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1. POBLACION FUNGICA EN EL JAMON IBERICO

Los microorganismos que colonizan en primera instancia el pernil pueden tener di-
versos origenes, como la piel del animal, intestino, material de procesado, etc., presentando
una contaminacion inicial diversa de entre 10* y 10° ufc/gr a nivel superficial (Carrascosa
y col., 1988; Cornejo y col., 1988).

A lo largo del procesado del jamon Ibérico la poblacion microbiana contaminante
tiene que soportar una serie de obstaculos, los cuales van a ejercer una presion selectiva
que condiciona los niveles y tipos de microorganismos del producto acabado. Durante las
ultimas etapas de maduracion en secadero y bodega la actividad del agua (ay;) es el prin-
cipal factor fisico que condiciona la poblacion microbiana (figura 1). Los valores de ay;,
alcanzados tanto en superficie como en profundidad inhiben el desarrollo de la mayor
parte de las bacterias contaminantes, produciéndose ademas una reduccion de los re-
cuentos de las bacterias halotolerantes como los cocos Gram positivos catalasa positivos
(Francisco y col., 1981; Rodriguez y col, 1995). De igual modo, las levaduras experi-
mentan una seleccion y un moderado descenso tanto de sus recuentos como de su varia-
bilidad en estas etapas. Asi, durante las primeras etapas de salado y post-salado se observan
levaduras pertenecientes a los géneros Debaryomyces, Candida, Pichia y Rhodotorula.
Sin embargo, en producto final Debaryomyces hansenii es la especie dominante en jamon
ibérico (Nunez y col., 1996), aunque ha sido descrita la presencia de otras especies como
Debaryomyces marama (Monte y col., 1986).
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FIGURA 1: Microorganismos predominantes durante el proceso de elaboraciéon
del jamon Ibérico
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Al contrario que las levaduras, los mohos aumentan su variabilidad a lo largo del
proceso de maduracion en jamoén Ibérico, siendo el género Penicillium el mayoritario
desde finales del post-salado hasta mitad de bodega (Nufiez y col., 1996). Se han encon-
trado como dominantes las especies P. polonicum, P. commune, P. chrysogenum, P. echi-
nulatumy P. expansum (Monte y col., 1986; Nuiiez y col., 1996). Al final de la maduracion
el género predominante es Furotium y algunos anamorfos de dicho género clasificados
como Aspergillus, probablemente debido a su capacidad de crecer a valores de ay;, infe-
riores a los que necesita Penicillium (Pitt y Hocking, 1985). Las especies Eurotium repens
y Eurotium herbariorum son las predominantes.

2.  MOHOS TOXIGENICOS EN EL JAMON IBERICO

Aunque el desarrollo de mohos en la superficie de el jamon ibérico tiene un efecto
beneficioso en las caracteristicas sensoriales de los mismos (Martin y col., 2002; Cérdoba
y col., 2002), la mayoria de las especies que proliferan son capaces de sintetizar micoto-
xinas, si las condiciones ambientales son favorables (Nufiez y col., 1996; Nufiez y col.
2000; Sosa y col., 2002). En productos carnicos crudos curados las micotoxinas mas im-
portantes son las aflatoxinas y ocratoxinas, aunque hay descritos otros metabolitos toxi-
cos producidos por mohos aislados de jamén Ibérico (Rodriguez y col., 2012). Leistner
(1984) confirmo¢ la presencia de las micotoxinas breviamida A, citreoviridina, citrinina,
acido ciclopiazonico, fumitremorgina B, griseofulvina, ochratoxina A, rugulosina, verru-
culogeno TR1 y patulina tanto en embutidos como en jamones curados. Igualmente,
mohos aislados de productos carnicos han sido descritos como productores de micotoxi-
nas tales como 4cido ciclopiazénico (Sosa y col., 2002), ocratoxina A, esterigmatocistina
y citrinina (Geisen, 1998; Rodriguez, 2012), verrucosidina (Nufiez y col., 2000), aflato-
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xina B (Rojas y col., 1991), patulina (Martin y col., 2004; Rodriguez, 2012) 4cido mico-
fenolico y roquefortina (Gallardo, 2011).

