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1. MEMORIA TECNICA

Explique DETALLADAMENTE las actividades realizadas, incluyendo la descripcion de la metodologia empleada, con
referencia expresa a los hitos, tareas y plan de trabajo de la solicitud.

Hito 1. IDENTIFICACION DE ALTERNATIVAS AL USO DE NITRIFICANTES

Tarea 1.1 Identificacién y caracterizacion de las funcionalidades tecnoldgicas de los nitrificantes en los
derivados carnicos.

Los nitratos y nitritos ejercen un importante papel como antimicrobianos y antioxidantes, participan en la
formacién y estabilizacién del color y contribuyen al desarrollo del aroma tipico en los derivados carnicos.

Del total de nitritos que se afiade a los productos carnicos, la mayor parte desarrolla una funcién
antimicrobiana, mientras que sélo una pequefia fraccion contribuye al color, al sabor, al aroma y a la
estabilidad oxidativa del producto (EFSA, 2003).

La composicién de la carne favorece el crecimiento de una gran variedad de microorganismos, por ello, los
productos carnicos han requerido del uso de métodos eficaces para su conservacién.

La conservacién de la carne mediante curado es un método muy eficaz practicado desde hace siglos. Los
productos carnicos curados son muy diversos. Estos productos incluyen:

- curados frescos sin recibir tratamientos térmicos: crudos adobados (lomo adobado, costilla adobada)
o sin adobar (chorizo fresco).

- curados tratados con calor, enlatados o no (lacén cocido)

- los curados crudos sometidos a maduracién y secado y, opcionalmente, ahumado (embutidos
madurados: chorizo, jamén serrano, cecinas, etc.).

Actividad antimicrobiana

La accion antimicrobiana de los nitrificantes es una de las funciones mas destacables. Inicialmente, la adicidon
intencionada de sales nitrificantes a los productos cdrnicos se basd en la formacién del color, pero mas tarde
se descubriod su importante accion antimicrobiana.

Mientras que el nitrato no presenta actividad antimicrobiana, si no que actiia como reserva de nitritos, el
nitrito controla la proliferacién Clostridium botulinum y la produccién de su toxina, asi como el crecimiento
de bacterias putrefactivas causantes del deterioro de la carne. Los nitratos no tienen accion antimicrobiana
por si solos, se reducen a nitritos por reduccién microbiana.

En los productos curados, el efecto antimicrobiano de los nitritos depende de varios factores, como el
contenido de sal, el pH, su concentracién, la tensidén de oxigeno, o la presencia de agentes reductores, de
modo que su accion puede sumarse, potenciarse o anularse.

El mecanismo de inhibicidn microbiana de los nitritos se debe a la formacion de sustancias reactivas a partir
de su descomposicion en acido nitroso y posteriormente en oxido nitrico. El nitrito se transforma en acido
nitroso (HNO;) en medio acido. El 4cido nitroso es muy inestable y se disocia rdpidamente dando lugar a varias

moléculas reactivas, que son las verdaderas responsables de la actividad antimicrobiana del nitrito.
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El 6xido nitrico (NO), presenta un electron desapareado que le confiere gran capacidad de reaccion con
electrones desapareados de otros atomos y moléculas. En condiciones aerdbicas forma ONOO-
(Peroxinitrito), otra molécula reactiva.

El 6xido nitrico también puede reaccionar con grupos tiol de aminodacidos y con iones metadlicos de proteinas
formdandose S-nitrosotioles (S-NO) y complejos metdlicos de nitrosilo, respectivamente, especies reactivas de
nitrégeno. Estos dos compuestos, junto al N;Os, el N,O4 y los compuestos N-nitroso, son considerados
potentes agentes nitrosantes y actian de liberadores lentos de éxido nitrico, dilatando su vida, para que éste
pueda interaccionar con otras biomoléculas.

Estas moléculas reaccionan con diversas moléculas de las bacterias como las proteinas hierro-azufre,
aminodacidos, aminas, acidos nucleicos y lipidos mediante N y S-nitrosilacién, nitracidn, formacidn de puentes
disulfuro, formacion de compuestos nitrosil-hemo, interaccidn con radicales o por peroxidacién lipidica. En
consecuencia, se produce una interferencia con las funciones de proteinas (enzimas), membranas y ADN, lo
que puede desencadenar la alteracion del metabolismo energético, del transporte de nutrientes y de la
multiplicacién celular impidiendo su desarrollo.

Los microorganismos tienen diferente sensibilidad frente al nitrito. El nitrito ejerce una accién antibacteriana
dirigida fundamentalmente a bacterias anaerobias, siendo su accién mas importante la inhibicién del
crecimiento de Clostridium botulinum. Se trata de un bacilo Gram positivo anaerobio, productor de la toxina
botulinica, agente causal del botulismo. El nitrito inhibe tanto el crecimiento de la forma vegetativa como de
la toxina botulinica. Diversas teorias en relacién a los mecanismos responsables de la actividad antimicrobiana
de los nitritos frente a Clostridium botulinum:

- Formacién de determinados compuestos a partir del nitrito y otros componentes de la carne, con
capacidad para inhibir el crecimiento de Clostridium botulinum.

- Interferencia del nitrito con compuestos de la membrana, limitando el intercambio celular y el
transporte de sustratos a través de ésta.

