 129 13,4 940 17,5
Pavo 109 94 112 11,6 103 8,2 77 7,5 152 15,8 553 10,3
Cordero 145 12,6 50 52 127 10,2 42 41 115 12,0 479 8,9
Conejo 83 7,2 59 6,1 109 8,7 14 1,4 52 54 317 59
Pato 31 2,5 48 4,7 94 9,8 173 3,2
Caballo 19 1,5 1 0,1 60 6,3 80 1,5
Codorniz 37 3,0 37 07
Cabra 11 0,9 11 0,2
Pintada 2 0,2 2 0,2 4 0,1
Perdiz 2 0,2 2 0,04
TOTAL 299 259 233 24,2 334 26,7 355 345 210 21,9 1.431 26,7

No: Nimero de muestras totales recogidas; %: Porcentaje de muestras de cada especie.

Estudios adicionales para detectar

las causas de la divergencia entre los
resultados del cribado y la confirmacién
cromatografica

Por su parte, la cromatografia detecta las mo-
|éculas buscadas en una muestra en base a su
composicidon quimica. Es por ello que se plan-
tearon diversas hipotesis que pudieran expli-
car la presencia de estas moléculas que inhi-
ben el test biolégico Explorer® pero que no
son detectables por la cromatografia dirigida.

a) La presencia de antimicrobianos no in-
cluidos en la lista de deteccidon de la cro-
matografia dirigida, como es el caso de los
aminoglucésidos. Sin embargo, ésta no
deberia ser la causa principal de las dife-
rencias entre los resultados de Explorer®y
QTOF, ya que la administracion de amino-

glucésidos en animales de produccién a ni-
vel europeo es, por ejemplo, 4 veces me-
nor a la de las penicilinas y 5 menor que la
de las tetraciclinas (EMA, 2021).

b

~

La presencia en carne de antimicrobianos
alternativos de origen natural del tipo de
los aceites esenciales, cuyo uso esta ac-
tualmente en auge.

¢) La presencia en carne de metabolitos bio-
I6gicamente activos procedentes de la de-
gradacion de los antimicrobianos originales,
que pasan desapercibidos para la croma-
tografia dirigida.

Para comprobar el papel que jugaron las dos
Gltimas hipotesis en el gap detectado entre
los resultados del test biolégico y la croma-
tografia, se llevaron a cabo los experimentos
adicionales que se detallan a continuacién.
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Evaluacion de la actividad de aceites
esenciales como compuestos responsables
de resultados falsos positivos del

test bioldgico

En las ultimas décadas, las autoridades sani-
tarias, veterinarios y productores han cen-
trado sus esfuerzos en racionalizar el uso de
los antibiéticos a nivel de granja. Es por ello
que actualmente se afaden a piensos algu-
nos compuestos naturales con actividad an-
tibidtica, entre los que destacan los aceites
esenciales, ya que mejoran la salud general
de los animales, el rendimiento e incluso la
calidad de la carne (Omonijo et al., 2018). Los
aceites esenciales tienen una actividad anti-
bacteriana ampliamente reconocida y estu-
diada y pueden tener incluso efectos positi-
vos sobre el perfil de acidos grasos de la
carne (Smeti et al., 2018). De hecho, algunos
estudios han revelado que los aceites esen-
ciales pueden acumularse en musculo (de
Haro, 2015), y algunos autores han descrito
cdmo afectan a la capacidad de germinacion
y crecimiento de bacterias esporuladas, es-
pecificamente, de Geobacillus stearother-
mophilus (Voundi et al., 2015), microorga-
nismo esporulado en que esta basado el test
Explorer®. Asi, la bioacumulacion a nivel mus-
cular de los aceites esenciales afadidos a los
piensos podria ser responsable de su inhibi-
cion y, por tanto, de las altas tasas de mues-
tras positivas a Explorer® que no se confir-
maron por QTOF.

Con el objeto de evaluar esta hipétesis, se de-
terminaron inicialmente las concentraciones
minimas inhibitorias (MICs) de los aceites
esenciales o de sus componentes, usualmente
utilizados en alimentacién animal y que
eventualmente podrian acumularse en mus-
culoy ser responsables asi de la inhibicién del
test. Puesto que son practicamente inmisci-
bles en agua, se aplicé el método desarro-
Ilado por Friedman et al. (2002) para su adi-
cion a muestras de carne libre de antibiéticos.

Presencia en carne de metabolitos
biolégicamente activos derivados
de los antibidticos originales

En el caso de que estos metabolitos existiesen
en las muestras de carne, éstos deberian pro-
ceder, obviamente, de la degradacién de los
compuestos originales. A pesar de que estos
metabolitos podrian mantener su actividad
biolégica y ser responsables de la inhibicion
del crecimiento microbiano, dando asi lugar
a la alta tasa de positivos detectada por Explo-
rer®, su estructura quimica seria diferente a
la del compuesto original, pasando asi inad-
vertidos para las técnicas cromatograficas
empleadas en control oficial, dirigidas a la
deteccion de compuestos marcador definidos
por la legislaciéon (Reglamento (UE) n° 37/2010
para sustancias autorizadas y Reglamento
(UE) 2019/1871 para las no autorizadas). Para
comprobar esta hipotesis, se estudiaron 26
muestras de carne congeladas procedentes
del banco de muestras construido por Serra-
no et al. (2020), con concentraciones conoci-
das de antibidticos (determinadas por QTOF
en 2018), envasadas a vacio y mantenidas en
congelacion a —-20 °C desde entonces hasta su
re-analisis por Explorer® y QTOF en 2021.
Brevemente, el banco se construyé con mues-
tras pareadas de musculo, sangre y otros flui-
dos procedentes de 93 cerdos. De ellos, 15
fueron sacrificados sin recibir tratamiento,
considerandose animales blanco de referen-
cia 'y 78 fueron administrados via intramus-
cular con diferentes antibioticos (amoxici-
lina, oxitetraciclina, sulfametoxipiridazina,
oxitetraciclina y enrofloxacina). Estos cerdos
se sacrificaron a lo largo del periodo de su-
presion y las muestras obtenidas se caracte-
rizaron por cromatografia, determinando la
concentraciéon de antibiético presente, lo que
permitié estudiar tanto su evolucién en las
distintas matrices como estudiar comparati-
vamente su presencia en los diversos fluidos.
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Presencia de metabolitos de B-lactamicos
biolégicamente activos en muestras

de carne naturalmente contaminadas
con amoxicilina

BTScan® (Zeulab, Zaragoza, Espafia) es un test
actualmente comercializado, basado en inmu-
nocromatografia de flujo lateral que detecta
la presencia de B-lactamicos y tetraciclinas en
leche. Este test estd optimizado para leche,
por lo que para evaluar la presencia potencial
de metabolitos activos de B-lactdmicos en
muestras de carne, se comprobd la dilucién
mas adecuada de suero de carne en leche, que
resulté ser de 20/80 v/v.

Deteccion de metabolitos de sulfamidas
basada en inhibicion competitiva de
su actividad bioldgica

Las sulfamidas son antimicrobianos con acti-
vidad bacteriostatica relacionada con la inhi-
bicion de la sintesis del ADN. Concretamente,
son moléculas analogas al acido paramino-
benzoico (pABA), necesario para la sintesis de
acido folico en bacterias. Los folatos son cru-
ciales para la sintesis del ADN y el ARN en
mamiferos y bacterias, pero mientras que los
mamiferos pueden obtenerlo mediante su
ingesta a través de la dieta, las bacterias tie-
nen que sintetizarlo. El mecanismo de accién
de las sulfamidas reside en la competicién con
el pABA por su unién a la enzima dihidrop-
teorato sintasa y la consiguiente inhibicion
de la sintesis de folatos (Escribano Moriana et
al., 2002).

Resultados y discusion

Cribado
Resultados de Explorer®

Las Tabla 2 muestra los resultados de los ana-
lisis por Explorer® de las 5.357 muestras de
carne comercial, clasificados por especies y

ciudades. Globalmente, un 3,5 % de las mues-
tras recogidas resultaron positivas (185 mues-
tras). Los mayores porcentajes se describieron
en aves (pato, pavo y pollo), mientras que los
menores se describieron en vacuno (P < 0,05).
Aunque la positividad observada en cabray
pintada destacé por valores altos, y la de co-
dorniz y perdiz, por lo contrario, no se consi-
deraron en la comparativa ya que el tamafo
muestral no fue representativo (n < 50).

Resultados de QuinoScan®

Los resultados se muestran en la Tabla 3, cla-
sificados por especies y ciudades. En total, el
0,2 % de las muestras resultaron positivas a
la presencia de quinolonas.

Resultados del cribado

Los resultados finales del cribado estan re-
presentados en la Tabla 4, organizados por
especies y ciudades, y son resultado de sumar
los resultados de Explorer® y QuinoScan®. En
total, 194 muestras fueron positivas al criba-
do (2 de ellas a los dos métodos de cribado),
lo que corresponde a un 3,6 % de las mues-
tras recogidas.

Anélisis cromatograficos de confirmacién

Tras el cribado, los 194 positivos se analizaron
por UPLC-QTOF (de aqui en adelante, QTOF),
por el Laboratorio de Salud Publica del Go-
bierno Vasco (Derio, Espafia), autorizado pa-
ra el andlisis de antibiéticos en el marco del
control oficial. Se confirmé que 30 de ellas
(Tabla 5) contenian residuos (15,2 %), con la
siguiente distribucion: tetraciclinas (40,6 %),
sulfamidas (37,5 %), quinolonas (18,8 %) y
lincomicina (3,1 %). Sin embargo, sélo el
0,093 % del total de las muestras recogidas
fue no conforme, es decir, contuvo residuos
antibiéticos por encima de los niveles que
marca el Reglamento (UE) n° 37/2010 (Limi-
tes Maximos de Residuos, LMR), valor incluso
mejor que los ultimos datos publicados por la
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Tabla 2. Nimero y porcentaje de muestras de cada especie positivas a Explorer® recogidas en cada ciudad
(comparadas con el nUmero total de muestras de cada especie recogidas en cada ciudad).

Table 2. Number and percentage of samples of each species positive to Explorer® collected on each city
(compared to the total number of samples of each species collected on each city).

Zaragoza Bilbao Logroio Toulouse Perpignan TOTAL

No. % No. % No. % No. % No. % No. %

Vacuno 7 2,3 3 1,3 4 1,2 5 1,4 0 0 19 1,3
Pollo 14 4,7 7 2,3 5 1,9 25 7,8 1 0,7 52 3,9
Cerdo 10 4,6 12 5,9 2 0,9 11 6,4 0 0 35 3,7
Pavo 7 6,4 5 4,5 6 5,8 12 15,6 5 3,3 35 6,3
Lamb 5 3,4 3 6 2 1,6 0 0 1 0,9 1 2,3
Conejo 4 4,8 4 6,8 1 0,9 0 0 3 5,8 12 3,8
Pato 1 35,5 5 10,4 0 0 16 9,2
Caballo 0 0 0 0 2 3,3 2 2,5
Codorniz 0 0 0 0

Cabra 2 18,2 2 18,2
Pintada 1 50 0 0 1 25
Perdiz 0 0 0 0

TOTAL 47 4,1 34 3,5 33 2,6 59 5,7 12 1,3 185 3,5

No: Numero de muestras positivas a Explorer®; %: Porcentaje de muestras positivas a Explorer®.

Tabla 3. Numero y porcentaje de muestras de cada especie positivas a QuinoScan® recogidas en cada
ciudad (comparadas con el niUmero total de muestras de cada especie recogidas en cada ciudad).
Table 3. Number and percentage of samples of each species positive to QuinoScan® collected on each
city (compared to the total number of samples of each species collected on each city).

Zaragoza Bilbao Logrofio Toulouse Perpignan TOTAL

No. % No. % No. % No. % No. % No. %

Vacuno 0 0 0 0 0 0,6 1 0,3 1 0,5 2 0,3
Pollo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0
Cerdo 0 0 0 0 0 0,9 1 0,6 0 0 1 0,3
Pavo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0,0
Lamb 0 0 0 0 2 1,6 0 0 0 0 2 04
Conejo 1 1,2 1 1,7 0 0 0 0 2 3,8 4 1,3
Pato 0 0 0 0 2 2,1 2 1,2
Caballo 0 0 0 0 0 0 0 0,0
Codorniz 0 0 0 0,0
Cabra 0 0 0 0,0
Pintada 0 0 0 0 0 0,0
Perdiz 0 0 0 0,0
TOTAL 1 0,1 1 0,1 2 0,5 2 0,2 5 0,5 11 0,2

No.: Numero de muestras positivas a QuinoScan®; %: Porcentaje de muestras positivas a QuinoScan®.
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Tabla 4. Niumero y porcentaje de muestras de cada especie positivas al cribado recogidas en cada ciu-
dad (comparadas con el niUmero total de muestras de cada especie recogidas en cada ciudad).

Table 4. Number and percentage of samples of each species positive to the screening collected on each
city (compared to the total number of samples of each species collected on each city).

Zaragoza Bilbao

Logrofio

Toulouse Perpignan TOTAL

No. % No. % No.

% No. % No. % No. %

Vacuno 7 2,3 3 1,3 4 1,8 6 1,7 1 0,5 21 1,5
Pollo 14 4,7 7 2,3 5 1,9 25 7,8 1 0,7 52 3,9
Cerdo 10 4,6 12 5,9 2 1,8 12 7,0 0 0,0 36 3,8
Pavo 7 6,4 5 4,5 6 5,8 12 15,6 5 3,3 35 6,3
Lamb 5 34 3 6,0 4 3,1 0 0,0 1 0,9 13 2,7
Conejo 5 6,0 4* 85 1 0,9 0 0,0 4~ 9,6 16 5,0
Pato 0 0 1 35,5 5 10,4 2 2,1 18 10,4
Caballo 0 0 0 0,0 0 0,0 2 3,3 2 2,5
Codorniz 0 0 0 0,0 0 0 0,0
Cabra 0 0 2 18,2 0 0 2 18,2
Pintada 0 0 0 1 50,0 0 0,0 1 25,0
Perdiz 0 0 0 0,0 0 0 0 0,0
TOTAL 48 4,2 34 3,6 35 2,8 61 5,9 16 1,8 194 3,6

No: NUumero de muestras positivas positivas al cribado; %: Porcentaje de muestras positivas positivas

al cribado.

*Se ha eliminado una muestra de conejo de Bilbao y otra de Perpignan porque daban resultado positivo

a ambos test.

Agencia Europea de Seguridad Alimentaria,
que declararon un 0,14 % de muestras no con-
formes para 2019 (EFSA, 2021). A pesar de que
estos datos apuntan a que la condicion de la
carne del area transfronteriza Espafia-Francia
es mejor que la de Europa, otras 5 muestras
contuvieron concentraciones préximas a los
LMR (56-96 pg/Kg), y otras 20, concentracio-
nes muy bajas, si bien no se identificaron re-
siduos de antibioticos en las 164 restantes.