FIGURA 2: Cromatograma de patrones de micotoxinas investigadas en cepas
aisladas de jamo6n Ibérico
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Fuente: Gallardo (2011)

Cepas de Penicillium polonicum 'y Penicillium aurantiogriseum aisladas de la su-
perficie del jamon Ibérico pueden producir verrucosidina (Nufez y col., 2000; Nufiez y
col., 2007), una micotoxina responsable de las enfermedades neurologicas. Otro de los
mohos mas frecuentemente aislado en productos carnicos curados, incluido el jamoén, es
Penicillium commune (Leistner, 1984; Nufiez y col., 1996). Cepas de este moho se han
descrito como grandes productoras de acido ciclopiazénico (Lopez-Diaz y col., 2001;
Sosa y col., 2002), a las que hay que sumar cepas de otras especies de Penicillium tales
como P. aurantiogriseum, P. expansum y P. cammenberti (Finoli y col.,1999) y de As-
pergillus spp. como A. flavus y A. tamarii (Martin y col., 2004). El efecto toxico de esta
micotoxina es bastante severo, provocando pérdida de peso, diarrea y convulsiones. Va-
rias cepas de P. expansum, P. griseofulvum y Aspergillus spp. aisladas de estos productos
han sido caracterizadas como productoras de aflatoxina, ocratoxina A y patulina (Martin
y col., 2004; Rodriguez y col., 2012). Estas micotoxinas estan descritas como potentes
agentes cancerigenos, hepatotoxicos y nefrotoxicos.

3. DETECCION DE MOHOS MICOTOXIGENICOS EN JAMON

La identificacion y caracterizacion precisa de los mohos constituyen un problema
complejo debido al alto grado de relacion entre especies. Las técnicas que se utilizan se pue-
den agrupar en base a sus caracteres fenotipicos y en base a sus caracteres genotipicos.
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Las técnicas clasicas de identificacion se han basado en la observacion de caracte-
risticas morfoldgicas que los mohos presentan bajo condiciones perfectamente estandari-
zadas de medios de cultivo, tiempos y temperaturas de incubacion. No obstante, como los
mohos son muy sensibles a los factores ambientales, exhiben un amplio rango de varia-
bilidad en sus caracteristicas morfologicas y fisiologicas (Pitt, 2001). Actualmente, cuando
se utilizan, es siempre como prueba orientativa.

Otras técnicas que se basan en aspectos fisioldgicos, son la determinacién del cre-
cimiento fungico, la produccion de metabolitos secundarios (antibidticos, compuestos vo-
latiles, micotoxinas), la determinacion de los perfiles lipidicos o proteinicos y la actividad
enzimatica. Mediante la determinacion de metabolitos secundarios, Gallardo (2011) de-
terminé en 8 secaderos de jamon Ibérico la presencia de al menos 10 especies de mohos
productoras de acido penicilico, acido micofendlico, roquefortina, esterigmatocistina y
griseofulvina como se muestra en la tabla 1.

TABLA 1: Cepas micotoxigénicas identificadas en aislamientos de jamén Ibérico

MICOTOXINA CEPA
PDAS101
Acido penicilico HIS19
AEMP2VO01
BOD4M
Roquefortina SEC7TM
AEMJ1V03
AEMIJ3VO01
PDAP2V03
RBCJ5V03
Acido micofenélico RBCB1J4C105
RBCB1J2C102
RBCJ3V03
RBCJ5VO01
HTBSIS
HTB2JS
Griseofulvina AEMP2V01

Fuente: Gallardo (2011)

Esterigmatocistina

Actualmente, por lo general no se utiliza una sola de estas técnicas para caracteri-
zar e identificar mohos. Los métodos que describen aislamientos individuales deberian dar
lugar a variaciones visibles en las caracteristicas entre distintos aislamientos. Como con-
secuencia, se requieren al menos un par de técnicas basadas en distintas caracteristicas para
asegurar la presencia de diferencias significativas y garantizar un resultado fiable (Boy-
seny col., 2000). Entre las técnicas utilizadas en conjunto tenemos la identificacion y ca-
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racterizacion de los mohos por metabolitos secundarios y enzimas; Nijs y col. (1997) por
metabolitos secundarios y técnicas moleculares; Larsen y Frisvad (1995) por metabolitos
secundarios y crecimiento en medios de cultivo especificos y Boysen y col. (2000) por téc-
nicas morfoldgicas y técnicas moleculares. Aun asi, estos métodos precisan el aislamiento
y cultivo de mohos toxigénicos y la posterior confirmacién de la produccion de las mi-
cotoxinas.

La caracterizacion de genes involucrados en la sintesis de micotoxinas permite el
disefio de procedimientos rapidos basados en la metodologia de 4cidos nucleicos para la
deteccion de mohos productores de micotoxinas. Las técnicas de PCR permiten detectar
la presencia de mohos productores de micotoxinas e incluso cuantificarlos empleando la
técnica de PCR en tiempo real. Ambas, la PCR convencional y PCR en tiempo real, han
sido empleadas con existo para la deteccion rapida de mohos toxigénicos en diferentes ali-
mentos incluido el jamon Ibérico. Asi, se han desarrollado métodos para la deteccion y
cuantificacion de mohos productores de patulina, verrucosidina, aflatoxina, ocratoxina A
o0 acido ciclopiazdnico a partir de sustratos carnicos como el jamon Ibérico (Martin y col.,
2004; Rodriguez y col., 2012).