- Actuacién del nitrito o de otros compuestos intermedios como agentes oxidantes de enzimas
intracelulares y acidos nucleicos.

- Secuestro por parte del nitrito, de hierro y de otros metales esenciales para el metabolismo del
Clostridium botulinum. El hierro juega un papel importante en la actividad antibotulinica, puesto que
diversos estudios demuestran que la adicidn a la carne de agentes quelantes de hierro como el EDTA,
potencia la accion inhibidora del nitrito frente a este patdgeno, mientras que incrementos en el
contenido de hierro producen un descenso en esta actividad inhibidora.

La cantidad de nitrito necesaria para un control efectivo frente a Clostridium botulinum depende de cada tipo
de producto, siendo el nivel de nitrito residual presente en el producto determinante para impedir su
crecimiento.

También se ha demostrado el efecto inhibidor del nitrito sobre Staphylococcus aureus y Salmonella spp.Y que
su utilizacién permite controlar importantes bacterias patégenas como Listeria monocytogenes: Durante el
desarrollo del proyecto NITRARED se han realizado ensayos de inoculacién de embutidos con Listeria spp. En
ausencia de sales nitrificantes, Listeria se multiplicd durante la fase fermentativa, lo que motivd que los
recuentos finales fueran similares a los iniciales. En presencia de nitrificantes se observo una inhibicién desde

UNION EUROPEA

Fondo Europeo

(-\ ia (‘\
INNOVACION

Regional
CONSEJERIA DE CIENCIA,
INNOVACION Y UNIVERSIDAD

Pagina 3 de 101




A & "NI ™ A
.ﬂ\"lk\anz

centro tecneldgice agroalimentario

las primeras etapas del proceso de maduracién, cuya dependencia de la concentracidn de nitratos y nitritos
se hizo evidente a partir de la primera semana. Los recuentos finales fueron aproximadamente 1,5 log ufc/g
mayores en los lotes con reduccién de nitrificantes al 75 y 50% respecto del lote con el maximo permitido.

Las bacterias gran positivas como las acidolacticas y micrococaceas, reductoras de nitratos a nitritos, son
resistentes a la accién de los nitritos, factor importante para el desarrollo de la flora microbiana fundamental
en la elaboracién de los embutidos. De igual modo, los enterococos (Streptococcus faecium y S. faecalis),
todas las especies de lactobacilos y Staphylococcus aureus resisten bastante bien las concentraciones de
nitrito habituales en los productos carnicos.

Por el contrario, Pseudomonas spp., E. coli y coliformes, y todas las especies de bacilos se inhiben en mayor
o menor grado en presencia de nitrito y sus efectos son potenciados a valores bajos de pH, en torno a 4,5-5,5
y en condiciones de anaerobiosis, como por ejemplo es el envasado al vacio.

Diversos estudios parecen demostrar que la actividad minima de nitrito requerida para conseguir este efecto
antimicrobiano es de alrededor de 120 mg/kg. La legislacién europea establece actualmente una dosis
maxima de 150 mg/kg.

Efecto de los nitritos en el color

El color frecuentemente se asocia a la evaluacidn de la calidad y el buen estado de conservacién de los
alimentos. La formacion del color es un proceso complejo en el que intervienen sustancias de diversa
naturaleza.

La coloracién de la carne fresca depende principalmente de la mioglobina, una proteina que en estructuray
en funcidn se parece a la hemoglobina. La mioglobina es la encargada de transportar el oxigeno en el musculo

vivo.

La mioglobina ésta esta constituida por una proteina globular (globina), un grupo prostético (hemo) y un anillo
porfirinico con un ién ferroso en el centro. Las propiedades y el color de este complejo dependen del estado
del ién ferroso y el estado fisico de la proteina.

La mioglobina tiene afinidad por el oxigeno. Cuando se combinan la mioglobina y el oxigeno, es decir, cuando
esta se oxigena, se produce la oximioglobina, responsable del color rojo brillante de la carne.

En cambio, cuando la mioglobina se oxida, o el oxigeno oxida el ién ferroso, se convierte en metamioglobina
y la carne toma un color pardo caracteristico de la carne almacenada por mucho tiempo.

Durante el proceso de curado a la carne fresca se le afiaden sales curantes que contienen nitrificantes, los
cuales, ademas de servir como agentes antimicrobianos y conservantes, le confieren un sabor y color
caracteristico.

Inicialmente se asociaba esta coloracidén caracteristica a los nitratos. Sin embargo, estudios posteriores
demostraron que en realidad era la forma reducida de los nitratos, los nitritos, los responsables.

El nitrato se reduce a nitrito por la accion de las nitratoreductasas, enzimas producidos por lactobacilos y

enterobacterias, entre otras bacterias reductoras.
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El nitrito primero se transforma en varios intermediarios, que daran lugar a éxido nitrico (NO), responsable
del desarrollo del color. Uno de los intermediarios formados es el trioxido de dinitrogeno (N,Os) que se
transforma en NO (éxido nitrico) segun las siguientes reacciones:

NO;- + H* > HNO;
2 HNO, > N,0s3 + H20
N,0s > NO + NO;

Otra via de formacién del dxido nitrico es a partir de la reduccidn del triéxido de dinitrégeno (N20Os) con
ascorbato:

N2Os+ 2 H-ASC --mermemmemmmemmenee > 2 dehydro-ASC + H,0 + 2 NO

Por otro lado, el nitrito también puede reaccionar con los grupos sulfhidricos de las proteinas y liberar éxido
nitrico a través de una reacciéon de oxidacion-reduccion:

2 RSH + 2 HNO, >RS-SR+2 NO + 2 H,0

El 6xido nitrico (NO) es el componente activo que se combina con la mioglobina del musculo para formar
nitrosomioglobina (NO-MbFe+2), dando como resultado la fijacién del color rojo caracteristico de los
productos carnicos curados.