No obstante, existe un amplio gap entre el
3,6 % de positivos al cribado y el ~0,1 % de
positivos a la cromatografia. Como ambos
test, Explorer® y QuinoScan®, estan validados
y ajustados a los LMR, no pueden ser respon-
sables de la desviacién.

Estudios adicionales para detectar

las causas de la divergencia entre los
resultados del cribado y la confirmacién
cromatografica

Los positivos al test Explorer®, el cual detec-
t6 el mayor porcentaje de positivos del criba-
do, son reflejo de la presencia de metaboli-
tos activos biolégicamente, ya que estos son
responsables de la inhibicion del crecimiento
del microorganismo en que se basa el test.

Antimicrobianos alternativos:
aceites esenciales

De entre todos los antimicrobianos testados,
el carvacrol, el orégano y el cinemaldehido
inhibieron el crecimiento de G. stearother-



Serrano et al. (2024) ITEA-Inf. Tec. Econ. Agrar. 120(3): 251-268

259

Tabla 5. Residuos de antibiético identificados por cromatografia QTOF entre las muestras positivas al

cribado (30 muestras en total).

Table 5. Antibiotic residues identified by QTOF chromatography between the samples positive to the

screening (30 samples in total).

Ciudad Especies Antibiotico Concentraciéon
(ug/kg)
No conformes Logrono Cordero Enrofloxacina 218,8
Ciprofloxacina 34,34
Cabra Sulfadiazina 164,3
Cabra Doxiciclina 813
Toulouse Cerdo Sulfadimetoxina 110
Perpignan Conejo Sulfadimetoxina 187
Conformes Cercanas al LMR Zaragoza Cordero Sulfadiazina 81,89
Bilbao Cordero Sulfadoxine 96,4
Oxytetracyclina 21,7
Logrofio Cordero Sulfadiazina 56,2
Toulouse Cerdo Enrofloxacina 88
Perpignan Conejo Sulfadimetoxina 80
Negativas Zaragoza Pollo Doxiciclina <LD*
Pollo Doxiciclina 25,46
Pollo Doxiciclina <LD*
Cerdo Doxiciclina <LD*
Cerdo Doxiciclina 9,24
Cordero Sulfadiazina 12,4
Cordero Sulfadiazina 14,68
Pavo Doxiciclina <LD*
Enrofloxacina 10,42
Pavo Doxiciclina <LD*
Conejo Sulfadimetoxina 22,7
Conejo Enrofloxacina 6,84
Bilbao Pollo Lincomicina 3,4
Pavo Doxiciclina 7,05
Conejo Enrofloxacina 39,5
Logrofo Pollo Doxiciclina 27,71
Cordero Enrofloxacina 9,7
Pavo Doxiciclina 6,6
Toulouse Pollo Sulfadimetoxina 12,5
Pollo Doxiciclina 31,5
Pavo Sulfadimetoxina <LD*

*LD: Limite de deteccion de la técnica cromatografica.
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mophilus, dando resultados positivos a Ex-
plorer®, tal y como se muestra en la Tabla 6.
No obstante, hay que sefialar que, para lograr
resultados positivos, fue necesario afadir con-
centraciones >200 pL/L, lo cual aportaria un
olor y sabor tan intenso que resultaria des-
agradable. Como las muestras de este estu-
dio no poseian un aroma especial y las con-

centraciones normalmente detectadas son
del orden de pL/mL (de Haro, 2015), lo que
significa 1.000 veces menores a la concen-
tracion inhibitoria descrita en este estudio, la
inhibicién de Explorer® por aceites esenciales
se descarté como responsable de la elevada
positividad de Explorer® (en comparacion
con los resultados de la cromatografia QTOF).

Tabla 6. Resultados de Explorer® obtenidos del analisis de suero de carne libre de antibiéticos conta-
minado con diferentes concentraciones de algunos de los aceites esenciales mas cominmente usados
y con mayor actividad antimicrobiana. Cada experimento se llevé a cabo por triplicado, y la ultima co-

lumna incluye el resultado del control blanco.

Table 6. Explorer® results obtained from the analyses of meat serum free of antibiotic stained with dif-
ferent concentrations of some of the most commonly used and higher antimicrobial activity essential oils.
Each experiment was performed in triplicate, and the last column shows the result of a blank control.

1000 /L 600 pL/L 400 pL/L 200 pL/L 100 pL/L Blanco
Carvacrol 1 + + + - — _
Carvacrol 2 + + + + - _
Carvacrol 3 + + + - — _
Orégano 1 + + - - - _
Orégano 2 + + + + - _
Orégano 3 + + + - - _
Cinemaldehido 1 + - - - - —
Cinemaldehido 2 + + - - - -
Cinemaldehido 3 + + - - - -

+: El simbolo + se corresponde con resultados positivos a Explorer®.

—: El simbolo - se corresponde con resultados negativos a Explorer®.

Presencia de metabolitos bioldgicamente
activos procedentes de la degradacion
de los antibidticos originalmente
presentes en musculo

Aunque diferencias en la sensibilidad entre
el método de cribado y el método confirma-
torio podrian explicar desviaciones en los re-
sultados de las 25 muestras en las que, aun
siendo conformes, se detectaron residuos de

antibidticos, debian existir otras razones que
explicaran las desviaciones en el resto de las
muestras de carne (159 muestras en total, 5
menos que las 164 restantes, ya que hubo 5
muestras en las que si se detecté el compues-
to antibidtico aunque a concentraciones ba-
jas, menores al limite de deteccién de la téc-
nica). Es por ello que se planted la necesidad
de profundizar en la posible presencia de
residuos antibidticos en muestras conformes,
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incluso moléculas con propiedades antimicro-
bianas no incluidas en la lista de compuestos
diana de los analisis cromatograficos QTOF,
como los metabolitos de los compuestos ori-
ginales con los que se trataron los animales.

1. Analisis confirmatorios de residuos anti-
bidticos en muestras aleatorias negativas
al cribado.

De entre las muestras de carne comercial ne-
gativas a Explorer®, se tomaron 138 (2,7 %)
de forma aleatoria y se analizaron por QTOF

para comprobar la presencia de trazas de
antibiodticos entre las muestras negativas y
corroborar el buen funcionamiento de los
test, ya validados. Tal y como muestra la Ta-
bla 7, 17 de las 138 muestras (12,3 %) conte-
nian residuos de antibiéticos siempre por de-
bajo de los LMRs (no se encontraron falsos
negativos, es decir, todas ellas eran conformes,
lo que corrobora el buen funcionamiento
del método de cribado). De nuevo, la familia
mas detectada fueron las tetraciclinas (63,2
% de las muestras con residuos), seguida por

Tabla 7. Residuos de antibioético identificados por cromatografia QTOF entre 138 muestras negativas

E71?|atca';Ieb;.d;\)})t‘ibiot‘ic residues identified by QTOF chromatography between 138 samples negative to the
screening.
Ciudad Especie Antimicrobiano Concentracion (uk/kg)
Bilbao Conejo Enrofloxacina <LD*
Oxitetraciclina <LD*
Cerdo Lincomicina 14
Pavo Doxiciclina <LD*
Doxiciclina 21
Doxiciclina 13
Cordero Sulfadiazina 16,2
Zaragoza Conejo Oxitetraciclina 20,9
Oxitetraciclina 1
Doxiciclina 33,5
Oxitetraciclina 9,8
Pollo Norfloxacina 7,3
Cerdo Doxiciclina 11,5
Flumequina 31,6
Dicloxacilina 10,9
Lincomicina 7,8
Pavo Doxiciclina 8,27
Cordero Doxiciclina <LD*

* LD. Limite de deteccion de la técnica cromatografica.
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las quinolonas (15,8 %), lincomicina (10,5 %)
y sulfamidas y B-lactamicos (5,3 % para cada
una de ellas).

La diferencia entre el porcentaje de muestras
positivas al cribado que contenia residuos de
antibidticos identificados por QTOF (15,5 %)
y el porcentaje de muestras negativas al cri-
bado que contenian estos residuos analiza-
das por el mismo método (12,3 %), fue del
3,2 %. Este valor es muy préximo al porcen-
taje de muestras positivas al cribado, exclu-
yendo aquellas que fueron no-conformes (5
muestras) y aquellas conformes préximas al
LMR (5 muestras), que resulta en un 2,4 %
(184 de 5.357). Estas muestras adicionales,
positivas a Explorer® y con trazas de antibio-
ticos, podrian contener metabolitos biol6gi-
camente activos derivados del compuesto
original. Asi, tanto los antibioticos originales

como sus metabolitos, que pasarian inadver-
tidos para la cromatografia dirigida, serian
responsables de la inhibicién de Explorer®,
dando lugar a muestras de carne comercial
positivas al cribado que no son detectadas por
cromatografia. No obstante, aunque estos
resultados apoyan la hipétesis de la presen-
cia de metabolitos biolégicamente activos,
fue necesario llevar a cabo experimentos adi-
cionales para demostrar su presencia.

2. Presencia en carne de metabolitos biolo-
gicamente activos derivados de los anti-
bioticos originales.

Los analisis cromatograficos detectaron de-
gradacién de los antibiéticos (P < 0,05) en
14 muestras congeladas en magnitud dife-
rente en funciéon del compuesto (Figura 1).
Mientras que la oxitetraciclina no mostré de-
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Figura 1. Concentraciones de antimicrobianas detectadas por cromatografia HPLC-FLD en
2018 (M) y QTOF en 2021 (M) en muestras de carne del banco de muestras contaminadas
de forma natural con amoxicilina (A1, A2, A3, A4), sulfametoxipiridazina (51, S2, S3), oxi-
tetraciclina (O1, 02, 03, 0O4) y enrofloxacina (E1, E2, E3).

Figure 1. Antimicrobial concentrations detected by HPLC-FLD chromatography in 2018 (H)
and QTOF in 2021(M) in meat samples coming from the sample bank, naturally tainted with
amoxicillin (A1, A2, A3, A4), sulfamethoxypiridazine (51, S2, S3), oxytetracycline (O1, O2,

03, 04) and enrofloxacin (E1, E2, E3).
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gradacion, la amoxicilina se degradé de
forma completa. La enrofloxacina (26-55 %
de degradacién) y la sulfametoxipiridazina
(5-39 %) mostraron un comportamiento in-
termedio. La degradacion de antibiéticos tras
el almacenamiento en congelacioén ya ha sido
descrita previamente (Shaltout et al., 2019).

De acuerdo a los analisis cromatograficos, al-
gunas de las muestras de amoxicilina y sulfa-
metoxipiridazina (A1, A3, A4y S3; Figura 1),
experimentaron una degradacién a niveles
menores al LD de la técnica cromatografica,
pero seguian siendo positivas a Explorer®, lo
que apuntaba a la presencia de actividad an-
tibacteriana derivada de los compuestos de
degradacion de los antibidticos originales,
que pasarian desapercibidos para la técnica
cromatografica empleada. Para confirmarlo,
se llevaron a cabo los experimentos que se
detallan a continuacion.

2.1. Presencia de metabolitos de B-lactami-
cos biolégicamente activos en muestras
de carne naturalmente contaminadas
con amoxicilina: deteccion basada en re-
conocimiento bioquimico estructural.

Para evaluar la presencia potencial de meta-
bolitos activos de B-lactamicos en muestras
de carne, se tomaron 4 muestras de carne pro-
cedentes del banco de muestras construido
en 2018 por Serrano et al. (2020), caracteri-
zadas por cromatografia HPLC-FLD en 2018,
y se reanalizaron en 2021 con el test BTScan®.
La Tabla 8 muestra como, a pesar de que el
antibidtico se degradaba por completo tras 3
anos de almacenamiento, seguian siendo ca-
paces de inhibir el crecimiento del microor-
ganismo diana del test Explorer®, no sélo en
2018, cuando se detectaban elevadas con-
centraciones, sino también en 2021, a con-
centraciones bajas incluso menores al LD del

Tabla 8. Analisis cromatograficos (HPLC-FLD) y resultados de Explorer® de 4 muestras de carne conta-
minadas con amoxicilina, obtenidos tras el analisis de estas muestras en 2018 y 2021, momento en el
cual también se analizaron por BTScan®. Los valores numéricos estan expresados en pk/kg, los resulta-
dos positivos con el simbolo +, y los resultados préximos al positivo, con el simbolo +.

Table 8. Chromatographic analyses (HPLC-FLD) and Explorer® results of 4 meat samples tainted with amo-
xicillin, obtained after the analysisof these samples in 2018 and 2021, when they were also analyzed
by BTScan®. Numeric values are expressed in puklkg, positive results with the symbol +, and those results

close to positive, with the symbol =+.

HPLC-FLD Explorer® BTScan® 1/5*
2018 2021 2018 2021 2021
Al 2254 <LD** + + +
A2 429 29 + + +
A3 532 <LD** + + *
A4 72 <LD** + + *

* Puesto que la técnica estd optimizada para el andlisis de B-lactdmicos en leche, para evitar el efecto
matriz, se llevé a cabo una dilucién 20/80 v/v de suero de carne en leche. Las muestras con resultados
+ se corresponden con muestras cuyos resultados encajan con la presencia de B-lactdmicos, teniendo

en cuenta el factor dilucién 1/5.

* LD. Limite de deteccion de la técnica cromatografica.
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QTOF, mientras que el analisis en tandem de
estas muestras con BTScan® demostro la pre-
sencia de metabolitos de B-lactamicos en to-
das las muestras analizadas. Es necesario
mencionar que el LD del test bioquimico esta
en torno a 15 pg/Kg, ligeramente por encima
al LD del QTOF (datos no mostrados), apun-
tando asi hacia un correcto reconocimiento
no sélo de la molécula parental sino de sus
derivados que mantienen propiedades bio-
l6gicas (detectadas por Explorer®) y estruc-
turales (detectadas por BTScan®).

Estos hallazgos revelan la presencia de me-
tabolitos biolégicamente activos de amoxici-
lina en muestras de musculo, procedentes
de su degradacién durante el almacenamien-
to en congelacién, y que podrian ser res-
ponsables de resultados positivos en tests de
cribado de base bioldgica como Explorer®, in-
cluso pasando desapercibidos para técnicas
cromatograficas empleadas rutinariamente
en control oficial, ya que estan dirigidas a la
deteccion especifica de compuestos diana in-
dicados por la legislacion.

