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DESARROLLO DE UN SISTEMA DE INMUNODETECCION PARA EL CONTROL
MICROBIOLOGICO DE LA CERVEZA

“La Innovacion y el Desarrollo en la Industria Agroalimentaria pasan de forma genérica por dos ejes
fundamentales: la seguridad y la calidad de los alimentos.” "En ambos casos se define la prioridad de
desarrollar métodos moleculares de deteccion, analisis y diagnostico que sean rapidos, de alta sensibilidad y
que permitan rastreos automatizados para un amplio espectro de agentes que amenazan la inocuidad de los

alimentos.”
Aplicaciones de biosensores en la industria agroalimentaria
Informe de vigilancia tecnolégica; Madrid 1+D.

El desarrollo de nuevos sistemas de andlisis molecular altamente especificos, con una elevada
sensibilidad y con tiempos de respuesta reducidos es particularmente importante para la industria médica,
ha cobrado relevancia mas recientemente en el campo medioambiental y esta introduciéndose, poco a
poco, en las empresas agroalimentarias.

En los proximos afios sera habitual encontrarlos formando parte de los sistemas automaticos de verificacion
de la calidad, de control sanitario y de control de procesos en el sector de la agroalimentacion.

El presente estudio de caso trata de la colaboracién entre la asociacion Cerveceros de Espafa y la
Universidad Politécnica de Valencia con el fin de desarrollar un sistema de analisis para el control
microbiolégico de la cerveza basado en la utilizaciéon de biosensores y anticuerpos monoclonales.

ORIGEN DEL PROYECTO: CERVECEROS DE ESPANA

Cerveceros de Espana (http://www.cerveceros.org) es una asociacion
constituida en 1995 que representa a los principales productores de
cerveza de nuestro pais. Sus origenes se remontan a 1922, afio en que
se constituyd la “Asociacion de Fabricantes de Cerveza Espafioles”.
Actualmente, sus asociados son Heineken Espaifa, Mahou-San
Miguel, Damm, Compaiiia Cervecera de Canarias, Hijos de Rivera,
y La Zaragozana, quienes elaboran la practica totalidad de la cerveza
producida en el territorio nacional.

Cerveceros de Espafia es miembro activo de la Asociacion de
Cerveceros de Europa y de la Confederacion Europea de la Industria
de Alimentacion y Bebidas, ademas de participar en la Convencion de  cubas de fermentacion en la factoria de
Técnicos Cerveceros Europeos, organismo dedicado a la investigacion Cervezas Cruzcampo (Grupo Heineken)

y mejora de la calidad de la cerveza.

EL PROBLEMA / LA OPORTUNIDAD EN LA INDUSTRIA DE LA CERVEZA

El deterioro de los alimentos por la accion de microorganismos indeseados es una de las principales causas de
pérdida de calidad y riesgo para la salud en la industria agroalimentaria. En el caso de la produccién de cerveza, las
bacterias lacticas, en concreto las de los géneros Lactobacillus y Pediococcus, son las responsables mas habituales
de este problema. Sus efectos se perciben en forma de turbidez, aparicién de sabores extrafios, incremento en la
concentracion de aminas biégenas, aumentos de la viscosidad, aumento de la acidez... etc.

El presente estudio de caso ha sido realizado para la Fundacién Innova por Camila Lee No, bajo la direccién de Adrian Escardino Malva. La
Fundacion Innova es la entidad gestora del Parque Cientifico de la Universidad politécnica de Valencia: La Ciudad Politécnica de la Innovacion, y sus
estudios de caso estan destinados a ilustrar la dinamica de cooperacion entre los investigadores del Parque y su entorno empresarial. La Fundacién
Innova agradece a la Asociacion Cerveceros de Espafia y al investigador del Grupo de Inmunotecnologia de la Universidad Politécnica de Valencia,
Dr. Angel Montoya Baides la colaboracién prestada.