NO + MbFe+2 -----------nmmm-- > NO-MbFe+2 (Nitrosomioglobina)

La cantidad tedrica necesaria para convertir en nitrosomioglobina el 50% de la mioglobina presente es de 20
ppm de nitrito y la cantidad minima de nitrito necesaria para producir un color adecuado en la carne y en los
productos carnicos se estima en unos 40-50 ppm aproximadamente, aunque puede estar condicionada por
otros factores como la temperatura o caracteristicas fisico quimicas de la pieza.

Las condiciones en las que se mantienen estos productos durante el almacenamiento hasta su venta
(loncheado, tipo de envase, temperatura e iluminacién) influye en la evolucidon de este pigmento y por lo
tanto en su color.

Cuando la nitrosomioglobina (MbFe+2-NO) se somete a temperaturas de entre 50 y 60 °C la fraccidn proteica
se desnaturaliza separandose del complejo nitroso-porfirinico, y se convierte en un compuesto Ilamado
nitrosohemocromo, responsable de la coloracion rosada caracteristica de las carnes curadas cocidas, mas
estable que la nitrosomioglobina.

La microbiota que no es destruida y por lo tanto resiste durante la coccion, permite que se mantenga un nivel
minimo de formacidn de nitritos a partir de nitratos, lo que suponen un aporte progresivo de los mismos
durante la vida util del producto. Este nitrito de nueva formacién, contribuye a la estabilidad de color del
producto al permitir una cierta regeneracion del pigmento.

Debido a esta funcién como reservorio de nitritos, actualmente los nitratos son utilizados en la elaboracidn
de productos carnicos de larga curacidn. Por lo tanto, los nitritos se pueden generar a partir de la reduccion
del nitrato, o bien pueden ser afiadidos directamente en la formulacién.
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Efecto en el sabor y aroma

La diferencia en el flavor de un producto curado y cocido respecto a ese mismo producto sin adicién de nitrito
es facilmente detectable. El desarrollo de las caracteristicas de flavor de los productos carnicos curados es
complejo, siendo el aspecto menos entendido.

El desarrollo del sabor y aroma de las carnes curadas depende de factores como la actividad microbiana, la
actividad de las enzimas propias de la carne, los ingredientes utilizados y de fendmenos quimicos como la
oxidacidn lipidica y las reacciones del nitrito.

Estudios demuestran que a partir de la reaccidn de sustancias propias de la carne con el nitrito o con su forma
mas activa, el dxido nitrico, se general compuestos volatiles como el benzonitrilo y el fenilacetonitrilo, que
contribuyen al aroma caracteristico de los productos curados.

El benzonitrilo y el fenilacetonitrilo (compuestos aromaticos) también han sido identificados en productos
curados sometidos a tratamiento térmico. Algunos nitrilos también han sido detectados en productos
madurados, pero no de forma habitual, por lo que se puede relacionar la formacién de estos compuestos con
la aplicacidén de calor.

De forma indirecta, los nitratos y nitritos participan en el sabor y aroma de los productos curados mediante
la modulacién de la oxidacion lipidica e incrementando la degradacion de aminoacidos como la valina, leucina
e isoleucina. Algunos estudios senalan que, en productos elaborados Unicamente con nitratos, los
compuestos volatiles derivados de la degradacidon de aminoacidos y de la fermentacién de carbohidratos asi
como la reduccién de la oxidacion lipidica se incrementan en comparacién con los elaborados con nitritos.

Este papel de los nitratos y nitritos en la formacién del aroma de la carne se ve reforzado por estudios que
sefialan que la sustitucidén de los nitratos y nitritos por otros antioxidantes no da lugar a productos con el
tipico aroma de las carnes curadas.

Actividad antioxidante

El nitrito puede actuar a la vez como un compuesto altamente oxidante y reductor (sobre todo en forma de
oxido nitrico).

Por un lado, el éxido nitrico puede oxidar metaloproteinas o promover la oxidaciéon de proteinas y lipidos
mediante la generacidn de peroxinitrito.

Por otra parte, su funcidn como agente reductor, le confiere capacidad antioxidante que, al proteger a los
lipidos del enranciamiento, modula la generacién del sabor y aroma en los productos curados.

Se han propuesto diversos mecanismos que tratan de explicar la actividad antioxidante del nitrito y sus
derivados. Algunos autores la atribuyen a la oxidacion del éxido nitrico al éxido de nitrégeno, secuestrando
asi el oxigeno presente en la matriz carnica.

Otros autores la atribuyen a la accion del éxido nitrico, que, al ser un compuesto lipofilico, se combinaria
facilmente con los radicales libres formados en la oxidacién lipidica.