2.2. Deteccion de metabolitos de sulfami-
das basada en inhibicion competitiva
de su actividad bioldgica.

Para comprobar la presencia de metabolitos
de sulfamidas, se tomaron 8 muestras de car-
ne procedentes del banco de muestras (Se-
rrano et al., 2020), contaminadas con sulfa-
midas a concentraciones menores al LMR, y
se analizaron con Explorer® antes y después
de la adicion de 50 g/mL de pABA (FIL/IDF,
1991; Sanz et al., 2015). Hay que puntualizar
que el test Explorer® ha sido validado para la
deteccion de sulfamidas (Mata et al., 2014) y
que los LDs son préximos a los LMRs estable-
cidos por la legislacién, oscilando entre 50 y
100 pg/kg. La Figura 2a ilustra la positividad
de las muestras antes de la adiciéon de pABA
(valores de Explorer® acoplado a e-Reader®
por encima del cut-off o valor del método
por encima del cual una muestra se considera
positiva) y como el efecto inhibitorio des-

aparecio tras la adiciéon de pABA (P<0,05), lo
que es muestra de la competicion de este
compuesto con metabolitos biolégicamente
activos presentes en carne, presumiblemente
procedentes de la degradacién de la sulfa-
mida original con la que se trataron a los ani-
males que no se detectaron por la técnica
cromatografica dirigida.

Se demostro la presencia de metabolitos bio-
l6gicamente activos de sulfamidas en mues-
tras de musculo conservadas en congelaciéon
durante 3 aios, procedentes de animales tra-
tados con sulfamidas. Ademas, se re-analiza-
ron 18 muestras de carne comercial recogidas
en el presente estudio, positivas a Explorer®
pero negativas de acuerdo a los andlisis cro-
matograficos por QTOF, tras 4 y 8 meses man-
tenidas en congelacién tras la compra. Des-
pués de 4 meses, Unicamente 7 muestras
siguieron siendo positivas al test biolégico,
mientras que solamente 4 siguieron siendo
positivas tras 8 meses (512-S14, Figura 2b).
Con el objetivo de evidenciar la presencia de
metabolitos en estas tres muestras, se afiadio
PABA, y se constaté que su adicion revertia el
efecto inhibitorio (P < 0,05) en 3 de las 4
muestras (513 y S14), hecho que apunta a la
presencia de metabolitos biol6gicamente ac-
tivos de sulfamidas. La fiabilidad del pABA
para revertir la inhibicion de las sulfamidas
sobre el test Explorer® se comprob6 con la
muestra S15, una muestra de carne comercial
que, caracterizada por QTOF, contenia 82
pg/kg de sulfadiazina en el momento de su
recogida, y positiva a Explorer® incluso tras 8
meses de almacenamiento en congelacién,
ya que la Figura 2 muestra la pérdida de la
capacidad inhibitoria de la sulfamida tras la
adicion de pABA. Este hecho refuerza la hi-
potesis de la presencia en carne de metabo-
litos biolbgicamente activos procedentes de
la degradacién de sulfamidas como respon-
sables de la inhibicién del test Explorer® vy,
por ende, potenciales causantes de positivos
no detectados por cromatografia dirigida.
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Figura 2. 2a. Resultados de Explorer® acoplado a e-Reader® tras el analisis de 8 muestras de carne de
animales tratados con sulfametoxipiridazina procedentes del banco de muestras antes (M) y después ()
de la adicién de pABA. La linea discontinua roja representa el cut-off del test Explorer® por encima del
cual los resultados se consideran positivas. 2b. Resultados de Explorer® acoplado a e-Reader® tras el ana-
lisis de 4 muestras de carne comercial recogidas en este estudio antes (M) y después (M) de la adicion
de pABA. La linea discontinua roja representa el cut-off del test Explorer® por encima del cual los re-
sultados se consideran positivas.

Figure 2. 2a. Explorer® coupled to e-Reader® results obtained after the analysis of 8 meat samples ob-
tained from animals treated with sulfamethoxypyridazine coming from the sample bank, before (M)
and after (M) the addition of pABA. The red dotted line corresponds to the cut-off value of Explorer®
test, over which results are considered positive. 2b. Explorer® coupled to e-Reader® results obtained af-
ter the analysis of 4 commercial meat samples collected in this study before (M) and after (M) the ad-
dition of pABA. The red dotted line corresponds to the cut-off value of Explorer® test, over which re-

sults are considered positive.

Estos hallazgos probaron la presencia en carne
de metabolitos biol6égicamente activos proce-
dentes de los antibidticos originales. Asi pues,
a pesar de que los analisis cromatograficos
ofrecen la ventaja de la caracterizacion de las
muestras en cuanto a la identificacion y cuan-
tificacién del antibiotico presente en una
muestra, su analisis no detecta la presencia de
estos metabolitos debido a su caracter diri-
gido. Es por esto que los test biolégicos de cri-
bado ofrecen ciertos beneficios, puesto que
son medida directa de la actividad biolégica
tanto de antibiéticos como de sus metabolitos.

Conclusiones

El anélisis secuencial (cribado + confirmacion)
de 5.357 muestras de carne comercializada

del area transfronteriza Espafa-Francia mos-
tré un 3,6 % de muestras positivas al cribado
mientras que los analisis cromatograficos di-
rigidos (QTOF) mostraron no conformidad
en el 0,093 %, datos similares a los publica-
dos por la EFSA para 2019. Las familias mas
detectadas fueron tetraciclinas, sulfamidas,
quinolonas, lincomicina y B-lactdmicos. Para
explicar las diferencias entre el 3,6 % de po-
sitivos al cribado y el 0,093 % de no confor-
mes detectadas por cromatografia, se lleva-
ron a cabo experimentos adicionales que
demostraron que estas muestras de carne,
aun siendo conformes, contienen metabolitos
biolégicamente activos procedentes de la de-
gradacion del compuesto original, que de-
tecta el test biolégico Explorer® pero no la cro-
matografia dirigida, empleada en este estudio
y utilizada en control oficial. Por consiguiente,
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la eleccién del test para control de residuos an-
tibidticos dependera del objetivo del analisis.
Cuando los requerimientos legales son priori-
dad, seran los andlisis cromatograficos dirigidos
a la detecciéon de los compuestos marcador
(Reglamento (UE) n° 37/2010) los de eleccion.
Sin embargo, los metabolitos derivados de és-
tos escapan a su vigilancia, por lo que, si se
busca ofrecer proteccién extra a los consumi-
dores, los test bioldgicos de cribado de tipo
biolégico seran los de eleccién.
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Efecto del mucilago de cacao en la bioconservaciéon de carnes
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Resumen

El mucilago de cacao es uno de los principales subproductos de la produccion de cacao, caracterizado
por su contenido en carbohidratos, proteinas y compuestos fendlicos. La microbiologia del mucilago esta
compuesta por levaduras, bacterias acéticas y bacterias acido lacticas, que posibilitan su empleo para
controlar bacterias indeseables. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la extensién de la vida util
de carne refrigerada mediante la aplicacion de mucilago de cacao de dos variedades (Fino de aroma'y
CCN-51), que fueron aplicados a diferentes tipos de carne (cerdo, pollo y vacuno) y evaluadasalos 1y 7
dias de almacenamiento a 4 °C. Para evaluar el efecto de los tratamientos se realizaron analisis fisico-
quimicos (pH, acidez, humedad, dureza, capacidad de retenciéon de agua, color), y analisis microbiol6-
gicos. Los resultados de la aplicacién de los mucilagos mostraron un aumento del % de acido lactico,
la humedad, la capacidad de retencién de agua, la luminosidad y el color amarillo (b*) respecto a las
carnes de cerdo, pollo y ternera sin mucilago. Ademas, se disminuyé la dureza y color rojo de las carnes
(a*). Respecto a los andlisis microbioldgicos, se observaron reducciones medias superiores a 2 log UFC/g
del contenido en Escherichia coli y levaduras, mientras que las bacterias acido lacticas presentaron li-
geros incrementos. Los resultados de este trabajo ponen de manifiesto la viabilidad de reutilizar el mu-
cilago de cacao para extender la vida Gtil de diversas carnes refrigeradas.

Palabras clave: Revalorizacion, Theobroma cacao, Escherichia coli, vida util.

Effect of cocoa mucilage on the biopreservation of meats
Abstract

Cocoa mucilage is one of the main by-products of cocoa production, characterized by its content of car-
bohydrates, proteins, and phenolic compounds. The microbiology of mucilage is ruled by yeasts, ace-
tic acid bacteria, and lactic acid bacteria, which enable its use to control undesirable bacteria. The ob-
jective of the present work was to evaluate the extension of the shelf-life of refrigerated meat by the
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application of cocoa mucilage of two varieties (Fino de aroma and CCN-51), which were applied to dif-
ferent types of meat (pork, poultry, and beef) and evaluated at 1 and 7 days of storage at 4 °C. To eva-
luate the effect of the treatments, physicochemical analyses (pH, acidity, humidity, hardness, water re-
tention capacity, color) and microbiological analyses were carried out. The results of the application of
mucilage showed an increase in % lactic acid, moisture, water holding capacity, brightness, and yellow
color (b*) compared to pork, chicken, and beef without mucilage. In addition, the hardness and red co-
lor of the meats decreased (a*). With respect to microbiological analyses, average reductions of more
than 2 log cfu/g in Escherichia coli and yeast content were observed, while lactic acid bacteria showed
slight increases. The results of this work demonstrate the feasibility of reusing cocoa mucilage to ex-

tend the shelf-life of various refrigerated meats.

Keywords: Revalorization, Theobroma cacao, Escherichia coli, shelf life.

Introduccion

La carne es un alimento caracterizado por un
alto contenido de proteinas, pH ligeramente
acido y una elevada actividad de agua. Esto la
convierte en un excelente ambiente para el
crecimiento de microorganismos, principal-
mente bacterias, que participan activamente
en su alteracion. El perfil microbiolégico de
la carne fresca, responsable principal de su
alteracién, es la suma de las aportaciones
durante las operaciones de faenado, condi-
ciones de almacenamiento, transporte y dis-
tribucion (Signorini, 2007). La microflora de
la carne estd usualmente dominada por las
bacterias acido-lacticas (BAL). Ademas de las
BAL, en los procesos de alteracion de la carne
se han identificado especies pertenecientes a
los géneros Aeromonas, Carnobacterium, Bro-
chothrix, Buttiausella, Clostridium, Enterobac-
ter, Hafnia, Micrococcus, Pantoea, Proteus,
Pseudomonas, Rahnella, Serratia, Staphylo-
coccus, entre otras (Doulgeraki et al., 2012).
Entre los riesgos sanitarios asociados con el
consumo de carne destaca la posibilidad de
vehicular bacterias patégenas como Sa/mo-
nella, Campylobacter jejuni, Escherichia coli
y Listeria monocytogenes (Omer et al., 2018).

Por otro lado, los atributos organolépticos de
la carne fresca con mas importancia para el
consumidor son el color (intensidad y colora-
Cién), la apariencia (grasa intramuscular, exu-

dacion), la jugosidad, el sabor y el aroma
(Adamski et al., 2017); mientras que la indus-
tria centra mas la atencién en factores como
pH, la capacidad de retencion de agua (CRA),
textura, y estabilidad oxidativa. Estos atri-
butos estan influenciados por factores como
la raza, la edad, la dieta, el manejo ante-mor-
tem, los procesos de matanzay las practicas
de manejo post-mortem (Tougan et al., 2013).
Todos estos atributos deben ser mantenidos
dentro de unos margenes durante la vida
util de la carne, para lo cual se utilizan dife-
rentes técnicas de conservaciéon y/o prolon-
gaciéon de la vida util. Entre las alternativas
para prolongar la vida util de los alimentos
se encuentra la bioconservacién o biopreser-
vaciéon, que es un método en el que se usan
sustancias naturales provenientes de bacte-
rias, hongos, plantas y animales para man-
tener la vida util de los alimentos mientras
garantizan su seguridad (Pisoschi et al., 2018;
Barcenilla et al., 2022). En este sentido des-
tacan las BAL, que son usadas como cultivos
bioprotectores por su capacidad de producir
acido lactico y otros metabolitos que con-
trarrestan el crecimiento de bacterias no de-
seadas (Fiorentini et al., 2001). Entre los me-
tabolitos producidos por las BAL destacan
las bacteriocinas, que son péptidos antimi-
crobianos principalmente activos frente a
microorganismos taxondmicamente empa-
rentados, generalmente bacterias Gram po-
sitivas en el caso de las BAL (Parada et al.,
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2007). Ademas, las BAL tienen la capacidad
de inhibir a bacterias Gram negativas como
E. coliy Salmonella mediante la produccién
de acidos orgdanicos y otros metabolitos (Vol-
zing et al., 2013). El origen de las BAL em-
pleadas en la bioconservacion puede ser di-
verso, y estas, a su vez, pueden ser aplicadas
directamente como cultivos purificados o me-
diante el empleo de materias fermentadas
que las vehiculen. Este es el caso del mucilago
del cacao (Theobroma cacao L.), uno de los
principales subproductos en la produccién
del cacao. El mucilago o pulpa de cacao es
una sustancia viscosa, generalmente hialina,
blancuzca y azucarada que contienen las
plantas de cacao recubriendo a las 30-50 se-
millas o almendras. Estd compuesta por cé-
lulas esponjosas parenquimatosas, que con-
tienen células de savia ricas en azuUcares
(10-13 %), pentosas (2-3 %), acido citrico (1-
2 %), y sales (8-10 %) (Neto et al., 2016).
Ademas, presenta un interesante contenido
en compuestos con actividad antioxidante y
antimicrobiana como son los compuestos fe-
noélicos (Martinez et al., 2012; Llerena et al.,
2023). En la fermentacion aerébica que ocu-
rre tras la separacion de la vaina del cacao,
conducida fundamentalmente por levaduras,
BAL y bacterias acido-acéticas (Almeida et
al., 2020), el mucilago que rodea el grano de
cacao se degrada por la accién de los micro-
organismos del medio ambiente natural
(Rojo-Poveda et al., 2020), con la produccion
de metabolitos tales como etanol y acidos or-
ganicos como el acético, citrico, lactico, y oxa-
lico (Amorim et al., 2017). Las BAL presentes
en el mucilago de cacao producen bacterioci-
nas (Nandha y Sukla, 2023), brindando la
oportunidad de ser utilizado como conser-
vante alargando la vida util de las carnes (Mo-
rante-Carriel et al., 2023).

Debido a los precedentes anteriores, el uso
como bioconservantes de subproductos ve-
getales fermentados como el mucilago del
cacao es una potencial alternativa para la
conservacion de la carne, contribuyendo a la

prolongacion de la vida util y su seguridad e
higiene. Esta investigacién se dirigi6 a la eva-
luacién de la bioconservacién de carnes de
cerdo, pollo y ternera mediante la aplicacion
del mucilago de cacao de las dos variedades
mas importantes cultivadas en Ecuador (Fino
de Aroma y CCN-51).