Copyright © 2005 Fundacion Innova. Se autoriza su reproduccion para fines divulgativos y sin animo de lucro.
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Los métodos de control microbiologico tradicionales en la industria cervecera se basan en el aislamiento y
concentracion de los microorganismos en medios de cultivo hasta lograr una poblacion suficiéntemente grande para
permitir su identificacion. Sus principales desventajas son su baja especificidad y los largos periodos de incubacion
requeridos para separar y concentrar las bacterias hasta niveles detectables (normalmente de 5 a 8 dias). El tiempo
necesario para asegurar el nivel de calidad y seguridad de cada partida obliga a las empresas a mantener un stock
considerable de producto terminado, con la consiguiente repercusion sobre la estructura de su capital circulante.

“Este fenomeno es particularmente importante en los meses de
verano. En esta época del afio, nuestros asociados tienen que
mantener unos stocks de producciéon muy grandes para poder hacer
frente a la elevada demanda del mercado. Seis dias de produccion
en stock, en un pais con un consumo medio diario de unos 12
millones de litros en verano, supone un impacto sobre el capital
circulante del sector de mas de 80 millones de euros. El interés de
nuestros asociados por reducir este ratio y por mejorar, al mismo
tiempo, la fiabilidad de los controles era, pues evidente.”

Jacobo Olaya (Director General de Cerveceros de Espafia)

Linea de envasado de cerveza

EL ENCUENTRO CON EL EQUIPO DE INVESTIGACION DE LA UPV

En 1999, Cerveceros de Espafa se puso en contacto con el Dr. Angel Montoya, del Grupo de
Inmunotecnologia de la Universidad Politécnica de Valencia.

“Cerveceros de Espafa nos propuso desarrollar un método de deteccion que aumentara la especificidad y
redujera el tiempo de deteccion de bacterias lacticas en la cerveza. Este proyecto era para nosotros muy
interesante, ya que nos brindaba la oportunidad de dar un nuevo impulso a la linea de ivestigaciéon que,
sobre el uso de los anticuerpos monoclonales, desarrollabamos desde 1993 con la Asociacion de
Investigacion de Cerveza y Malta’.

Dr. Angel Montoya (Director del equipo de investigacion en el Grupo de Inmunotecnologia)

El Grupo de Inmunotecnologia tiene su origen en 1990 en la Universidad
Politécnica de Valencia y centra su investigacion en el campo de los nuevos sistemas
de analisis molecular y, en concreto, de los biosensores. El grupo integra el
conocimiento de profesionales con una soélida experiencia y un reconocido prestigio
internacional en el campo de los anticuerpos monoclonales, en el desarrollo de
meétodos de analisis inmunoldgico y en el desarrollo de biosensores.

La linea de investigacion de anticuerpos monoclonales en la UPV data del afio 1989.
Desde su creacion, el Grupo de Inmunotecnologia ha desarrollado mas de 200
anticuerpos y ha llevado a cabo proyectos de investigacion en biosensores en
colaboracion con la industria, entre otros campos, en agroalimentacion, contribuyendo
al esfuerzo global de la UPV por aportar soluciones a este sector industrial (Ver Anexo

2: Tendencias Tecnolégicas en la Industria Agroalimentaria: Lineas de

investigacién desarrolladas en la UPV) Investigadora del  Grupo de
Inmunotecnologia de la UPV.

EL PROYECTO DE INVESTIGACION

El primer proyecto de investigacion que se desarroll6 en la UPV sobre la aplicacion de anticuerpos monoclonales en
la industria cervecera se inicié en 1993, en el marco de un Convenio de Colaboracion firmado con la Asociacion de
Investigacion de Cerveza y Malta (ver Anexo 3: Modelos de Convenios y Contratos para el establecimiento
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de relaciones entre la UPV y las empresas e instituciones). En los aios siguientes, la investigacion continud
mediante convenios con diversas empresas, y en 1999 se le dio un empuje final con la firma del Covenio de dos
anos de duracion con la asociacion Cerveceros de Espaia.

“Desde el principio, nuestra principal preocupacion fue orientar la investigaciéon hacia la obtencion de
herramientas que respondieran al entorno y a la dinamica de trabajo reales de los laboratorios de las
empresas cerveceras. Por este motivo, decidimos trabajar de manera integrada con sus investigadores y
creamos una rutina de trabajo colaborativo que resulté muy gratificante y productiva.”