Los lipidos se oxidan por distintos mecanismos, siendo uno de los mds importantes los que tienen lugar a

través de la formacidn de radicales libres. El proceso se inicia por la presencia del oxigeno y posteriores
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reacciones con produccion de hidroperdxidos, ocasionando las reacciones de oxidacion de las grasas. Estas
reacciones de oxidacién lipidica se ven potenciadas a través de los catalizadores, como los iones metalicos,
ferrosos, férricos, cuprosos, entre otros, presentes en los productos cdrnicos.

La propia nitrosomioglobina (NOMb) podria considerarse como un agente antioxidante, tanto por actuar
como reservorio de éxido nitrico, como por su capacidad para desactivar radicales libres. Asimismo, la unidn
del d6xido nitrico con el hierro del anillo de porfirina de la mioglobina o con complejos cisteina-hierro de otras
proteinas evita que este ion metalico actie de catalizador de la oxidacién lipidica. La reaccién de los
pigmentos con el nitrito retiene el hierro en el hemo, a menudo en su forma reducida (Fe++), lo que hace que
no pueda actuar como catalizador. Los nitritos también actian como potentes quelantes de metales, los
cuales son uno de los principales compuestos prooxidantes de los lipidos en los productos carnicos.

La inhibicién de la oxidacion por parte del nitrito y su repercusion en el aroma a curado tiene una mayor
importancia en productos curados cocidos, donde por efecto de la temperatura las reacciones de oxidacion
se incrementan y por tanto si tendria una importante repercusion el retraso de la oxidaciéon y de la
consecuente generacién de aromas a rancio.

Sin embargo, en los productos carnicos crudos curados las reacciones de oxidacion se producen mas
lentamente al no darse temperaturas tan elevadas como en el caso de la coccion.

Aspectos legales del uso de nitratos y nitritos en los productos carnicos curados

Los nitratos y nitritos estdn recogidos en la legislacién de la UE como aditivos conservadores, permitiéndose
el uso de nitrito potasico (E-249) y sédico (E-250) y nitrato sédico (E-251) y potdsico (E-252).

En el afio 2008, la UE aprobd el Reglamento 1333/2008 sobre aditivos alimentarios y posteriormente el
Reglamento 1129/2011 transfirié los niveles y las demas condiciones de uso de nitratos y nitritos en productos
carnicos establecidos por la Directiva 2006/52/CE al anexo Il del Reglamento 1333/2008, que se aplica desde
el 1 de junio de 2013 (Comisién Europea, 2011).

El Reglamento 1333/2008 sobre aditivos alimentarios clasifica los derivados carnicos en diferentes categorias.
Asi, establece las siguientes cantidades permitidas para el uso de nitratos y nitritos:

- 08. Carne
o 08.1 Carne fresca, excluidos los preparados de carne: no permite nitritos/nitratos

o 08.2 Preparados de carne: carne fresca, incluida la carne que ha sido troceada, a la que se
han afadido productos alimenticios, condimentos o aditivos, o que ha sido sometida a
transformaciones que no bastan para alterar la estructura interna de la fibra muscular ni, por
lo tanto, para eliminar las caracteristicas de la carne fresca.

- Solo permite nitritos (150 afiadidos) en lomo de cerdo adobado, pincho moruno, careta de cerdo
adobada, costilla de cerdo adobada.

- No se permiten nitratos.
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- 08.3 Productos carnicos: la superficie de corte muestra que el producto final ha dejado de poseer las
caracteristicas de la carne fresca. El Reglamento (CE) n.2 1333/2008 establece las siguientes
categorias de cara al uso permitido de aditivos:

- La categoria 08. 3. 1 incluye los productos carnicos no sometidos a tratamiento térmico: Nitritos y
nitratos: 150 anadidos

- Lacategoria 08. 3. 2 comprende los productos carnicos sometidos a tratamiento térmico. Nitritos 150
afadidos; 100 afadidos en los esterilizados. Nitratos no autorizados.

- Lacategoria 08. 3. 3 se refiere las tripas, recubrimientos y decoraciones para carne.

- La categoria 08. 3. 4 corresponde a los productos carnicos tradicionales curados con disposiciones
especificas para nitritos y nitratos. Las cantidades permitidas: Nitritos: de 150 a 180 afiadidos; 50-175
residuales. Nitratos: 250-300 afiadidos y 10-250 residuales.

Esta categoria incluye a su vez tres categorias de productos:

o La categoria 08. 3. 4. 1, de productos tradicionales que se sumergen en una solucion de
curado (productos carnicos curados por inmersion en una solucién de curado que contiene
nitritos y/o nitratos, sal y otros componentes).

o La categoria 08. 3. 4. 2, de productos tradicionales curados en seco (el procedimiento de
curado en seco supone la aplicaciéon en seco a la superficie de la carne de una mezcla de
curado que contiene nitritos y/o nitratos, sal y otros componentes, seguido de un periodo de
estabilizacidon y maduracion).

o La categoria 08. 3. 4. 3, de otros productos curados por métodos tradicionales (procesos de
inmersion y curado en seco utilizados conjuntamente, o inclusidn de nitritos y/o nitratos en
un producto compuesto, o inyeccion de la solucidon de curado en el producto antes de
cocinarlo).

Restricciones o excepciones solo salchichén y chorizo tradicionales de larga curacion vy
productos similares: maduracién de treinta dias como minimo E 251-252 Nitratos 250 (40) (7)
(59)

En 1995 la UE aprobd la primera directiva comunitaria sobre aditivos alimentarios distintos de colorantes y
edulcorantes (Directiva 95/2/CE del Parlamento Europeo y del Consejo, 1995), que se transpuso en Espafia
en el Real Decreto 145/1997 (Ministerio de Sanidad y Consumo, 1997).