Materiales y métodos

Material biolégico

Para el presente trabajo se utilizaron carnes
de cerdo, pollo y ternera, obtenidas de su-
permercados locales de la region del cantén
Quevedo (Ecuador). Estas carnes fueron re-
frigeradas a 4 °C hasta su uso, en un tiempo
no superior a las 24 h. Se utilizé mucilago de
cacao de las variedades CCN-51 y Fino de
aroma que se obtuvieron de la finca ubicada
en el km 29 de la via Buena Fe-Santo Do-
mingo (Ecuador).

Bioconservacion de la carne con
la aplicacion de mucilago de cacao

Tras la recepcion de las carnes, se realizé una
seleccién y lavado para eliminar cualquier
impureza. En el caso de la carne de cerdo (4
a 6 meses de engorde) se tomé la parte su-
perior de la pierna trasera del cerdo. Para la
carne de pollo de raza Broiler se tomé del
muslo de pollo, cuyas edades se encuentran
entre la sexta y séptima semana. Finalmente,
para la investigaciéon se trabajé con contra-
tapa de ternera de la raza Brahman. Las eda-
des de ternera estuvieron alrededor de
1,5 anos. Posteriormente se aplicé agua puri-
ficada para eliminar residuos (grasa y sangre).
Todos los cortes de cada especie fueron refri-
gerados a una temperatura de 4 °C durante
un periodo de 24 h colocados sobre almoha-
dillas absorbentes para evitar la prolifera-
cion de microorganismos. Una vez transcu-
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rridas las 24 h se realizaron cortes de 7 cm de
longitud por 4 cm de ancho y 0,5 cm de es-
pesor a cada muestra. A cada corte se aplico
100 mL de mucilago por un tiempo de 45 min.
Posterior a esto, se llevo a refrigeraciéon a
4 °C por un periodo de 7 dias. Para los lotes
control, se realizé cada uno de los pasos an-
teriores en los que Unicamente se omitid la
adicién de mucilago de cacao.

Se realizaron combinaciones del mucilago
entre variedades de cacao (CCN-51y Fino de
aroma), tiempo de conservacion entre (1 y
7 dias), a diferentes carnes (cerdo, polloy ter-
nera). Cada tratamiento se realizé por tripli-
cado con un total de 54 unidades experi-
mentales.

Anélisis fisicoquimicos del mucilago
de cacao

Todos los andlisis se realizaron en tres mues-
tras independientes. Para ello, se determi-
naron los siguientes parametros:

Determinacion de pH del mucilago

Se utilizé un potenciometro o pH-metro
marca HANNA modelo HI 98130.

Determinacion de la acidez titulable

Se realiz6 la titulacién de 10 mL de muestra
con 0,1 N NaOH vy utilizando fenolftaleina
como indicador como porcentaje de acido
lactico. El % de acidez se determiné me-
diante la siguiente ecuacion:

% acidez titulable = (N x V,,,,, X
Factor acido predominante) / PM x 100  [1]

Donde Vo, : volumen gastado de hidro-
xido de sodio 0,1 N; PM: peso de muestra;
Factor acido dominantes: peso equivalente
del acido lactico 0,09 g/meq

Solidos solubles totales

Se realizaron con el equipo Pocket Refrac-
tdmetro de la marca ATAGO, y los resultados
se expresaron en °Brix.

Densidad

Se utilizé un picnémetro. Los calculos de la
densidad se determinaron mediante la si-
guiente ecuacion:

d=m2-m1/m3-m1 [2]

Donde ¢ densidad relativa a 20 °C; m1: masa
del picnémetro vacio (g); m2: masa del pic-
németro con la muestra (g); m3: masa del
picnémetro con agua destilada ().

Turbidez

El equipo de turbidimetro 2100 AN la marca
HACH. Los resultados se expresan en NTU.
NTU/FNU.

Sdlidos en suspension

Se centrifugd 1 mL durante 5 min a 13.000 rpm.
Antes de la centrifugacién, la muestra se pe-
s6 en una balanza analitica. Después, se pe-
saron nuevamente para obtener el valor con-
sumido durante la centrifugacioén.

Colorimetria

La medicion del color se llevé a cabo por el
método CIE L*a*b* con un colorimetro mar-
ca CHROMA METER CR 400 donde L* define
la luminosidad, a* define el componente de
color rojo-verde, y b* define el componente
de color amarillo-azul.

Transmitancia y Absorbancia

Se utilizé un espectrofotéometro DR3900 HACH
serie 1488262, con una longitud de onda de
460 nm.
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Anadlisis fisicoquimicos de las carnes

Acidez titulable

La determinacion de acidez se realizé pe-
sando 10 g de carne triturada y diluyéndola
en 40 mL de agua destilada siguiendo el mé-
todo descrito en la seccion anterior.

Determinacion de pH

Con la preparacién descrita anteriormente se
registré el pH en un potenciémetro de la
marca OHAUS modelo STARTER 5000.

Capacidad de retencion de agua (CRA)

La CRA se determiné mediante el método de
Rengifo Gonzales y Ordofiez Gémez (2010).
Para el calculo de la CRA se aplicé la siguiente
ecuacion:

x100 [3]

Cra [ 9H:O retenida) _ (my xH)=(m,-m;)
100 g H,0 m, xH

Donde m,: masa de la muestra (g); m,: masa
del papel de filtro himedo (g); m,: masa del
papel de filtro seco (g); y H: contenido en hu-
medad de la muestra (g de H,0/g de muestra).

Contenido de humedad
se determind aplicando la ecuacion:

(P1+P2)-P3
P2

%Humedad = x 100 (4]

Donde P1: Peso de la placa (g); P2: Peso de la
muestra (g); y P3: Peso de la placa + Peso de
la muestra.

Colorimetria

La mediciéon de color se llevd a cabo por el
método CIE L*a*b* utilizando un colorime-
tro marca CHROMA METER CR 400.

Textura (Dureza)

Se utilizé el procedimiento de la American
Meat Science Association por el método de
Compresién y Puncién. Se coloco la muestra
en un Texturometro SHIMADZU que es ope-
rado por el software TRAPEZIUM versidon
1.4.0. Los valores de dureza fueron expresa-
dos en Newtons.

Analisis microbioldgicos

Se pesaron asépticamente 10 g de carne,
que fueron mezclados con 90 mL de agua de
peptona estéril. Seguidamente se hicieron
las diluciones decimales en medio agua de
peptona. Finalmente, se sembraron en su-
perficie 100 uL de cada dilucién en Potato
Dextrose Agar para la deteccién de levadu-
ras, incubando las placas a 25 °C durante
5 dias; en Gelose VRBL para la deteccién de
coliformes totales incubando las placas a
37 °Cdurante 48 h, y MRS para la deteccion
de BAL incubando las placas a 37 °C en anae-
robiosis durante 48 h. Los analisis se realiza-
ron por triplicado y los resultados se expre-
saron como log UFC/g de carne.

Analisis estadistico

El efecto de los tratamientos sobre los para-
metros fisicoquimicos y microbiolégicos a los
1y 7 dias de almacenamiento se analizé me-
diante el anélisis de varianza ANOVA de una,
dos y tres vias. En caso de encontrar diferen-
cias significativas entre los tratamientos, los
grupos fueron establecidos mediante la
prueba post hoc de Tukey. El intervalo de con-
fianza utilizado para el andlisis se fijo en el
95 %, lo que garantiza una evaluacién fiable
de la significacion estadistica de los resultados.
Para el analisis estadistico de los datos se em-
pled el software Statgraphics centurion XVI.
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Resultados y discusion

Caracterizacion del mucilago de cacao

En cuanto a las determinaciones fisicoquimi-
cas del mucilago de cacao, recogidas en la Ta-
bla 1, se puede observar que el mucilago Fino
de Aroma present6 valores ligeramente su-
periores de pH (pH 4,31) que el mucilago
CCN-51 (pH de 4,11). Estas diferencias en el
pH estaban asociadas al porcentaje de acidez,
en el que el mucilago Fino de Aroma presenté
valores de 0,68 % mientras que CCN-51 pre-
sent6 valores medios de acidez de 1,09 %.
Respecto al contenido en sélidos solubles, el
mucilago Fino de Aroma presenté mayores
valores de sélidos solubles totales (15,50 °Brix)
que el CCN-51 (11,30 °Brix), que se asociaron
con la turbidez, en la que el mucilago Fino de

Aroma presenté valores superiores. Por el
contrario, los solidos en suspensién fueron
0,01y 0,04 para los mucilagos Fino de Aroma
y CC-51, respectivamente. Respecto a la den-
sidad, se observaron valores superiores en el
mucilago CCN-51 con valores de 1,49 g/L que
Fino de Aroma con 1,08 g/L y turbidez con un
valor inferior de 9,34. Respecto a los para-
metros 6pticos, el mucilago Fino de Aroma
fue mas luminoso (L*) y con coloraciones mas
amarillas (b*). Asi, este mucilago presenté
una tonalidad ambar clara. Por su parte, el
mucilago CCN-51 presenté una coloracién
mas rojiza y menos luminosa, presentando
una tonalidad dmbar oscura. En general, los
valores observados concuerdan con los tra-
bajos previos presentados por Balladares et
al. (2016) y Guirlanda et al. (2021).

Tabla 1. Andlisis fisicoquimicos del mucilago de cacao de las variedades CCN-51 y Fino de aroma.
Table 1. Physicochemical analysis of cocoa mucilage of the varieties Fino de Aroma and CCN-51.

Mucilago de Cacao

Analisis
CCN-51 Fino de aroma

pH 4,16 4,31
Acidez Titulable (%) 1,09 0,68
°Brix 11,3 15,5
Densidad (g/L) 1,49 1,08
NTU Turbidez 9,34 16,71
Sélidos en suspension 0,04 0,01
Colorimetria L* 34,85 46,06
Colorimetria a* 15,18 8,11
colorimetria b* 21,72 30,41
Transmitancia 0,6 0,1
Absorbancia 0,3 0,1




Villarroel-Bastidas et al. (2024) ITEA-Inf. Tec. Econ. Agrar. 120(3): 269-287 275

Anadlisis fisicoquimicos de las carnes
de cerdo, pollo y ternera

Entre los métodos para la prolongacién de la
conservacion de la carne han proliferado los
ensayos basados en la aplicacién de conser-
vantes de origen bioldgico. La bibliografia
muestra multiples aplicaciones de extractos
fendlicos obtenidos de diferentes productos
vegetales tal y como muestra la revision de
Munekata et al. (2020), y recubrimientos co-
mestibles (Umaraw y Verna, 2017) en los que
las principales aportaciones son el retraso de
las reacciones de oxidacion, los cambios de
color y los cambios sensoriales, y el control de
la poblacién microbiana. La biopreservacién
de la carne mediante la aplicacién de microor-
ganismos es una técnica ampliamente inves-
tigada como demuestran la revision de Bar-
cenilla et al. (2022), en la que se destaca la
idoneidad de las BAL para este fin. En el pre-
sente trabajo se propone la aplicaciéon de un
subproducto de la industria de obtencién del
cacao, el mucilago del cacao como método de
bioconservacién de carnes asociada a sus pro-
piedades funcionales y microbiolégicas (Silva
et al., 2014; Morante-Carriel et al., 2023).

En la tabla 2 se muestra el efecto de los fac-
tores tipo de carne (cerdo, pollo, ternera), la
variedad de mucilago de cacao (control, Fino
de Aroma, y CCN-51) y el tiempo de conser-
vacion (1 dia y 7 dias) de las carnes almace-
nadas a 4 °C sobre los parametros fisico-qui-
micos de la carne. Los resultados mostraron
que las carnes no presentaron diferencias a
nivel de pH, % acidez, y capacidad de reten-
cioén de agua. Los pH observados fueron es-
pecialmente bajos, sintoma de una posible
baja calidad higiénica de las carnes utilizadas
(Signorini, 2007). Este bajo pH puede influir
en otros parametros, ya que se ha observado
que la CRA disminuye a bajos pH y con ello
aumenta la dureza de las carnes (Pethick et
al., 2005), ademas de influir en el color de la
carne (Hamoen et al., 2013). La aplicaciéon
de mucilago tuvo un efecto global sobre el

pH desigual, ya que la aplicaciéon de Fino de
Aroma provocé los pH medios estadistica-
mente superiores (p < 0,050), mientras que
CCN-51 los menores. Los resultados de pH y
% de acidez de los tratamientos sobre las car-
nes se muestran en la figura 1. En cuanto a
los valores de pH observados en el cerdo,
tras 1 dia a 4 °C se observé un valor de 4,61,
que aumento a 4,85 a los 7 dias de conser-
vacion. La aplicaciéon de mucilago Fino de
Aroma modificé significativamente el pH tras
su aplicacion y tras 7 dias de almacenamiento
(4,92; p < 0,050), mientras que la aplicacion
de mucilago CCN-51 conservo los valores de
pH iniciales tras 7 dias, sin diferencias con el
control (p > 0,050). Respecto al pH del pollo,
tras 7 dias de almacenamiento, los valores del
pollo control descendieron hasta 4,65, siendo
significativamente inferior al tratamiento
con CCN-51 que present6 valores con 4,88
(p < 0,050). Finalmente, en el pH de la ter-
nera se observaron diferencias entre trata-
mientos a los 7 dias de almacenamiento, en
los que la ternera control presenté los ma-
yores valores y la tratada con mucilago CCN-
51 los menores (p < 0,050). En general, los va-
lores de pH observados en este trabajo
fueron inferiores a los mostrados en la bi-
bliografia, como los mostrados por Perlo et
al. (2020) para carne de pollo. En cuanto a los
resultados del porcentaje de acidez, en ge-
neral no se observaron diferencias entre tra-
tamientos y dias de conservacién, excepto
en el caso de la ternera. Hay que seialar que
el tratamiento con mucilago Fino de Aroma
en la ternera aumento los valores de acidez
significativamente respecto al control tras 7
dias de almacenamiento (p < 0,050). Los va-
lores de acidez fueron similares a los obser-
vados por Ledn et al. (2018).

Las aplicaciones de mucilago aumentaron la
humedad de las carnes, la CRA 'y disminuyeron
la dureza media de las carnes (Tabla 2). Este ul-
timo aspecto es interesante ya que las carnes
con bajo pH suelen presentar una mayor du-
reza debido a la inhibicion de las enzimas aso-
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Figura 1. pH (A) y porcentaje de acidez (B) de las carnes de cerdo, pollo y ternera conservadas durante
7 dias a 4 °C tras la aplicacion de mucilago de cacao de las variedades Fino de Aroma (FA) y CCN-51 (CCN).
Letras diferentes indican diferencias significativas dentro de cada tipo de carne a 1 dia de almacena-
miento (minusculas), y 7 dias de almacenamiento (mayusculas).