Dr. Angel Montoya (Director del equipo de investigacién en el Grupo de Inmunotecnologia de la UPV)

El proyecto se desarrolld6 por un equipo mixto
constituido por personal de las empresas asociadas en
Cerveceros de Espana y por investigadores del
Grupo de Inmunotecnologia. Los grupos cerveceros
facilitaron alrededor de 20 cepas de bacterias que
representaban las mas caracteristicas y en cuyo
reconocimiento estaban mas interesados. La UPV, por

su parte, desarroll6 y optimiz6 los ensayos
Analisis de bacterias lacticas mediante el sistema desarrollado: izquierda:

|nmunologlcos y los inmunosensores que luego fueron muestra no contaminada, derecha: muestra contaminada.

validados en las empresas.

El coste total de la investigacion fue de 318.000 €, un 40% aproximadamente fue cubierto con subvenciones
publicas (ver Anexo 4: Ayudas a la 1+D+i corporativa, organismos gestores, programas de subvenciones y
lineas de financiacion)

DISENO Como consecuencia de esta colaboraciéon, se obtuvo un método de
EXPERIMENTAL identificacion de bacterias lacticas en la cerveza basado en el uso de
anticuerpos monoclonales asociados a marcadores luminiscentes. Este

Filtracion . meétodo de identificacién reduce en 3/4 el tiempo necesario para el control
| = microbiologico de la cerveza.

Q ' _,“ Aunque esta tecnologia requiere la adquisicion de equipo y materiales

Crecimi e - .z
i especificos de un alto valor de mercado, su utilizacion es sobradamente

{48 h)
z ll. magen | viable; el coste de produccién de los anticuerpos ronda los 1000 € / mg, y
SEED > con cada miligramo se puede realizar unos 10.000 ensayos, lo que supone
Deteccion
Inmunoincubacién con un coste unitario de 7 € por ensayo.

Feniiema del cictema de detercién decarrnllann

OTRAS APLICACIONES DE LOS SISTEMAS DE ANALISIS MOLECULAR RAPIDO Y EN CONCRETO DE LOS
BIOSENSORES EN LA INDUSTRIA AGROALIMENTARIA

Una de las areas de innovacion de importancia estratégica para la industria agroalimentaria europea es la mejora de
la seguridad y la calidad de los alimentos. Con este fin, tanto el VII programa marco de la UE como el Plan Nacional
de Ciencia y Tecnologia 2004-2007 especifican como prioritario el desarrollo de sistemas moleculares de deteccion,
analisis y diagnéstico rapidos, sensibles, especificos y que puedan incorporarse con facilidad a las cadenas de
produccion.

Estos sistemas de analisis molecular se conocen con el nombre de biosensores. Las tecnologias de disefio y
produccién de los biosensores han experimentado un notable avance en los ultimos afos debido principalmente a
las inversiones que se han realizado en empresas de los sectores biosanitario, farmacéutico y militar. En la
actualidad, su estado de madurez esta permitiendo su migracién progresiva a otros sectores como el
medioambiental y el agroalimentario.
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Un biosensor es un dispositivo compacto de analisis que esta constituido por un elemento de reconocimiento
biologico (acido nucleico, enzima, anticuerpo, receptor, tejido, célula) o biomimético asociado a un sistema de
transduccion que permite procesar la sefial producida por la interaccion entre el elemento de reconocimiento y la
molécula objetivo.

En la industria agroalimentaria su interés se centra en el analisis de la composicion de los alimentos (caracterizacion
y verificacién de su composicién, determinacion del indice de frescura), en la seguridad alimentaria (deteccion de
compuestos contaminantes, alérgenos, antinutrientes, toxinas y microorganismos patégenos) y en el control
continuo de procesos (Ver Anexo 1: Aplicaciones de los biosensores en la industria agroalimentaria)
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ANEXO 1

Civdad Politécnica de la Innovacion

APLICACIONES DE LOS BIOSENSORES EN LA INDUSTRIA AGROALIMENTARIA

SEGURIDAD ALIMENTARIA

Deteccion de productos externos a los
alimentos y no sintetizados por organismos
vivos

e Deteccion y cuantificacion de  aditivos

(edulcorantes y conservantes).
e Detecciodn de farmacos.

e Deteccidon y cuantificacion de residuos de
plaguicidas vy fertilizantes.

e Deteccion de otros tipos de contaminantes
organicos y metales pesados.