En esta normay en su posterior actualizacion (Real Decreto 142/2002, del Ministerio de Sanidad y Consumo)
se recogian las cantidades afiadidas indicativas y/o los niveles residuales para los nitratos y nitritos en los

productos cérnicos.

En concreto, se establecian para los productos crudos curados en general, y sin hacer distincidn entre ellos,
cantidades afadidas indicativas de 300 mg/kg y 150 mg/kg y cantidades residuales en el punto de venta de
250 mg/kg y 50 mg/kg, para nitratos y nitritos, respectivamente.

UNION EUROPEA <~z

* * %
* * Fondo Europeo

(-\ ia o
R ocrcic YEICYT

Pagina 8 de 101

*

Regional INNOVACION

L CONSEJERIA DE CIENCIA,
INNOVACION Y UNIVERSIDAD



A & "NI ™ A
AL .-\R

centro tecneldgico agroalimentario

Estos niveles se mantuvieron en posteriores modificaciones legislativas hasta que en el afio 2006, la UE, tras
un dictamen emitido por la EFSA (EFSA, 2003), modificd las autorizaciones en vigor con el objetivo de reducir
los niveles de nitrosaminas, disminuyendo las concentraciones de nitratos y nitritos.

Asi, la Directiva 2006/52/CE recogia las indicaciones de la EFSA y sustituia el término “cantidad afadida
indicativa” por “cantidad maxima afiadida” y eliminaba las cantidades residuales excepto para los productos
tradicionales (Parlamento y Consejo Europeo, 2006).

Por otra parte, en 2008 se aprobo el Reglamento 889/2008 sobre la produccién y etiquetado de los productos
ecoldgicos (Comisidn Europea, 2008). En esta norma se establecen unas cantidades afiadidas indicativas de
nitrato y nitrito de 80 mg/kg, y residuales maximas de 50 mg/kg para ambos (Tabla 1.8).

Mas recientemente la comisién ha propuesto una modificacion integral de la regulacion del uso de los aditivos

nitrificantes en productos carnicos.

La propuesta de la comision de noviembre de 2021 era la siguiente:

NUEVOS LIMITES MAXIMOS PROPUESTOS PARA NITRITOS Y NITRATOS (ULTIVIA PROPUESTA EN ROJO)

LEGISLACION ACTUAL

PROPUESTA ANTERIOR DE LA COMISION EUROPEA
MARZO DE 2021

ULTIMA VERSION DE LA COMISION
NOVIEMBRE DE 2021

NITRITOS (NO2)

08.2 Preparados de carne

150 afiadidos

En el caso espafiol: solo lomo de cerdo
adobado, pincho moruno, careta de cerdo
adobada y costilla de cerdo adobada

NO AUTORIZADO

80 aiiadidos y 40 residuales?

En el caso espaiiol: solo lomo de cerda
adobado, pincho moruno, careta de cerdo
adobada y costilla de cerdo adobada

08.3.1 Productos carnicos NO
sometidos a tratamiento térmico

150 afiadidos

70 afiadidos y 40 residuales®

100 afiadidos y 50 residuales !, sdlo para los productos
fermentados con una aw superior a 0,94 [y/o grandes
piezas curadas (que se definirdn en mm y kg)] y/o con un
contenido de sal inferior 2 1,2 gr/kg

100 aiiadidos y 50 residuales?

08.3.2 Productos carnicos sometidos a
tratamiento térmico

150 afiadidos

100 afiadidos en los esterilizados

100 afiadidos y 50 residuales®

60 afiadidos y 35 residuales® en los productos
esterilizados

100 afiadidos y 50 residuales *

70 aiiadidos y 40 residuales ? en los
productos esterilizados

08.3.4 Productos Tradicionales Curados

150-180 afiadidos y 50-175 residuales

150 afladidos y 150 residuales®

150 afiadidos y 50 - 150 ppm residuales 273

NITRATOS

08.2 Preparados de carne

NO AUTORIZADO

NO AUTORIZADO

NO AUTORIZADO

08.3.1 Productos carnicos NO
sometidos a tratamiento térmico

150 afiadidos

120 afiadidos y residuales?

150 afiadidos y residuales? para embutidos sin nitritos
afadidos

120 afiadidos y residuales ?

150 aiadidos y residuales? para embutidos
sin nitritos afiadidos y piezas grandes de
bacon

08.3.2 Productos carnicos sometidos a
tratamiento térmico

NO AUTORIZADO

NO AUTORIZADO

NO AUTORIZADO

08.3.4 Productos Tradicionales Curados

250-300 afiadidos y 10-250 residuales

250 afiadidos y 10-200 residuales®

250 afiadidos y 10-200 residuales 2¥?

En dicha nueva reunidn del Grupo de Trabajo de Aditivos de la Comisidon Europea para tratar el tema de los
nitrificantes, se ha elaborado una nueva propuesta sobre los nitratos y nitritos, destacando:

- Valores residuales: A diferencia de la versidn anterior, en la que se proponia que los niveles residuales
fuesen considerados Unicamente como indicativos, en esta nueva propuesta se considera a los valores
residuales como obligatorios. Los niveles residuales deben cubrir los nitritos/nitratos de todas las

fuentes (especias, pimentdn, etc.)