Figure 1. pH (A) and percentage acidity (B) of pork, chicken and beef meats stored for 7 days at 4 °C
after the application of cocoa mucilage of Fino de Aroma (FA) and CCN-51 (CCN) varieties. Different
letters indicate significant differences within each type of meat at 1 day of storage (lower case), and
7 days of storage (upper case).
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Figura 2. Porcentaje de humedad (A), porcentaje de capacidad de retencién de agua (B) y textura ex-
presada en Newtons (C) de las carnes de cerdo, pollo y ternera conservadas durante 7 dias a 4 °C tras
la aplicacién de mucilago de cacao de las variedades Fino de Aroma (FA) y CCN-51 (CCN). Letras dife-
rentes indican diferencias significativas dentro de cada tipo de carne a 1 dia de almacenamiento (mi-

nusculas), y 7 dias de almacenamiento (mayusculas).

Figure 2. Percentage of moisture content (A), percentage of water-holding capacity (B) and texture ex-
pressed in Newtons (C) of pork, chicken and beef meats stored for 7 days at 4 °C after the application of
cocoa mucilage of Fino de Aroma (FA) and CCN-51 (CCN) varieties. Different letters indicate significant
differences within each type of meat at 1 day of storage (lower case), and 7 days of storage (upper case).

ciadas al ablandamiento de las carnes (Maltin
et al., 2003). El mantenimiento de la humedad
es un factor muy importante para la conser-
vacion de la carne ya que influye en otros pa-
rdmetros como color, aroma y textura (Ah-
mad et al., 2015). El porcentaje de humedad,
CRAy textura de las carnes con los diferentes
tratamientos se muestran en la figura 2. El
porcentaje de humedad de la carne de cerdo
tras 1 dia de almacenamiento fue de 72,3 %
y se mantuvo tras 7 dias de almacenamiento.

Los tratamientos con mucilago de cacao no
modificaron significativamente este parame-
tro. En cuanto a la carne de pollo, la humedad
fue de 69,5 % tras un dia de almacenamiento
y se mantuvo tras 7 dias de almacenamiento.
La aplicacién de mucilago CCN-51 aumenté la
humedad tras un dia de almacenamiento
hasta 76,3 % (p < 0,050), mientras que la apli-
cacion de mucilago Fino de Aroma provocé
humedades significativamente superiores al
control a los 7 dias de almacenamiento con va-
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lores medios de 77,2 % (p < 0,050). Final-
mente, no se observaron diferencias en la hu-
medad en la carne de ternera, que presenté
valores de 71,3 % en las carnes control. Estos
valores son similares a los encontrados por
Gou et al. (2003), Velasco et al. (2017) y Beh-
bahani et al. (2021) para carnes de cerdo, po-
lloy ternera, respectivamente.

La CRA es uno de los pardmetros mas impor-
tantes en la calidad de la carne, ya que define
la capacidad de mantener toda o parte de su
agua. No se observaron diferencias en los
tratamientos ni en los dias de almacenamien-
to en las diferentes carnes. Los valores obte-
nidos se encuentran en el rango de 12 % y
23 % indicado por Leén et al. (2018), pero
son inferiores a los indicados por Rengifo
Gonzales y Ordoiez Gémez (2010) que se si-
tdan para la carne de cerdo, pollo y ternera
por encima del 20 %. En cuanto al analisis de
los tratamientos en las diferentes carnes (Fi-
gura 2B), aungue no se obtuvieron diferen-
cias significativas, la aplicacion de los muci-
lagos aumenté la CRA media de las carnes sin
diferencias significativas (p > 0,050).

La aplicaciéon de mucilago de cacao en las di-
ferentes carnes provocé un descenso de los
valores medios de la textura, aunque sin di-
ferencias significativas (p > 0,050; Tabla 3). La
carne de cerdo presenté una textura de
2,02 N tras un dia de almacenamiento que
descendié a 1,51 N tras 7 dias a 4 °C. Los va-
lores de textura tras la aplicacion de los mu-
cilagos se situaron en torno a 1,1 N tras un
dia de almacenamiento, y aumentaron lige-
ramente hasta aproximadamente 1,4 N a los
7 dias. Respecto al pollo, la textura fue de
2,01 N en el primer muestreo y aumentaron
los valores medios hasta 2,43 N. La aplicacion
de mucilago CCN-51 provocéd descensos de
textura hasta valores medios inferioresa 1 N,
aumentando hasta 1,5 N a los 7 dias. Res-
pecto a la ternera, los controles presentaron
valores superiores a 2 N, mientras que los
tratamientos con mucilago presentaron va-

lores cercanos a 1,5 N tras un dia de almace-
namiento que descendieron a valores infe-
rioresa 1 N a los 7 dias.

Respecto a los parametros opticos, se puede
observar en la tabla 2 que presentaron dife-
rencias a nivel de los tres factores evalua-
dos, ademas de presentar interacciones muy
significativas entre los factores tanto para la
luminosidad, color rojo, como color amarillo.
La carne de ternera presentd los menores
valores medios de luminosidad y los mayores
de color rojo, mientras que la carne de pollo
presentd las mayores intensidades de color
amarillo (p < 0,001). La aplicacion de los mu-
cilagos de cacao sobre las carnes provocé un
aumento de la L* de la carne del orden de 6
unidades, y la coordenada b* del orden de
dos unidades, mientras que disminuyé el co-
lor rojo alrededor de dos unidades en el caso
del mucilago CCN-51 (p < 0,001). Los valores
obtenidos en la carne de cerdo tanto del tra-
tamiento control como de las aplicaciones
de mucilago de cacao estan dentro de los pa-
rametros observados por Qiao et al. (2007) y
Olivas et al. (2017), aunque se indica que se
encuadran en parametros de carnes palidas,
blandas y exhudativas (PSE). Del mismo mo-
do, el incremento de la luminosidad de las
carnes de pollo tras la aplicacién de los mu-
cilagos presenta valores similares a los obser-
vados por Velasco et al. (2017 y 2018), aun-
que la disminucién de la coordenada a* y el
incremento de la coordenada b* confieren
un color amarillento a los muslos. En el caso
de la carne de vacuno, los resultados obteni-
dos muestran que las carnes presentaban ca-
racteristicas PSE o palidas, blandas y exuda-
tivas (Salinas Labra et al., 2020) asociado
probablemente a un enfriamiento lento de las
mismas (Ngapo et al., 2017). En el estudio de
Salinas Labra et al. (2020) determinaron que el
parametro L* fue el mejor para correlacionar
la calidad de la carne con la apreciacion de los
consumidores y panelistas entrenados. A pesar
de las modificaciones otorgadas por la apli-
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cién de los factores tipo de carne, variedad de mucilago y tiempo de refrigeraciéon a 4 °C.

Table 3. Mean overall counts of yeasts, Escherichia coli and lactic acid bacteria as a function of the factors

type of meat, variety of mucilage and refrigeration time at 4 °C.

Factores Levaduras E. coli BAL
(Log UFC/g) (Log UFC/qg) (Log UFC/g)
niveles X c X c X c
Carne (C)
Cerdo 529"+ 1,39 5,350 + 0,91 5,680 + 0,26
Pollo 516 + 1,38 5,24b + 1,07 5,392 + 0,27
Ternera 5,38+ 1,23 4,882+ 1,26 5,78+ 0,34
Variedad mucilago (V)
Control >6,47¢ + 0,00 >6,47° + 0,00 5,512 + 0,26
CCN51 4,322 + 1,31 4,512+ 0,89 5,68 + 0,39
Fino de Aroma 5,06 + 1,06 4,482 + 0,39 5,66° + 0,32
Tiempo de almacenamiento (T)
1 dia 4,992 + 1,55 5,022 + 1,11 5,532+ 0,37
7 dias (%) 5,58 + 0,96 5,29 + 1,07 5,72b + 0,27
P-valores
Pruebas de efectos
C 0,546 <0,001 <0,001
Y, <0,001 <0,001 <0,001
T 0,001 0,002 <0,001
CxV 0,001 0,001 <0,001
CxT 0,053 0,003 0,457
VT <0,001 0,040 <0,001
CxVxT <0,001 <0,001 <0,001

* Medias con letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas (p < 0,050) dentro de

los factores.

cacion del mucilago de cacao a la carne de
ternera, especialmente por la aplicacién de
Fino de Aroma, las carnes estarian dentro de
los estandares normales de la carne. La apli-
cacion de recubrimientos en la carne tiene un
efecto preservador del color asociado al man-

tenimiento de la humedad y a la permeabi-
lidad de los gases (Cardoso et al., 2016). En
este sentido, la aplicacién de mucilago de
cacao tiene un efecto de mantenimiento de
la humedad ademas de una riqueza en com-
puestos antioxidantes (Silva et al., 2014) que
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Figura 3. Luminosidad (L*) (A), eje rojo-verde (a*) (B) y eje amarillo-azul (b*) (C) de las carnes de cerdo,
pollo y ternera conservadas durante 7 dias a 4 °C tras la aplicacion de mucilago de cacao de las varie-
dades Fino de Aroma (FA) y CCN-51 (CCN). Letras diferentes indican diferencias significativas dentro de
cada tipo de carne a 1 dia de almacenamiento (minusculas), y 7 dias de almacenamiento (mayusculas).
Figure 3. Luminosity (L*) (A), red-green axis (a*) (B) and yellow-blue axis (b*) (C) of pork, chicken and
beef meats stored for 7 days at 4 °C after application of cocoa mucilage of Fino de Aroma (FA) and CCN-
51 (CCN) varieties. Different letters indicate significant differences within each type of meat at 1 day
of storage (lower case), and 7 days of storage (upper case).

pueden favorecer el mantenimiento del co-
lor. El analisis de los tratamientos de los pa-
rametros 6pticos presentado en la Figura 3,
muestra como la luminosidad de la carne de
cerdo y pollo se vio favorecida por la aplica-
cién de los mucilagos de cacao, especial-
mente tras 7 dias de almacenamiento (p <
0,050). Sin embargo, la aplicacion de los mu-
cilagos restd luminosidad a las carnes de ter-
nera, presentando valores inferiores a los
7 dias respecto al control (p < 0,050). Estos re-
sultados son coincidentes con las observa-

ciones en aplicaciones de recubrimientos co-
mestibles en carne de ternera (Cardoso et
al., 2016). Respecto al espectro de color rojo,
se puede observar como todas las carnes se si-
tuaron entre 2y 9 unidades. En las aplicacio-
nes de mucilago sobre las carnes de cerdo y
pollo se observé un descenso del color rojo
tras 7 dias de almacenamiento, mientras que
en la ternera se observé un mantenimiento
de este parametro. Finalmente, con respecto
a la coloracién amarilla, se puede observar
como la carne de pollo presenté valores su-
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periores a las otras dos carnes. Ademas, se
puede observar como la aplicacion de los mu-
cilagos aumenté este parametro en los dos
dias de muestreo evaluados (p < 0,050).

Analisis microbiologicos

La composicién de la poblacidon microbiana
durante la fermentacién del cacao ha sido ca-
racterizada en los trabajos de Morante-Ca-
rriel et al. (2023) y Pacheco-Montealegre et
al. (2020). La fermentacion del cacao esta
dominada por levaduras productoras de eta-
nol como Pichia kudriavzeviiy S. cerevisiae,
entre otras. Entre las BAL, se han descrito Leu-
conostoc pseudomesenteroides (fermenta-
doras de glucosa y fructosa), Fructobacillus
tropaeoli (fermentadora de fructosa), Lacti-
plantibacillus plantarum (fermentadora de
fructosa y glucosa) Lactococcus spp. y Limo-
silactobacillus fermentum (productora de
manitol), entre otras. Entre las enterobacte-
rias, se han encontrado Tatumella saanichen-
sis y Tatumella punctata presentes en la fase
inicial de la fermentacion. Otro grupo domi-
nante son las bacterias acéticas, destacando
las especies Acetobacter pasteurianus y Ace-
tobacter ghanensis/syzygii, que aparecen en
las etapas finales de la fermentacién y trans-
forman el etanol en acido acético.

La poblacion de BAL descrita en fermenta-
cion del cacao ha sido ampliamente caracte-
rizada respecto a su actividad antimicrobiana
asociada al metabolismo de los azucaresy la
produccién de bacteriocinas y otras sustan-
cias activas. Asi, Rocchetti et al. (2021) han re-
visado los mecanismos antimicrobianos de
Lactiplantibacillus plantarum; Pakroo et al.
(2022) y Enan et al. (2013) han caracterizado
la actividad de Limosilactobacillus fermen-
tum y Lactococcus sp., respectivamente, fren-
te a bacterias patégenas como Listeria mo-
nocytogenes, Bacillus cereus, Staphylococcus
aureus y E. coli. Por lo tanto, el mucilago de
cacao es una fuente de diversas cepas anti-

microbianas que pueden ser aplicadas en la
bioconservacién de carnes tal y como han
demostrado Morante-Carriel et al. (2023).

En la tabla 3 se muestra el efecto de los fac-
tores tipo de carne, variedad de mucilago y
tiempo de conservacién sobre los recuentos
de levaduras, E. coliy BAL. En general los re-
cuentos microbioldgicos observados en los
tres tipos de carnes fueron elevados proba-
blemente asociados a un mal faenado de la
carne o a un periodo prolongado de conser-
vacion previo a la adquisicion (Signorini et
al., 2018; Soloérzano et al., 2019). Los valores
medios globales de recuentos de levaduras,
E. coliy BAL se situaron, en todas las carnes,
cercanos o superiores a 5 log UFC/g. El efecto
antimicrobiano de los mucilagos pudo ob-
servarse tanto en los recuentos de levaduras
como E. coli, mientras que en las BAL los re-
cuentos fueron significativamente superiores
en las aplicaciones de mucilago (p < 0,050).
En el caso de las levaduras, los controles pre-
sentaron valores medios globales superiores
a 6 log UFC/g, mientras que los valores obte-
nidos con los mucilagos se situan en reduc-
ciones medias de 1,5 log UFC/g (p < 0,050).
Por su parte, los recuentos de E. coli de los
controles fueron reducidos en mas de 2 log
UFC/g tras la aplicacion de los mucilagos (p <
0,050). En la figura 4 se muestra como la
aplicacién de los mucilagos de cacao redujo
los recuentos de levaduras en todas las car-
nes, con niveles de reduccién comprendidos
entre aproximadamente 0,5 log UFC/g en la
carne de ternera tras 7 dias de almacena-
miento con el mucilago Fino de Aroma y
4 log UFC/g para la carne de cerdo tras 1 dia
de almacenamiento con el mucilago CCN-51.
En el caso de las bacterias coliformes, pre-
sentaron reducciones tras la aplicacion de
mucilago de cacao entre aproximadamente
1 log UFC/g de la carne de pollo tras 7 dias de
refrigeracién con el mucilago CCN-51 y
3 log UFC/g de los tratamientos con mucilago
CCN-51 en carne de ternera tras 7 dias de al-
macenamiento. Estos niveles de reduccién son
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Figura 4. Recuentos de levaduras (A), coliformes (B) y bacterias acido-lacticas (C) expresadas en log UFC/g
de las carnes de cerdo, pollo y ternera conservadas durante 7 dias a 4 °C tras la aplicacion de mucilago
de cacao de las variedades Fino de Aroma (FA) y CCN-51 (CCN). Letras diferentes indican diferencias sig-
nificativas dentro de cada tipo de carne a 1 dia de almacenamiento (minusculas), y 7 dias de almace-

namiento (mayusculas).