4. BIOCONTROL DE MOHOS MICOTOXIGENICOS

Entre las herramientas utilizadas para prevenir la presencia de las micotoxinas en
alimentos esta el biocontrol. La implantacion en los perniles de cepas de mohos y leva-
duras no toxigénicas y adaptadas a las condiciones ecologicas del jamén Ibérico podria pa-
liar parcialmente el problema por exclusion competitiva de las cepas toxigénicas. No
obstante, para un control eficaz seria deseable cepas de mohos o levaduras con mecanis-
mos activos frente a las cepas toxigénicas o sus metabolitos. Asi Varga y col. (2005) des-
cribieron la capacidad de algunas especies de mohos de degradar la ocratoxina A. Por otro
lado, cepas pertenecientes a la especie Penicillium chrysogenum son capaces de producir
péptidos con actividad inhibidora frente a cepas toxigénicas de las especies Penicillium
echinulatum, Penicillium commune, y Aspergillus niger (Acostay col., 2009).

Como ya se ha mencionado, en jamoén Ibérico también se desarrolla a nivel super-
ficial una importante poblacion de levaduras autdctonas durante el procesado. Estas su-
ponen una buena base para la seleccion de cepas con capacidad para inhibir mohos
toxigénicos o degradar sus micotoxinas. Cepas de levaduras aisladas a partir de la super-
ficie de los jamones italianos, pertenecientes a las especies Debaryomyces hansenii, De-
baryomyces maramus, Candida famata, Candida zeylanoides y Hyphopichia burtonii,
mostraron actividad antagonista frente a una cepa toxigénica de P. nordicum y asi como
la capacidad de inhibir la biosintesis de la ocratoxina A. Dicha actividad inhibidora de le-
vadura se vio condicionada por el inoculo fungico y por la presencia de NaCl (Virgili y
col., 2012). Por otro lado, en ensayos realizados con un total de 40 cepas de levaduras
aisladas de 8 secaderos extremefios en las etapas de elaboracion del jamon Ibérico de se-
cadero y bodega, un 30% presento capacidad de degradar micotoxinas como el acido mi-
cofenolico en ensayos in vitro (Figura 3). Entre las que presentaron actividad, destacaron
las cepas denominadas 2, 50, 80 y CC71 de la especie Debaryomyces hansenii aisladas en
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FIGURA 3: Capacidad de degradar el acido micofenoélico de la cepas de levadura
C88 con respecto al ensayo control

Control —— C88

6000 1

Acido micofendlico
5000 -

| e

Abundancia

N w B

o o o

o o o

o o o
.

1000 - h
o | | Lol I al 1 |.||

10,00 15,00 20,00 25,00 30,00
Min

FIGURA 4: Porcentaje de cepas de levaduras que muestran diferentes grados de
inhibicion en el crecimiento de mohos micotoxigénicos aislados de jamén Ibérico
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FIGURA 5: Ensayos de inhibicion de crecimiento de mohos por parte de cepas de
levadura positivo (A) y negativo (B)
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jamones Ibéricos de diferente secaderos y que fueron capaces de degradar el total de la mi-
cotoxina (Gallardo, 2011).

Otro aspecto a destacar de las levaduras aisladas de jamon Ibérico es su capacidad
de inhibir o al menos retardar el crecimiento de mohos micotoxigénicos igualmente pre-
sentes en este producto. Asi, Gallardo (2011) ha podido comprobar que aproximadamente
el 60% de los aislados de levaduras seleccionados por su actividad frente a microorga-
nismos patoégenos tienen también un efecto muy notable sobre el crecimiento de varias
cepas de mohos micotoxigénicas (figuras 4 y 5). Ademas, en aquellos casos en los que los
mohos sufrieron una menor inhibicioén de su crecimiento, se observo una reduccién en la
cantidad de micotoxinas en el medio para el caso de el acido penicilico, acido micofeno-
lico y griseofulvina (Gallardo, 2011).

Los antecedentes presentes en la bibliografia y el trabajo realizado por el area de Nu-
tricion y Bromatologia de la Universidad de Extremadura ponen de manifiesto la posibilidad
de utilizar cepas de levaduras como biocontrol de mohos micotoxigénicos que pueden pro-
liferan en el proceso de maduracion del jamon ibérico. Los ensayos in vitro han permitido se-
leccionar cepas de levaduras de la especie Debaryomyces hansenii tanto con capacidad para
inhibir el crecimiento de estos mohos micotoxigénicos como de degradar los metabolitos to-
xicos que producen. La inoculacion de las cepas biocontrol en jamones ofreceran a la indus-
tria del jamon ibérico una alternativa para el control de los mohos toxigenicos.
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