UNION EUROPEA

Fondo Europeo
de Desarrollo
Regional

ia

INNOVACION

©

GOBIERNO DEL PRINCIPADO DE ASTURIAS

CONSEJERIA DE CIENCIA,
INNOVACION Y UNIVERSIDAD

O




A & "NI ™ A
AL .-\R

centro tecneldgico agroalimentario

- Nitritos en los preparados de carne: La intencidn inicial de la Comisidon Europea era prohibir el uso de
nitritos en todos los preparados de carne. Sin embargo, en esta nueva version la intencidn es seguir
permitiendo el uso de nitritos en aquellos preparados de carne en los que actualmente estan
autorizados (en el caso espafiol: solo lomo de cerdo adobado, pincho moruno, careta de cerdo
adobada vy costilla de cerdo adobada), aunque proponen reducir los niveles actuales permitidos,
pasando de 150 ppm/kg a 80 ppm/kg.

- Productos carnicos tradicionales: La normativa actual de aditivos contempla excepciones para el uso
de nitrificantes en productos carnicos tradicionales (dosis menos restrictivas). En la Categoria 08.3.4
“Productos carnicos tradicionales curados con disposiciones especificas para nitritos y nitratos” se
recogen los productos cdrnicos tradicionales curados, las dosis maximas permitidas y las
caracteristicas para ser considerados como tradicionales (métodos y condiciones de curacidn). En esta
categoria se citan algunos productos particulares y se afnade la coletilla “y productos similares”,
permitiendo cierta flexibilidad. En esta nueva version la Comisién pretende eliminar la expresién “y
productos similares”, por entender que esa mencién dificulta la interpretacién y labor de las
autoridades de control oficial, dejando simplemente una lista cerrada de productos.

- Reduccién de los niveles maximos afiadidos de nitrificantes: La Comisidn propone una reduccion
considerable de los niveles de nitratos y nitritos (principalmente en nitritos), aunque algo menos
restrictivo que los contemplados en la versién anterior de marzo.

Propuesta final de la Comisién Europea sobre la revision de los nitratos/nitritos:

La ultima propuesta de la Comision de noviembre de 2022:

PROPUESTA NOVIEMEBRE DE 2021

(SOMETIDA A CONSULTA PUBLICA EN
ABRIL DE 2022)

PROPUESTA
MARZO DE 2021

PROPUESTA

LEGISLACION ACTUAL NOVIEMBRE 2022

NITRITOS (NO2)

150 afiadidos

08.2 Preparados
de carne

En el caso espafiol: solo
loma de cerdo adobado,
pincho moruno, careta de
cerdo adobada y costilla
de cerdo adobada

NO AUTORIZADO

80 aRadidos y 40 residuales’

En el caso espafiol: solo lomo de cerdo
adobado, pincho moruno, careta de
cerdo adobada y costilla de cerdao
adabada

100 aniadidos y 50 residuales ®
En el caso espaiiol: solo lomo de
cerdo adobado, pincho moruno,

careta de cerdo adobada y
costilla de cerdo adobada

08.3.1 Productos
carnicos NO
sometidos a
tratamiento
térmico

150 afiadidos

70 zhadidos v 40 residuales
100 afiadidos y 50 residuales *,
sdlo para los productos
fermentados con una aw superior
a 0,94 [yfo grandes piezas
curadas (que se definirdn en mm
y kg)] v/o con un contenido de sal
inferior a 1,2 grikg

100 afadidos y 50 residuales®

100 afiadidos y 50 residuales ®

08.3.2 Productos
cdrnicos
sometidos a
tratamiento
térmico

150 afadidos
100 zfiadidos en los
esterilizados

100 anadidos y 50 residuales®
60 afiadidos y 35 residuales’ en
los productos esterilizados

100 afiadidos y 50 residuales *

70 ahadidos v 40 residuales * en los
productes esterilizados

100 afiadidaos y 50 residuales ®

80 afiadidos y 40 residuales ® en
los productos esterilizados

08.3.4 Productos
Tradicionales
Curados

150-180 afadidos y 50-175
residuales

150 afiadidos y 150 residuales*

150 anadidos
50 - 150 ppm residuales *v*

150 ppm de anadidos

50 - 150 ppm de residuales 5 Y¢
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NITRATOS (NO3)

LEGISLACION ACTUAL

PROPUESTA
MARZO DE 2021

PROPUESTA NOVIEMBRE DE
2021
(SOMETIDA A CONSULTA EN
ABRIL DE 2022)

PROPUESTA
NOVIEMBRE 2022

08.2 Preparados de
carne

NO AUTORIZADO

NO AUTORIZADO

NO AUTORIZADO

NO AUTORIZADO

08.3.1 Productos
carnicos NO sometidos
a tratamiento térmico

150 afiadidos

120 afiadidos y residuales®

150 afiadidos y residuales® para
embutidos sin nitritos afiadidos

120 afiadidos y residuales 2
150 afiadidos y residuales® para
embutidos sin nitritos afiadidos

y piezas grandes de bacon

piezas grandes de bacon

120 afadidos y residuales 7

150 afadidos y residuales’ para
embutidos sin nitritos afadidos y

08.3.2 Productos
carnicos sometidos a
tratamiento térmico

NO AUTORIZADO

NO AUTORIZADO

NO AUTORIZADO

NO AUTORIZADO

08.3.4 Productos
Tradicionales Curados

250-300 afiadidos
10-250 residuales

250 afiadidos y 10-200 residuales®

250 afiadidos
10-200 residuales 2¥2

250 afiadidos
10-200 residuales *3¥7

En 2017 la EFSA publicé dos opiniones cientificas, evaluando la seguridad de los nitratos y los nitritos como
aditivos alimentarios, concluyendo que los niveles de uso de estos aditivos, actualmente contemplados en la
legislacidn de la UE, son seguros para los consumidores. Sin embargo, también se identificd que en ciertos
subgrupos de poblacidn se superaba la Ingesta Diaria Admisible (IDA) de nitritos.