Figure 4. Yeast (A), coliforms (B) and lactic acid bacteria (C) counts expressed in log CFU/g of pork, chic-
ken and beef meats stored for 7 days at 4 °C after the application of cocoa mucilage of Fino de Aroma
(FA) and CCN-51 (CCN) varieties. Different letters indicate significant differences within each type of
meat at 1 day of storage (lower case), and 7 days of storage (upper case).

similares a los obtenidos con recubrimientos
comestibles con mucilago de semillas de
Malva silvestris que contenia 2 % de aceite
esencial de cinamomo (Sabahi et al., 2022) y
superiores a los obtenidos con el recubri-
miento de mucilago de semilla de Plantago
major enriquecido con 2 % de aceite esencial

de limén (Noshad et al., 2021). En cuanto a
los resultados de los recuentos de BAL, se
puede observar cdmo en todos los tratamien-
tos se situaron por encima de los 5 log UFC/g,
encontrando que tras la aplicacion de los
mucilagos los niveles de BAL se incrementa-
ron en las carnes de ternera.



284 Villarroel-Bastidas et al. (2024) ITEA-Inf. Tec. Econ. Agrar. 120(3): 269-287

Conclusiones

La aplicacion de mucilago de cacao de las dos
variedades mas cultivadas en Ecuador, Fino
de Aroma y CCN-51, a carnes de cerdo, pollo
y ternera modifica las caracteristicas fisico-
quimicas de la carne almacenada en refrige-
racién, aumentando el contenido en acido
lactico, la humedad, capacidad de retencién
de agua y parametros 6pticos, y disminu-
yendo la textura. Sin embargo, las diferencias
encontradas, aunque significativas, no fue-
ron muy relevantes en cuanto a sus magni-
tudes. En concreto, en los parametros 6pticos
las modificaciones en la luminosidad y color
rojo de las carnes de terneray pollo podrian
modificar la aceptacion por parte del consu-
midor. En futuros trabajos sera necesario eva-
luar el impacto sensorial de la aplicacién de
mucilago de cacao sobre las diferentes carnes
refrigeradas.

El aspecto mas relevante de la aplicacién de
mucilago de cacao sobre las carnes fue la ca-
pacidad de reducir en mas de dos unidades lo-
garitmicas los recuentos de microorganismos
indeseables como E. coli y levaduras, proba-
blemente asociado a las bacterias acido-lacti-
cas naturalmente presentes en el mucilago
del cacao. Estos niveles de reduccion justifican
el potencial empleo del mucilago del cacao
como bioconservante, con lo cual se contri-
buiria a la reduccion del impacto ambiental
que supone la gestion de este subproducto y
podria mejorar la economia de los agriculto-
res productores de cacao en Ecuador.
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Resumen

En las ultimas décadas, ante la necesidad de alcanzar un equilibrio entre la actividad econémica y el me-
dio ambiente, ha aumentado el interés por analizar el comportamiento sostenible y los factores que in-
fluyen en él. Este estudio tiene dos objetivos, el primero es analizar las actitudes y percepciones de los con-
sumidores hacia la miel de origen local ya que un mejor conocimiento de éstas puede ayudar a formular
estrategias comerciales mas efectivas. El segundo objetivo es identificar diferentes grupos de consumidores
de miel con diferentes perfiles para ayudar a los apicultores a implementar diferentes estrategias de mar-
keting y ayudarles a ser mas competitivos en los mercados. Para alcanzar estos objetivos se ha llevado a
cabo un estudio mediante encuestas con una muestra representativa de 400 individuos. La metodologia
estadistica ha sido de tipo multivariante aplicando un anélisis factorial de componentes principales y un
analisis cluster de k-medias. Para la segmentacion se han tenido en cuenta las actitudes y percepciones de
los consumidores sobre miel de origen local. Se han obtenido tres grupos diferenciados por la distinta im-
portancia que reporta su consumo en cuanto al bienestar moral y ambiental, al valor nutritivo y a sus per-
cepciones sobre el etiquetado de miel local. Este estudio aporta informacion sobre las caracteristicas de
los consumidores de miel, lo que podria ayudar a productores y comercializadores locales a disefiar es-
trategias de marketing mas efectivas orientadas a los segmentos mas interesantes.

Palabras clave: Analisis clUster, andlisis factorial, apicultura, consumo sostenible.

Consumer attitudes and perceptions towards local honey
Abstract

In recent decades, given the need to achieve a balance between economic activity and environment,
there has been a growing interest in analysing sustainable behaviour and the factors that influence it.
This study has two objectives. Firstly, to analyse consumer attitudes and perceptions towards locally sour-
ced honey, since a better understanding can help to formulate more effective marketing strategies. Se-
condly, to identify different groups of honey consumers in order to help beekeepers implement diffe-
rent marketing strategies and help them to be more competitive in the markets. To achieve these
objectives, a survey has been carried out with a representative sample of 400 individuals. The metho-
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dology used to analyse data was multivariate, applying principal component factor and k-means clus-
ter analysis. Consumer attitudes and perceptions about locally sourced honey were considered for seg-
mentation. Results show three distinct groups, differing on the importance they attach to moral and
environmental well-being, nutritional value, and their perceptions of local honey labelling. This study
provides information on the characteristics of honey consumers, which could help local producers and
marketers to design more effective marketing strategies targeting the most interesting segments.

Keywords: Cluster analysis, factor analysis, beekeeping, sustainable consumption.

Introduccion

En Espafa, el conjunto de la actividad apicola
(basicamente miel, polen y cera) representa
el 0,44 % de la Produccién Final Ganadera
(PFG) y el 0,17 % de la Produccién Final Agra-
ria (PFA) por lo que no estamos ante un sec-
tor relevante desde de punto de vista eco-
némico. Sin embargo, la perspectiva cambia
totalmente cuando analizamos su impor-
tancia social, ambiental y territorial. La FAO
sefiala que a través de esta actividad se pue-
den crear sistemas de vida mas sostenibles ya
que genera una actividad productiva que,
dependiendo del contexto y los medios,
puede llegar a convertirse en un motor eco-
némico, y ademas asegura la continuidad de
los habitats y la diversidad biolégica (FAO,
2005). Otra caracteristica de la practica api-
cola es que esta muy ligada al territorio. La
apicultura depende intensamente de las con-
diciones fisicas y ambientales del entorno,
moldea el paisaje, y dado su caracter tradi-
cional influye en las costumbres y la cultura
del lugar. En muchos casos debido a las ca-
racteristicas geograficas y medioambientales
del territorio la apicultura puede ser un sec-
tor atractivo para la generacion de empleoy
la recuperacion de areas despobladas.

No obstante, a pesar de la importancia que
tiene la apicultura en la polinizacién, biodi-
versidad, medioambiente y en la sociedad,
por su capacidad de fijar poblacién en el
medio rural, econdmicamente representa un
sector pequeiio y con bajo grado de profe-
sionalizacion (De-Magistris y Lopez-Galan,

2018). Espana cuenta con 36.494 explotacio-
nes apicolas, lo que supone un aumento del
0,6 % respecto al anterior ejercicio, pero tan
solo el 17 % son profesionales (aquellas ex-
plotaciones que relinen mas de 150 colme-
nas) (REGA, 2023).

Por otro lado, aunque se observa un cierto
grado de concentracién en el sector, de la
produccion total de miel, 34.065 toneladas
en 2021 (REGA, 2023), el 65 % se concentra
en cuatro comunidades auténomas (MAPA,
2021), el sector apicola esta atomizado.
Existe un gran numero de pequefios apicul-
tores que se encuentran dispersos geografi-
camente y no realizan acciones conjuntas. La
mayor parte de los apicultores lleva a cabo su
actividad de manera artesanal o semi-arte-
sanal, como actividad complementaria a
otras ocupaciones, con escasa infraestruc-
turay con el objetivo de obtener un produc-
to para el autoconsumo o para el entorno
cercano (Barberan, 2021). La produccion de
miel por tanto no es muy elevada, pero si po-
see una gran calidad.

A ello hay que unir que los apicultores pre-
fieren comercializar la miel a granel o a tra-
vés de intermediarios, y muy pocos cuentan
con un registro sanitario que les permita en-
vasar y comercializar el producto con una
marca propia (De-Magistris y Lopez-Galan,
2018). De alli que se genere un bajo valor
afadido en el producto final y un bajo grado
de conocimiento por parte de los consumi-
dores, lo que resta competitividad al sector.

En efecto, el bajo conocimiento de los con-
sumidores sobre el producto hace que pre-
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fieran pagar un precio mas bajo y que por
tanto elijan mieles de otras procedencias, so-
bre todo en grandes superficies. Estas mieles,
que encuentran los consumidores locales en
las grandes superficies y supermercados a
precios mas competitivos, son por lo general
importadas, aunque también de peor calidad
(De-Magistris y Ensefiat, 2021). Este compor-
tamiento cambia cuando se trata de otros ca-
nales de comercializacién, como tiendas es-
pecializadas, venta directa del apicultor o
mercados locales.

El vinculo entre la calidad de la miel y su ori-
gen ha hecho que desde el sector y desde los
consumidores se hayan producido demandas
para exigir la obligatoriedad de incluir el ori-
gen en la informacion presentada en el eti-
quetado (Real Decreto 523/2020) que benefi-
ciaria a los apicultores con menor capacidad
de produccién y a través de técnicas mas ar-
tesanales. Actualmente el etiquetado de miel
debe incluir el lugar de origen a nivel nacio-
nal cuando se trata de una Unica procedencia,
aunque no se exige detallar el nivel regional
o local, mientras que cuando se trata de mez-
clas, solo es necesario detallar si son proce-
dentes de la UE o de paises no pertenecientes
a UE. Sin embargo, tras la publicaciéon de los
resultados de una investigacioén realizada por
la Comision Europea, en el que el 46 % de las
muestras estudiadas presentaban algun tipo
de fraude, se ha vuelto a abrir el debate so-
bre la inclusion mas detallada del origen en el
etiquetado (Zdiniakova et al., 2023).

Por tanto, el etiquetado es una fuente de in-
formacion y puede influir en las decisiones de
compra del consumidor, lo que repercute en
el sistema productivo y alimentario (GAP,
2018). En este trabajo nos centramos en ana-
lizar diversos factores del consumidor que
podrian estar presentes en la eleccién de
miel local. La relevancia de este producto ra-
dica en que sus caracteristicas productivas
inciden favorablemente en un sistema pro-
ductivo y alimentario mas sostenible, en linea
con las premisas de la Comisién europeay el

objetivo 12 de los ODS, “Produccién y con-
sumo responsables”. Diversos estudios han
analizado la relacién entre el comporta-
miento sostenible en la vida diaria y la pre-
ferencia de los consumidores por los alimen-
tos locales (Bimbo et al., 2020); al mismo
tiempo se ha demostrado que los consumi-
dores consideran los alimentos organicos y
locales como alternativas sostenibles (An-
nunziata y Mariani, 2018). Los consumidores
mas concienciados con el medioambiente
son los que trasladan esta inquietud al com-
portamiento de compra y eligen productos
mas sostenibles (Gallo et al., 2023). Por ello
en este trabajo se ha recogido informacion
sobre los habitos de comportamiento soste-
nibles de los consumidores y se han puesto en
relacién con la percepcion hacia la miel local.
En la literatura también se ha estudiado el
comportamiento de compra sostenible con la
accesibilidad a los alimentos y las caracteris-
ticas sociodemograficas del consumidor
(Waldman et al., 2023) y se ha sugerido, que
a mayor conocimiento sobre un producto or-
ganico, mas positivas son las actitudes hacia
el mismo (Smith y Paladino, 2010). Por ello es-
te estudio también ha analizado las caracte-
risticas sociodemograficas de los consumido-
res, la frecuencia y el nivel de experiencia en
el consumo de miel, ya que, dependiendo del
conocimiento hacia la miel y el grado de ex-
periencia en la compra del producto, los con-
sumidores presentardn unas actitudes y per-
cepciones diferentes.

Los comportamientos de compra estan de-
terminados por diversos factores, algunos de
ellos psicoloégicos como demuestra la teoria
del comportamiento planificado de Ajzen
(1991) o la teoria de valores, creencias y nor-
mas (Stern et al., 1999). Estas teorias se han
aplicado para explicar la motivacién que esta
detras de un consumo de alimentos mas sos-
tenible o al menos mas consciente de las con-
secuencias sobre medio ambiente (Stern et
al., 1995; Whitley et al., 2016; Carfora et al.,
2021; Sanchez-Jiménez et al., 2021). Ambas
ponen de manifiesto que dimensiones como
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las actitudes, las normas subjetivas, el control
que percibimos sobre nuestras acciones, la
conciencia de las consecuencias de las deci-
siones que tomamos como consumidores o
las normas personales, tienen un impacto en
nuestra intencion de compra y ésta a su vez
puede verse como un reflejo del comporta-
miento futuro. Ademas, en la literatura se
han identificado otros aspectos que influyen
en la decision de compra como la preocupa-
Cién o el interés hacia la salud o la percepcién
de la calidad (Carzedda et al., 2021) y la con-
fianza en el etiquetado (Yeh et al., 2021). Por
todo ello, este trabajo utiliza algunas de es-
tas caracteristicas para segmentar la muestra
recogida de consumidores de miel.

Este estudio tiene dos objetivos. El primero es
analizar factores psicométricos como las nor-
mas personales y la conciencia de las conse-
cuencias, que pueden explicar el comporta-
miento de los consumidores de miel local’.
Dentro del primer objetivo, también se analiza
la percepcién sobre la calidad de la miel, la
confianza en el etiquetado, el grado de cono-
cimiento y experiencia con el producto y el
comportamiento sostenible. El segundo obje-
tivo es identificar diferentes grupos de consu-
midores de miel con diferentes perfiles ya que
un mejor conocimiento del consumidor puede
ayudar a formular estrategias comerciales que
promuevan la eleccion de productos locales, lo
que contribuye a un consumo mas sostenible
y a apoyar el desarrollo de territorios rurales.