Deteccion de compuestos propios de los
alimentos que pueden originar trastornos en el
organismo

o Deteccion de compuestos antinutricionales vy
alergénicos,

Deteccion de  biotoxinas que pueden
relacionarse con cuadros de intoxicacion
alimentaria

o Deteccion de toxinas de diversos origenes:
bacterianas, micotoxinas, toxinas marinas.

Deteccién de microorganismos patégenos

e Deteccion de bacterias patégenas y parasitos
entéricos.

e Deteccion de virus que afectan a los cultivos y al
ganado.

CONTROL DE CALIDAD

Comprobacion de Ila composicion de los
alimentos

e Deteccion de glucosa en mosto, vino, zumos,
bebidas refrescantes, miel, leche y yogur.

e Deteccion de fructosa en zumos, miel, leche,
gelatinas y edulcorantes artificiales.

e Deteccidn de lactosa en la leche.

e Deteccion de lactato en sidras y vinos.
Deteccion de almidones en harina de trigo

e Deteccion de L-aminoacidos en leche y zumos
de frutas.

e Deteccion de etanol en cervezas, vinos y otras
bebidas alcohdlicas.

e Deteccion de glicerol en el vino.

e Deteccion de colesterol en mantequillas,
manteca y huevo.

e Deteccién de acido citrico en zumos y bebidas
para deportistas.

e Deteccion de 4&acido félico en alimentos
fortificados.

Determinacién del nivel de frescura y la vida util
de los alimentos

e Aceites: deteccion de polifenoles y acidos
grasos de cadena corta para evaluacion del
enranciamiento.

e Marisco: deteccidén de orinitina y aminas para
determinacion de la frescura.

e Pescados: deteccion de aminas, histamina e
hipoxantina para determinacién de la frescura.

e Carnes: deteccion de acido lactico para la
determinacion de la frescura.

Determinacion del grado de madurez en las
frutas

e Deteccion de glucosa, sacarosa e isocitrato.

Determinacién del nivel de deterioro en el vino

e Deteccion del 2,4,6 tricloroanisol

CONTROL DE PROCESOS

e Deteccion de
fermentativos.

g|UCOSﬂ en procesos

e Deteccion de alcohol y glicerol en procesos de
fermentacion alcohdlica.

Deteccion de acido lactico en la produccion de

quesos
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TENDENCIAS TECNOLOGICAS EN LA INDUSTRIA AGROALIMENTARIA (*)

LINEAS DE INVESTIGACION DESARROLLADAS EN LA UPV.

CALIDAD Y SEGURIDAD ALIMENTARIA

Uso generalizado de sensores en el control de
procesos

e Desarrollo de inmunosensores para el control
microbioldgico de los alimentos.

e Desarrollo de matrices de DNA para la
identificacion precoz de agentes patégenos.

e Desarrollo de sensores inmunoquimicos para la
deteccién de residuos de plaguicidas.

Determinacion de parametros internos por
tecnologias no destructivas

e Aplicacion de los ultrasonidos para la
caracterizacion de productos lacteos.

e Aplicacion de los ultrasonidos para la deteccion
de cuerpos extrafios en fluidos.

Trazabilidad y control de procesos

e Analisis de Riesgos y control de puntos criticos
en la Industria Agroalimentaria.

e Desarrollo de sistemas de trazabilidad vy
estudios de vida util de los alimentos.

e Bromatologia y microbiologia de los alimentos.

INNOVACION EN PROCESOS
Salado

e Salado por inmersion en salmuera de productos
carnicos y de la pesca.

e Salado y descongelacion simultdnea de
productos carnicos y de la pesca.

e Impregnaciéon a vacio; aplicaciéon en el salado
de quesos, pescados y productos carnicos.

e Desalado de pescado.

e Obtencion de alimentos salados de calidad con
bajo contenido en sodio.