Este hecho, unido a que el nitrito estd ligado a la posible formacién de nitrosaminas, ha motivado a la
Comision a estudiar reducir los actuales niveles de uso de nitrificantes.

Si bien es cierto que la superacion de las IDAs no puede achacarse solo al empleo de estas sustancias como
aditivos, reducir su uso como tales es una forma efectiva para disminuir su ingesta en la dieta.

A continuacion, se sefialan los principales cambios desde la ultima propuesta de la Comision de noviembre de
2021:

- Valores residuales: En un principio, la Comisidn pretendia establecer los valores residuales de nitratos y
nitritos como obligatorios. Finalmente se propondrd solamente niveles residuales obligatorios para los

nitritos, mientras que para los nitratos serdn simplemente indicativos, al menos hasta que la Comisién haya
recopilado mas informacion.

Los niveles residuales de nitritos serdn obligatorios: Los niveles residuales cubrirdn todas las fuentes y seran
aplicables al final del periodo de curacién. Los niveles se aplicaran durante toda la vida util del producto.

Los nuevos niveles residuales para los nitratos seran sélo indicativos y podran ser revisados en el futuro

- Nitritos en los preparados de carne: La intencién inicial de la Comisidn era prohibir el uso de nitritos
en todos los preparados de carne. Sin embargo, parecen haber atendido la solicitud de seguir
permitiendo el uso de nitritos en aquellos preparados de carne en los que actualmente estdn
autorizados, aunque proponen reducir los niveles actuales permitidos, pasando de 150 ppm/kg a 100
ppm/kg. En su anterior propuesta del 11/2022 eran mas restrictivos (80 ppm/kg).

- Productos cérnicos tradicionales: La normativa actual contempla excepciones para el uso de

nitrificantes en productos carnicos tradicionales (dosis menos restrictivas). En dicha categoria se citan
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los productos y sus caracteristicas, y se afade la coletilla “y productos similares”, permitiendo cierta
flexibilidad. La Comision pretendia eliminar dicha expresidon, por entender que dificulta Ia
interpretacién y labor de las autoridades de control oficial, dejando simplemente una lista cerrada de
productos. Finalmente, han decidido mantener dicha mencién.

- Reduccién de los niveles maximos afiadidos de nitrificantes: La Comisién propone una reduccién
considerable de los niveles de nitratos y nitritos (principalmente en nitritos), aunque menos
restrictivos que los contemplados en la versidén anterior de 2021 y abril de 2022.

En los productos carnicos no sometidos a tratamiento térmico, han pasado de la propuesta inicial de 70 ppm de nitritos
afadidos a 100 ppm.

En los productos cdrnicos esterilizados han pasado de la primera propuesta de 70 ppm de nitritos afiadidos a 80 ppm en
la dltima version.

Ademas de las dosis maximas permitidas, la Comision Europea también estuvo valorando otras cuestiones en
relacion a los nitrificantes, que se resumen a continuacioén:

> Concentracidn de sales de nitritos en sales de curado: La intencidn inicial de la Comisién Europea era
establecer un nivel maximo de nitritos en la sal de curado utilizada (por ejemplo 0,6 % en general y 0,9% en
alimentos con un contenido reducido en sodio), pero finalmente ha decidido retirar dicha propuesta y no
establecer tal limitacién.

> Forma de expresar los niveles de nitrificantes: Actualmente el Reglamento 1333/2008, sobre aditivos
alimentarios, establece los niveles maximos de uso de nitritos y nitratos haciendo referencia al nitrito sddico
o nitrato sédico (NaNO2 y NaNO3 respectivamente). Sin embargo, la intencidon es que en el futuro se expresen
en forma de ién nitrato (NO3) o idn nitrito (NO2),puesto que la Ingesta Diaria Admisible (IDA) definida en la
actualidad para estos aditivos se refiere a tales sustancias (misma forma que la utilizada en la evaluacién de
su seguridad).