Este estudio tiene implicaciones empiricas
relevantes. En primer lugar, los resultados
obtenidos a través de la identificaciéon de va-
rios grupos de consumidores de miel con di-

ferentes perfiles pueden ayudar a diseiar
estrategias comerciales que potencien la miel
local, puede contribuir a aumentar el interés
del sector en aportar mayor valor afiadido en
el inicio de la cadena apicola y asi favorecer
un modelo de consumo mas sostenible y el
desarrollo rural. Por otra parte, existen pocos
trabajos cientificos que traten el tema de la
apiculturay la miel desde un enfoque socio-
econoémico y de marketing, que aporten evi-
dencias de los beneficios de la actividad api-
cola en las zonas rurales mediterraneas cuyo
papel multifuncional produce gran capaci-
dad para aprovechar territorios pocos pro-
ductivos, generando multiples externalidades
y servicios ecosistémicos de gran utilidad para
la sociedad.

Material y métodos

Encuesta y escalas utilizadas

Para analizar las actitudes y percepciones so-
bre miel de origen local se recogié informa-
cion de consumidores a través de una en-
cuesta. Antes de lanzar el cuestionario online
se realizé una prueba piloto con 10 volunta-
rios para comprobar que todas las preguntas
estuvieran bien redactadas y fueran com-
presibles, asi como para controlar el tiempo
que se tardaba en contestar.

Se recogieron datos de 400 individuos du-
rante febreroy abril del 2022. El error mues-
tral? alcanzado con este tamafio de muestra
fue del 4,9 %. Se realiz6 un muestreo por cuo-
tas segun la CCAA, la edad y el género.

1 En este caso de estudio, cuando nos referimos a miel local estamos hablando de miel producida en la provincia
de Teruel y distribuida a través de canales cortos de comercializacion.

2 Para calcular el error muestral se ha utilizado la siguiente formula (Santesmases, 2007):

N = X pxq
eZ

Siendo N el tamaio de muestra, z = 1,96 para un 95% de confianza, p es la poblacion que posee el atributoy g es
la poblacién que no posee dicho atributo (1-p), en este caso asumimos que p y g son iguales a 0,5.
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Una empresa externa especializada fue la
encargada de enviar el cuestionario online a
consumidores de Cataluia, Aragén, Madrid,
Valencia y Pais Vasco. Se eligieron estas cinco
Comunidades Autonomas porque es de don-
de Aragon recibe el mayor nimero de visi-
tantes. Por lo tanto, esta poblacién seria el
potencial mercado objetivo, junto con la po-
blacion local, para consumir el producto es-
tudiado. Se utiliz6 el porcentaje de visitantes
para estratificar la muestra por CCAA. Para la
estratificacién también se tuvo en cuenta la
edad y se aplicé a cada CCAA la cuota co-
rrespondiente a cada grupo de edad segun la
proporcion de la poblacion espafiola3. La en-
cuesta incluia una serie de items pertene-
cientes a diversas escalas. Se explican con
mas detalle a continuacién y se presentan en
la tabla 1.

Normas personales y conciencia de
las consecuencias del consumo de miel local

Para analizar las normas personales y la con-
ciencia de las consecuencias del consumo de
miel local se utilizaron items que miden estas
dimensiones basandonos en Carfora et al.
(2021). Se pedia a los participantes que eva-
luaran las afirmaciones en una escala de Likert
de 7 puntos (siendo 1 totalmente en desa-
cuerdo, 4 el punto neutral y 7 totalmente de
acuerdo). Para comprobar la fiabilidad de
las escalas se calculé el alfa de Cronbach, ob-
teniendo un coeficiente de 0,859 para “nor-
mas personales” y 0,843 para “conciencia de
las consecuencias”.

Percepciones sobre calidad y repercusiones
en la salud

Para medir la calidad percibida y la percep-
cion de lo saludable que es la miel local, se
utilizaron los items propuestos en Carzedda

etal. (2021). Se utilizé como en el caso ante-
rior una escala de Likert de 7 puntos (siendo
1 totalmente en desacuerdo, 4 el punto neu-
tral y 7 totalmente de acuerdo). Para com-
probar la fiabilidad de las escalas se calculé el
alfa de Cronbach, obteniendo un coeficiente
de 0,876 para “calidad percibida” y 0,854
para “repercusiones en la salud”.

Confianza en el etiquetado

Para medir las percepciones de los partici-
pantes sobre la confianza en el etiquetado se
utilizo la escala propuesta en Yeh et al. (2021).
Para evaluar los items se utilizé una escala de
Likert de 7 puntos (siendo 1 totalmente en
desacuerdo, 4 el punto neutral y 7 total-
mente de acuerdo). Para comprobar la fiabi-
lidad de las escalas se calcul6 el alfa de Cron-
bach, obteniendo un coeficiente de 0,825
para “confianza en el etiquetado”.

El comportamiento sostenible

El comportamiento sostenible se midio a tra-
vés de la dimensidon “comportamiento” del
cuestionario de conciencia de sostenibilidad
utilizado en Marcos-Merino et al. (2020). Se
cred la variable “comportamiento sosteni-
ble”, y para ello se calculé para cada individuo
la media de los items que componian la escala.
Para calcular el punto de corte entre el com-
portamiento sostenible y el no sostenible, se
utilizé la mediana de la muestra. Por lo tanto,
cuando un individuo obtenia un valor medio
en el conjunto de items igual o por encima de
la mediana se consideraba que presentaba
un comportamiento sostenible, mientras que
una puntuacién inferior al valor de la me-
diana se consideraba un comportamiento no
sostenible. Para comprobar la fiabilidad de
las escalas se calculé el alfa de Cronbach, ob-
teniendo un coeficiente de 0,709.

3 Para establecer los porcentajes de poblacion correspondientes a cada grupo de edad se utilizaron los datos del
INE del aino 2019 porque era la estratificacion del panel de consumidores que tenia la empresa subcontratada.
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Experiencia en el consumo de miel

Para determinar la experiencia de los indivi-
duos con el consumo de miel local se plante-
aron cuatro afirmaciones expuestas en la Ta-
bla 2. La primera era si existian preferencias
de miel segun el origen floral, la segunda tra-
taba sobre el conocimiento de diferentes ti-
pos de miel, la tercera sobre el habito de
comprar miel envasada de calidad estandary
la Ultima sobre el conocimiento de los precios
de la miel. Los encuestados debian evaluar

estos items en una escala de Likert de 7 pun-
tos segulin su grado de acuerdo o desacuerdo.
Para clasificar a la muestra en individuos con
una experiencia alta y baja, se calculé para
cada individuo la media de los items. Como
punto de corte para la clasificacién se utilizé
la mediana, estableciendo que los individuos
con una puntuacion igual o por encima mos-
traban una experiencia alta en el consumo de
miel, mientras que los participantes con una
puntuacion media por debajo de este punto
se clasificaron con experiencia baja.

Tabla 2. items utilizados para medir el nivel de experiencia en el consumo de miel.
Table 2. Items measuring level of experience in honey consumption.

Nivel de experiencia en el consumo de miel Media
Tengo un tipo de miel preferida segun el tipo de flor de la que procede 4,26
Conozco diferentes tipos de miel 4,84
Normalmente compro miel envasada de calidad estandar 3,75
Conozco los precios comerciales de la miel en mi zona 3,89

Analisis factorial

El andlisis factorial se usa habitualmente en
la investigacién de mercados para identificar
la estructura subyacente de multiples items
donde los consumidores reflejan su percep-
cién de un producto o servicio. En este estu-
dio se ha realizado el andlisis de componen-
tes principales utilizando los items de normas
personales, confianza en el etiquetado, cali-
dad percibida, y salud y conciencia de las con-
secuencias, con el objetivo de obtener las
dimensiones subyacentes a estas variables y
que nos permita describir los datos con un
numero de conceptos mas reducidos (Hair et
al., 1999).

Para verificar que los datos utilizados eran
adecuados para este andlisis se calculé y exa-
miné la matriz de correlaciones obtenida
con el software SPSS v22 (Frias-Navarro y
Pascual-Soler, 2012). Para comprobar esta-

disticamente que las variables estaban lo su-
ficientemente correlacionadas se utilizé la
prueba de esfericidad de Bartlett y el indice de
adecuacion muestral de Kaiser-Mayer-Olkin
(KMO) (Pérez y Medrano, 2010). La prueba
de Bartlett evalua la hipétesis nula (HO) que
confirma que las variables no estan correla-
cionadas. Si los resultados obtenidos en esta
prueba son estadisticamente significativos
(p < 0,05), se rechazara H,, confirmando que
las variables estan correlacionadas al 5 % de
nivel de significacién. El indice KMO es una
medida de adecuacién que indica la magni-
tud de la correlacion entre las variables y
toma valores de 0 a 1, considerandose ina-
decuados los valores inferiores a 0,50, me-
diocres los comprendidos entre 0,60y 0,69 y
satisfactorios los superiores a 0,8. Cuanto
mayor sea el valor de KMO, mayor sera la co-
rrelacion (Lloret-Segura et al., 2014).
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También se analizaron las comunalidades,
siendo todas superiores a 0,5 y teniendo en
cuenta que cuanto mayor sea el valor, mayor
sera la importancia de ese item en la varianza
explicada por el factor y por lo tanto en su in-
terpretacion (Frias-Navarro y Pascual-Soler,
2012). Para la extraccién de factores se utilizé
el método de componentes principales, con
rotacion varimax y normalizaciéon de Kaiser.
Los resultados se muestran en la tabla 4.

Analisis cluster

Para conseguir el objetivo de este estudio
de segmentar la muestra segun las actitudes
y percepciones hacia la miel local se realizé
un analisis cluster o de conglomerados. Esta
técnica multivariante agrupa a los individuos
consiguiendo que dentro de un grupo éstos
sean lo mas similares posible, y entre grupos
lo mas disimiles posible. La clasificacion se re-
alizé con las dimensiones obtenidas en el
analisis factorial, creando grupos de indivi-
duos con percepciones y actitudes similares
en cuanto a estas variables.

Resultados y discusion

Nuestra muestra presenta una proporcion si-
milar de hombres y mujeres, el 51 % son
hombres y el 48 % son mujeres con edades
comprendidas entre 25 y 65 afos. La distri-
bucion por edades puede verse en la tabla 3.
Ademas, el nivel de estudios de la muestra es
en su mayoria medio y superior. En cuanto al
nivel de renta destaca el nivel medio, aunque
hay un alto porcentaje de no respuestas en
esta variable.

El analisis de los resultados se ha realizado en
dos pasos. Primero a través del analisis fac-
torial se han agrupado, y de este modo re-
ducido, las variables de estudio para obtener
los factores subyacentes. En segundo lugar, se

ha segmentado la muestra mediante un ana-
lisis cluster, utilizando las dimensiones del
analisis factorial como elementos de clasifi-
cacion de los individuos.

Analisis factorial

Los resultados del analisis de componentes
principales se presentan en la tabla 4. Para
comprobar la adecuacién de los datos al ana-
lisis factorial se realizaron la prueba de me-
dida de Kaiser-Meyer-Olkin (KMO = 0,913) y
la prueba de esfericidad de Barlett (p = 0,000).
Las quince variables estudiadas se redujeron
en tres factores, que explican un 70 % de la
varianza total. Se tuvieron en cuenta aquellos
factores con autovalores superiores a 1.

El factor 1 se correlaciona con seis variables
que recogen aspectos positivos nutricionales y
de calidad de la miel local. Se ha denominado
“Buena composicion nutricional y calidad”.

El factor 2 se correlaciona con seis variables
sobre la conciencia respecto al consumo de
miel local y sus consecuencias sobre el me-
dioambiente. Este factor se ha denominado
“Bienestar moral y ambiental”.

Por ultimo, el factor 3, esta correlacionado
con tres variables sobre la percepcién del eti-
quetado de origen de la miel local. Esta di-
mension se ha denominado “Confianza en el
etiquetado local”.

Analisis cluster

Previamente al andlisis cluster mediante k
medias se realizé un analisis de clUster jerar-
quico para obtener una aproximacién del
numero de grupos en los que segmentar la
muestra. Este analisis indicé que la mejor so-
lucién se encontraba entre 2y 4 grupos. Tras
realizar el testeo con todas las posibilidades,
finalmente la mejor solucion se obtuvo al
clasificar la muestra en tres clUsteres. Las
puntuaciones de los centros de cada clUster,



296 Uldemolins et al. (2024) ITEA-Inf. Tec. Econ. Agrar. 120(3): 288-302

Tabla 3. Caracteristicas sociodemograficas de la muestra.
Table 3. Socio-demographic characteristics of the sample.

Muestra %

Poblacion %

CCAA
Aragén
Catalufa
Valencia
Madrid
Pais Vasco
Género
Hombre
Mujer
Edad
24-34
35-44
45-54
55-65
Nivel de estudios
Basico
Medio
Superior
Renta
<1500 €/mes
1500-3500 €/mes
>3500 €/mes
NA

41,0 27

19,3 24

13,8 23

17,8 17
8.3 9

51,4 50

47,9 50

21,8 21

26,6 27

23,6 27

27,3 25
9,9

40,2

49,1

21,8

35,7

20,1

22,3

asi como el tamafio de cada grupo se mues-
tran en la Tabla 5. Estas puntuaciones nos
permiten caracterizar cada grupo en funcién
de los factores extraidos en el andlisis. Ade-
mas, para conocer mas en profundidad las ca-
racteristicas de cada grupo, se ha realizado la
prueba de chi-cuadrado para buscar dife-

rencias entre los clusteres en cuanto a varia-
bles sociodemograficas, habitos de consumo
de miel y el comportamiento sostenible de
los individuos (Tabla 6). Se han encontrado
diferencias significativas en cuanto al gé-
nero, edad, comportamiento sostenible y en
la experiencia en el consumo.
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Tabla 5. Anélisis de centros de clusteres.
Table 5. Cluster centres.

Clusteres

Factores

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Fact1_Buena composicion nutricional y calidad 0,82320 -0,22257 -0,26854
Fact2_Bienestar moral y ambiental -0,89342 0,55642 0,06629
Fact3_confianza en etiquetado local 0,24279 0,88980 -0,76243
NUmero de casos en cada cluster 93,000 128,000 179,000
% de casos en cada cluster 23,25 32,00 44,75

Tabla 6. Caracterizacién de los clusteres.
Table 6. Characterisation of the clusters.