Extraccion:

e Tecnologias de
supercriticos.

extracciéon  por  fluidos

Secado y deshidratacion
e Deshidratacion osmdética de frutas y hortalizas.

e Criproteccién de frutas mediante deshidratacion
osmotica e impregnacion a vacio.

e Secado de alimentos por métodos combinados:
aire-microondas-vacio.

Procesos de membrana

e Aplicacién de la nanofiltraciéon, osmosis inversa y
pervaporacion en la industria alimentaria.

Innovacién en productos tradicionales

e Nuevas Tecnologias para la elaboracion de
turrén.

Tecnologias de procesado a vacio

e Impregnacién y coccion a vacio; aplicacion en el
confitado de frutas y en la produccién de
mermeladas a baja temperatura.

Modelizacién y simulacién

e Prediccion y medida de propiedades fisicas de
alimentos.

e Analisis y Modelizacion de procesos de
transferencia de masas.

TECNOLOGIAS DE CONSERVACION

Envases activos

e Desarrollo de ceras funcionales y filmes
comestibles para frutas frescas.

e Aplicacion de zeolitas para la eliminacion de
etileno en envases de cuarta gama.

INNOVACION EN PRODUCTOS

Alimentos funcionales

e Aplicacion de la Ingenieria de matrices al
desarrollo de alimentos funcionales.

Nuevos productos

e Tecnologia de productos coloidales:
emulsionados, espumas, gelificados, etc.

e Utilizacion de estabilizantes y emulsionantes en
la formulacion de alimentos.

SOSTENIBILIDAD Y CICLO DE VIDA

Valorizacion de residuos

e Caracterizacion y valorizacion de residuos
organicos con fines agricolas.

e Caracterizacion y aplicaciéon de residuos soélidos
como materiales de construccion.

Recuperacion

e Tratamiento de salmueras procedentes de la
industria agroalimentaria.

(*) Fuente: elaboracion propia a partir de la publicacién: Agroalimentacién: tendencias tecnoldgicas a medio y largo plazo. 2002; Observatorio de

Prospectiva Tecnoldgica Industrial. Ministerio de Ciencia y Tecnologia.
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ANEXO3 MODELOS DE CONVENIOS Y CONTRATOS PARA EL ESTABLECIMIENTO DE RELACIONES
ENTRE LA UPV Y LAS EMPRESAS E INSTITUCIONES

1. Convenio marco de colaboracién: Consiste en una declaracion de intenciones para colaboraciones futuras en

diferentes campos y formas, establece las condiciones generales de la cooperacion y, en determinados casos,
formalizan una Comisién de Seguimiento y Planificacion de las actividades.

Esta modalidad de cooperacion puede incluir la cesion de uso temporal de espacios e instalaciones de la UPV a
requerimiento de la empresa con el fin de establecer una actividad permanente de investigacion en el Campus
con personal propio.

2. Contrato para proyecto de Investigacion y Desarrollo: Recoge las condiciones en las que una empresa
contrata a la UPV para la ejecucion de un proyecto de |+D. Especifica los objetivos del proyecto, el plan de
trabajo, los hitos intermedios a alcanzar, los resultados esperados, los medios necesarios, las aportaciones de

las partes, y establece un régimen de confidencialidad y unas condiciones econdémicas. La titularidad de los
resultados se negocia en cada caso en funcién de las aportaciones de las partes.

3. Contrato de licencia de patentes y de software: Recoge las condiciones en las que una empresa o institucion
adquiere los derechos de explotacion industrial de una determinada tecnologia propiedad de la UPV. Las

condiciones de exclusividad, ambito geografico y duracion de la licencia se negocian en cada caso, en funcién
del plan de explotacion y las condiciones econdmicas del contrato.

4. Contrato de Apoyo Tecnoldgico y Consultoria: Consiste en la realizacion de un trabajo técnico de laboratorio
conducente a la aplicacion de conocimiento adquirido por los investigadores de la UPV para la obtencién de
productos o procesos nuevos sin que este trabajo implique una actividad investigadora. Este tipo de contrato
tiene una estructura y unas condiciones semejantes al de Investigacién y Desarrollo.

5. Contrato de prestacidon de servicios técnicos: Consiste en la prestacion de un servicio técnico (medicion,

dictamen) o la venta de un producto fabricado directamente por la Universidad como consecuencia de su
actividad de I+D.

6. Formacién: La formacién proporcionada por la UPV puede obtenerse bien mediante los cursos generales que la
UPV ofrece a través del Centro de Formacion de Postgrado (CFP) o bien contratando un curso disefiado a

medida.

7. Practicas de estudiantes en empresas: Establece las condiciones para la realizacién de una estancia en la

empresa por parte de un estudiante de la UPV. El trabajo asignado debe tener valor formativo y ser de utilidad
para la empresa. El estudiante percibe una beca de la empresa sin que suponga relacion laboral alguna. Debe
existir un tutor en la empresa y en la Universidad que supervisen el trabajo.

8. Incorporacion de titulados universitarios: La Agencia de Colocacion UPV-FSVE se encarga de la
intermediacion de las ofertas de trabajo que llegan a la UPV.

Estudios de Caso de la Fundacion Innova: desarrollo de un sistema de inmunodeteccion para el control microbiolégico de la cerveza. Pagina 7 de 8



@2\ UNIVERSIDAD Ciudad Politécnica de la Innovacion

F) POLITECNICA "
DE VALENCIA

ANEXO4 AYUDAS A LA I+D+i CORPORATIVA; ORGANISMOS GESTORES, PROGRAMAS DE
SUBVENCIONES Y LINEAS DE FINANCIACION

Regionales:
Instituto de la Mediana y Pequefiia Industria Valenciana, IMPIVA. http://www.impiva.es
=  Programas de apoyo a empresas.

Nacionales:

Ministerio de Industria Comercio y Turismo http://www.mityc.es
= Programa de Fomento de la Investigacién Técnica, PROFIT.

Ministerio de Educacion y Ciencia http://www.mec.es.

= Becas y Ayudas de Ciencia y Tecnologia: Programa PETRI de fomento de la investigacion técnica; Proyectos
Singulares y Estratégicos; Proyectos de I+D.
=  Programa Torres Quevedo de fomento de la insercion de doctores y tecndlogos en empresas.

Centro para el Desarrollo Tecnolégico Industrial http://www.mec.es
=  Financiacion de proyectos de I+D+i corporativos.
= Apoyo a la creacion de nuevas empresas de base tecnologica NEOTEC https://www.neotec.cdti.es/

Europeos:

Comision Europea: Programa Marco de Investigacion y Desarrollo Tecnolégico de la Union Europea.
http://europa.eu.int/comm/research/fp6/pdf/blue _guide es.pdf

ANEXO 5 TRATAMIENTO FISCAL DEL I+D+i

Las Deducciones Fiscales por I+D+| constituyen el marco de financiacion mas potente de las actividades de
innovaciéon de la empresa espafiola. Su aplicacion se realiza mediante reducciones de la cuota integra de las
empresas en funcion de la inversion realizada en 1+D+i en cada ejercicio, y de las caracteristicas de la actividad
acometida con dicha inversion segun una clasificacion en proyectos de Investigacion, Desarrollo e Innovacion
Tecnoldgica.

Las empresas pueden optar por presentar su declaracion justificando el gasto en |+D+i por cuenta propia, o solicitar
a una entidad acreditada por la Agencia Espafiola de Acreditacion (ENAC) la emision de un informe motivado que
certifique el gasto, clasifique el proyecto, y especifique el tipo de deduccion aplicable. Este tipo de informes tiene
caracter vinculante.

El marco reglamentario esta constituido por el RDL 4/2004 de 5 de marzo por el que se aprueba el texto refundido
de la Ley del Impuesto sobre sociedades, y por el RD 1432/2003 de 21 de diciembre sobre regulacion de informes
motivados.
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