Variables cluster 1 cluster 2 cluster 3 chi-cuadrado (p-value)
Género
Hombre 61,3% 43,8% 52,5% 0.035
Mujer 38,7% 56,3% 47,5% !
Edad
25-34 10,8% 21,1% 28,5%
35-44 28,0% 31,3% 22,9% 0.02
45-54 29,0% 24,2% 20,7% 1027
55-65 32,3% 23,4% 27,9%
Ingresos
<1500 €/mes 28,2% 33,6% 55,3%
1500-3500 €/mes 48,7% 7,0% 12,3% 0,828
>3500 €/mes 23,1% 59,4% 32,4%
Frecuencia consumo de miel
Consumo diario 18,3% 18,8% 18,4%
Consumo semanal 26,9% 27,3% 25,1% 0,993
Consumo mensual o menos 54,8% 53,9% 56,4%

Comportamiento sostenible

No sostenible 52,7% 37,5% 53,6%

Sostenible 47,3% 62,5% 46,4% 0,013
Experiencia en el consumo de miel

Experiencia baja 46,2% 33,6% 55,3%

Experiencia media 4,3% 7,0% 12,3% 0,000

Experiencia alta 49,5% 59,4% 32,4%
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Segun los centros de los clusteres (Tabla 5), el
aspecto que mas caracteriza a los individuos
del segmento 1, es tener una percepcién po-
sitiva hacia la composicién nutricional y la ca-
lidad de la miel local, “consumidores atentos
a la calidad”. También confian en el etique-
tado de origen y su consumo de miel local no
se asocia a sentir un bienestar moral. Este
segmento es el mas pequeio de los tres, con-
teniendo el 23 % de la muestra. Este grupo
estd mayoritariamente compuesto por hom-
bres y contiene la mayor proporcién de indi-
viduos entre 45 y 65 afios. El 47 % parece te-
ner un comportamiento sostenible y alberga
tanto a individuos con una experiencia alta
como baja en el consumo de miel (ver Tabla 6)

La caracteristica que mas representa al seg-
mento 2, es la confianza que declaran hacia
el etiquetado de origen local, “consumidores
con preferencia por el origen”. Otro factor
que se asocia a su consumo de miel local es
el bienestar moral y ambiental que les re-
porta, aunque no perciben que la miel de ori-
gen local tenga una mejor composiciéon nu-
tricional y calidad. Este segmento es el
segundo mas grande de los tres, compuesto
por el 32 % de los individuos de la muestra.
Como puede verse en la Tabla 6, este grupo
esta formado por una mayor proporcion de
mujeres y contiene la mayor proporcion de
individuos entre 35y 44 afos. La mayoria de
la muestra presenta un comportamiento sos-
tenible y una experiencia alta en el consumo
de miel, lo que concuerda con su confianza
en el etiquetado.

El segmento 3, se caracteriza por el bienestar
moral que les produce comprar miel local y por
percibir los beneficios para el medioambiente,
“consumidores por bienestar de conciencia”.
Ademas, no parece que tengan confianza en
el etiquetado de origen local y tampoco per-
ciben que la miel local tenga mejores propie-
dades nutritivas ni mejor calidad. Este grupo es
el mas grande de los tres, formado por casi el
45 % de la muestra. Es el grupo mas equili-

brado en cuanto a hombres y mujeres y com-
prende a una mayor proporcion de individuos
entre 25y 34 afos (ver Tabla 6).

Destaca que son los segmentos de menor ta-
mano aquellos que contienen a los consumi-
dores con una mejor percepcion de la calidad
de miel local y de confianza en el etiquetado.
En otros paises se observa una tendencia por
las preferencias de miel de origen local. Por
ejemplo, Oravecz et al. (2020) declararon que
consumidores hungaros, prefieren consumir
miel de origen local, sobre todo aquellos con
mayores conocimientos sobre certificacion.

Otros estudios, declaran que las normas per-
sonales y la conciencia de las consecuencias
de compra son factores que explican la in-
tencién de compra de productos naturales
(Carfora et al., 2021), lo que en este caso se
ha descrito como “bienestar moral y ambien-
tal” y se relaciona con la compra de miel de
origen local. También se ha identificado que
la preocupacion por la salud es uno de los
principales motivos para la compra de ali-
mentos orgdanicos (Carzedda et al., 2021), lo
que se corresponde con las caracteristicas del
segmento 1 aplicada a la miel de origen lo-
cal, un producto que puede asociarse a lo or-
ganico y natural.

Otros trabajos han encontrado también seg-
mentos de consumidores de miel con simila-
res percepciones a los extraidos en este estu-
dio. Por ejemplo, De-Magistris y Lopez-Galan
(2021), segmentaron su muestra en tres gru-
pos segun la percepcién, las actitudes hacia
la miel y diferentes estilos de vida, encon-
trando un grupo mas concienciado por el
medioambiente, la nutricién y la salud, otro
mas centrado en el precio y otro intermedio.
Annunziata y Mariani (2018) también clasifi-
caron su muestra en diferentes segmentos de
consumidores con diferentes percepciones
de sostenibilidad, alimentos organicos y lo-
cales; y Gallo et al. (2023) propusieron tres
grupos de consumidores, unos mas concien-
ciados con la sostenibilidad y el medio am-
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biente y que estdn mas dispuestos a adoptar
elecciones de compra sostenibles, otros indi-
ferentes a las cuestiones medioambientales y,
por ultimo, algunos consumidores con una
atencion minima a la sostenibilidad.

Por ultimo, se han encontrado evidencias de
que los consumidores con mayor preocupa-
cion por el medio ambiente y con comporta-
mientos sostenibles previos son mas propen-
sos a comprar alimentos de origen local, asi
como los individuos de mayor edad, con ni-
veles superiores de educacién y ocupando
puestos directivos en comparacién con otros
estatus profesionales, se asocian a una mayor
frecuencia de compra de alimentos locales
(Bimbo et al., 2020).

Conclusiones

Los objetivos de este trabajo eran conocer
mejor las percepciones y factores psicométri-
cos del consumidor de miel local, e identificar
diferentes grupos con diferentes perfiles para
obtener un mejor conocimiento de este con-
sumidor. Se han identificado tres grupos de
consumidores, con diferentes percepciones
en cuanto a la composicion nutricional y ca-
lidad, la confianza en el etiquetado y el sen-
timiento de bienestar medioambiental y mo-
ral que les evoca la compra de miel local.
Ademas, se han encontrado otros elementos
diferenciadores de estos grupos, como son el
comportamiento sostenible y el conoci-
miento y experiencia con el producto. Se es-
pera que este mejor conocimiento del con-
sumidor pueda ayudar a formular estrategias
comerciales que promuevan la eleccién de
miel local, lo que contribuiria a un consumo
mas sostenible y a apoyar el desarrollo de te-
rritorios rurales.

Esta informacién, podria tenerse en cuenta
para mejorar las estrategias comerciales de los
apicultores, adaptandose mas al perfil de los
consumidores, a sus valores y percepciones,

aumentando el valor de la miel local y por
consiguiente obteniendo mas beneficios di-
rectos. De esta maneray a modo de ejemplo,
el grupo que percibe la miel local con mejor
composicion nutricional y calidad estaria mas
interesado en la miel local si se destacaray se
divulgara su contenido en vitaminas, nutrien-
tes, sabor y frescura. Por ejemplo, los apicul-
tores o sus asociaciones podrian participar en
ferias u organizar seminarios informativos so-
bre la calidad de sus mieles y sus beneficios.
Por otro lado, el segmento que confia mas en
el etiquetado de origen y tiene un compor-
tamiento mas sostenible, conoce mas el pro-
ducto, y es mas probable que busque infor-
macion sobre el origen en el etiquetado, por
lo que destacarlo de forma atractiva podria
ser un elemento diferenciador. El ultimo
grupo, que comparte el sentimiento de bien-
estar moral y ambiental al pensar en la com-
pra de miel local, podria alcanzarse desde el
punto de vista comercial con mensajes que
transmitan valores de altruismo potenciando
este sentimiento.

Este trabajo abre la via a nuevas investiga-
ciones sobre el consumidor de miel local, se-
ria necesario estudiar la intencion de compra
y relacionarla con estas caracteristicas. Tam-
bién seria interesante, analizar los diferentes
canales de comercializacién, para compren-
der cual es el lugar de compra mas frecuente
de cada segmento de consumidores y asi po-
der disefar estrategias de marketing mejor
adaptadas.

Este estudio también presenta algunas limi-
taciones. En primer lugar, se ha centrado solo
en miel local de una Unica Comunidad, por lo
que seria necesario replicar el trabajo con
mieles de otros origenes. En segundo lugar,
la definicion de miel local puede ser diferen-
te para cada individuo, asi que seria necesa-
rio establecer una definicion comun o de-
terminar las caracteristicas que hacen que la
miel sea local. Seria interesante conocer cual
es la percepcion del concepto “local” para
cada uno de los grupos.
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PREMIOS DE PRENSA AGRARIA 2024
DE LA ASOCIACION INTERPROFESIONAL
PARA EL DESARROLLO AGRARIO

La Asociacion Interprofesional para el Desarrollo Agrario (AIDA) otorga un
premio anual de Prensa Agraria para destacar aquel articulo de los publicados en
ITEA en el aflo 2024 que relna las mejores caracteristicas técnicas, cientificas y de
valor divulgativo y de transferencia al sector, asi como un impacto relevante de sus
resultados. El articulo debera reflejar el espiritu fundacional de AIDA de hacer de
transmisor de conocimientos hacia el profesional, técnico o empresario agrario. Se
concedera un premio, pudiendo quedar desierto.

Los premios se regiran de acuerdo a las siguientes

BASES

1. Podran concursar todos los articulos que versen sobre cualquier tema técnico-
econémico-agrario.

2. Los articulos que podran acceder al premio serdn todos aquellos que se publi-
quen en ITEA en el aio 2024. Consecuentemente, los originales deberan ser
enviados de acuerdo con las normas de ITEA y aprobados por su Comité de
Redaccion.

3. El jurado estara constituido por las siguientes personas:
a) Presidencia de AIDA, que presidira el jurado.
b) Direccion de la revista ITEA, que actuara de Secretario.
¢) Direccién del CITA (Gobierno de Aragén).
d) Direccién del Instituto Agronémico Mediterraneo de Zaragoza.
e) Direccién de la Estacién Experimental de Aula Dei.
f) Direccién del Instituto Pirenaico de Ecologia.
4. El premio sera anual y tendra una dotacion econdmica.
5. Las deliberaciones del jurado seran secretas, y su fallo inapelable.

6. El fallo del jurado se dara a conocer en la revista ITEA, y la entrega del premio
se realizard con motivo de la celebracién de las Jornadas de Estudio de AIDA.




Si desea Vd. pertenecer a la Asociacién debe rellenar esta ficha de inscripcién y la siguiente
hoja sobre Proteccién de datos.

INSCRIPCION EN AIDA

Si desea Vd. pertenecer a la Asociacion rellene la ficha de inscripcion y enviela a la siguiente direccion:
Asociacion Interprofesional para el Desarrollo Agrario (AIDA). Avenida Montafana, 930, 50059 Zaragoza.

Si elige como forma de pago la domiciliacién bancaria adjunte a esta hoja de inscripcién el impreso de domiciliacion sellado
por su banco.

También puede hacer una transferencia a la cuenta de AIDA (Caixabank, Ag. Zuera (Zaragoza), Espafa, n° ES70 2100
8687 2702 0001 2107) por el importe de la couta anual. En ese caso, adjunte un comprobante de la transferencia.

Apellidos: ‘ Nombre:

NIF:

Direccién Postal:

Teléfono: Fax: ‘ e-mail;

Empresa:

En ,a__de  de20

Area en que desarrolla su actividad profesional: |
Firma: ‘

FORMA DE PAGO (COUTA ANUAL: 50 EUROS)

‘ Cargo a cuenta corriente (rellenar la domiciliacion bancaria) ‘
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DOMICILIACION BANCARIA

Sr. Director del Banco/Caja ‘

Muy Sr. mio,

Ruego a Vd. se sirva adeudar en la siguiente cuenta corriente (IBAN: 24 caracteres)

que mantengo en esa oficina, el recibo anual que serd presentado por la Asociacion Interprofesional para el Desarrollo
Agrario (AIDA).

Atentamente,

En_ a__de _________ de20_ Sello de la Entidad:
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PROTECCION DE DATOS

ASOCIACION INTERPROFESIONAL PARA EL DESARROLLO AGRARIO, de ahora en adelante AIDA, le
informa de que los datos facilitados durante su relacién con la Asociacién serdn tratados para gestionar el alta
de socio, asf como para las gestiones administrativas de la Asociacién. La base legal para el tratamiento de
sus datos es la relacién contractual y su consentimiento. Sus datos podrén ser cedidos a las entidades que sea
necesarias para el cumplimiento de nuestras obligaciones legales, y si asf lo autoriza, a las empresas colabo-
radoras de la Asociacién. Tiene derecho a acceder, rectificar, suprimir, oponerse al tratamiento de sus datos,
asi como retirar el consentimiento prestado y pedir su portabilidad.

AUTORIZACIONES

* . s .z s . P
Q" - Autoriza a que AIDA le envie informacién a través de medios postales y/ o electrénicos (correo
electrénico, SMS, etc.) sobre noticias de la asociacién, asi como informacién de servicios de sus
patrocinadores y /o colaboradores.

— Autoriza a que AIDA pueda facilitar sus datos de contacto a las empresas patrocinadoras o co-
laboradoras con fines comerciales. Q Si 1 No *

* Debe responder a estar cuestiones obligatoriamente.

Por ultimo, en aras a dar cumplimiento al Reglamento (UE) 2016/ 679 del Parlamento Europeo y del Consejo,
de 27 de abril de 2016, relativo a la proteccién de las personas fisicas en lo que respecta al tratamiento de da-
tos personales y a la libre circulacién de estos datos, y siguiendo las Recomendaciones e Instrucciones emi-
tidas por la Agencia Espafiola de Proteccién de Datos (A.E.PD.),

SE INFORMA

— Los datos de cardcter personal solicitados y facilitados por usted, son incorporados un fichero de titulari-
dad privada cuyo responsable y inico destinatario es AIDA, con domicilio en Avenida Montafiana, no 930,
50059 - Zaragoza.

— Solo serdn solicitados aquellos datos estrictamente necesarios para prestar adecuadamente los servicios so-
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ridicas, sin el previo consentimiento del socio, tutor o representante legal, salvo en aquellos casos en los que
fuere imprescindible para la correcta prestacion del servicio.

— Una vez finalizada la relacién entre la Asociacién y el socio, los datos seguirdn archivados y conservados
mientras sean necesarios para dar cumplimiento a las obligaciones legales o, en su defecto, serdn devuel-
tos integramente al socio (o autorizado legal) o suprimidos si asf se solicita por su parte.

— Los datos que facilito seran incluidos en el Tratamiento denominado Socios de AIDA, con la finalidad de
gestion del alta de socio, la gestién del servicio contratado, pago de cuotas, contacto, etc., y todas las ges-
tiones relacionadas con los socios y manifiesto mi consentimiento.

— Tiene derecho a acceder a sus datos personales, a solicitar su rectificacién, cancelacién y oposicién, indi-
candolo por escrito a AIDA con domicilio en Avenida Montafiana, no 930, 50059 — Zaragoza, o al correo elec-
trénico de la Asociacion: administracion@aidaitea.org.

— Los datos personales serdn cedidos por AIDA a las entidades que prestan servicios a la misma siempre que
sea estrictamente necesario para llevar a cabo los servicios ofrecidos por la Asociacién. Igualmente, sus da-
tos serdn cedidos si existe una obligacién legal.
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