> Uso obligatorio de otros aditivos junto a los nitrificantes: La Comision Europea estaba valorando establecer
como obligatorio emplear otros aditivos (como ascorbatos o eritorbatos) cuando se utilicen nitratos y nitritos,
pero finalmente ha descartado esta opcion.
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Etapas y parametros tecnoldgicos de elaboracidn de los derivados carnicos seleccionados:

LOMO Y COSTILLA ADOBADOS:

- Cmec ”
Recepcion material de Recepcion materias Recepcion

envasado primas cérnicas ingredientes/aditivos
3 | T<-gc 2 4 T2 ambi Recepcién Recepcion
Almacenado Almacenado Almacenado agua gas
| T2<7°Cc | A
Descongelado
Acondicionado
«————| Preparacién/Pesado | Tacasc |
Mezclado
< Almacenado
Ta<49C |
Tiempo >3 dias ‘ Macerado
-—
Envasado
. — Adobado <
film
Cortado/Fileteado
y
»  Envasado SKIN/MAP [«
y
Detector de metales
| T4 L

:'lﬂmacenado refrigerado
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CHORIZO ASTURIANO
RECEPCIGN
MATERIA PRIMA
ADITIVOS/ ENVASES/
CARNICA
CONDIMENTOS TRIPA NATURAL / AGUA / EMBALAJES
| |
Y \ Y Y
ALMA:S{“#;‘&%TD A”"Eﬁgﬂmmo ALMACENAMIENTO ALMACENAMIENTO
COIVOS/ | | oerRiGERACION TRIPA ENVASES/EMBALAJES

Y Y

| pcabo | | Lavapo  je——

AMASADO

Y

MACERACION

EMBUTIDO

| 12-24n REPOSO
l:-‘.- dias min LHUMADOD
- "y
5 dizs min- SECADOD
T3: 12-162C

- VI

ENVASADO VACIO/
ATM.

Y

ALMACENAMIENTO [g—
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LACON CURADO

RECEPCION

M. B CONGELADA ENWASES/EMBALAIES
AEUA, ' 1 1
[Paletas/Lacones) l

AL MACEMAMIENTO AL MACEMAMIENTO
cAd. EMWRSES/EMBALAIES
COMGELACION

DESCONGELACION  |[Ta-<-7208 |

SAaLADO

MACERACTON
(T2=4-500 t=12-158d)

T2:-12-162C1

Hdad:-65-70%1 SE=ADO }

DESHUESADO
TROCEADO
{ |
¥
EMWAGADO WaCTIOf -
Rt 2,
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LACON COCIDO:
RECEPCION
MATERIA
ADITIVOS/ PRIMA N NeELADA AGUA ENVASES/EMBALAIES
ESPECIAS REFRIGERADA ]
,L Y l
ALMACEMAMIENTD | | ALMACENAMIENTOD Eﬂ,‘ﬂ;‘ EEPE'::‘BIEE‘EE
M.P., REFRIGERADA | [ M.P. CONGELADA -
PICADO _
DESCONGELACION
|12 < 72c
— 1
AMASADOD -
MASAIE <
MACERACION
ENMALLADOD
f : i
T2 Centro Pieza: -
letd COCCION
*De 55 a 258C an <5h ENFRIAMIENTO®
*De 25 & 52C en <10h
p ¥
ENVASADO VACID [ .
. T  TTD TERMICD 702C, 20 min
* POST-ENVASADD
A ALMACEN
Lamara LA REFRIGERADD Jug |

UNION EUROPEA
* * Fondo Europeo m ia N Pégina 18 de 101
de Desariollo FICYT

Regional
9! INNOVACION CONSEJERIA DE CIENCIA,
INNOVACION Y UNIVERSIDAD




A & I = A
AL .-\R

centro tecneldgice agroalimentario

CRIOLLO COCIDO:

RECEPCION INGREDIENTES
Y ADITIVOS
T2 Ambiente

l

RECEPCION
MAT.PRIMAS

i

ALMACENAMIENTO
INGREDIENTESY ADITIVOS
T2 Ambiente

DOSIFICACION
ADITIVOSE
INGREDIENTES

ALMACENAMIENTO
MAT.PRIMAS
T2 Congelacion <-18°C

A,

DESCONGELACION
T@ Refrigeracion

A

ACONDICIONAMIENTO
T?<122 C

A

PICADOY AMASADO
T¢<122 C

A

EMBUTIDO

RECEPCION TRIPAS
T2 Ambiente

RECEPCION ENVASES
T2 Ambiente

ALMACENAMIENTO
TRIPAS
T2 Ambiente

Y
ALMACENAMIENTO
ENVASES

T2 Ambiente

T¢<122 C

ACONDICIONAMIENTO

T¢ <12 °C

SECADO
T260° C 1h

A

COCCION
T2 interna >72° C

ENFRIADO

ENVASADO/
ETIQUETADO

ALMACENAMIENTO

T2 Refrigeracion <4

Tarea 1.2 Busqueda de estrategias en funcion de las necesidades tecnoldgicas identificadas.

UNION EUROPEA

Fondo Europeo
de Desarrollo
Regional

©

ia

GOBIERNO DEL PRINCIPADO DE ASTURIAS

INNOVACION

CONSEJERIA DE CIENCIA,
INNOVACION Y UNIVERSIDAD

SO



A & "NI ™ A
.ﬂ\"lk\anz

centro tecneldgice agroalimentario

A la hora de reducir o eliminar el uso de los nitritos en los productos carnicos hay que tener en cuenta las
funciones que estos aditivos realizan. Los nitritos, ademas de un efecto antimicrobiano frente a
microorganismos patégenos como Clostridium botulinum y otros patdgenos, participan en el desarrollo y
estabilidad del color, del olor y del flavor y tienen un efecto antioxidante.

En el desarrollo de esta tarea se ha realizado una busqueda bibliografica de las principales estrategias
tecnoldgicas en relacion con la reduccion o eliminacion de los aditivos nitrificantes en derivados carnicos.

- Estrategias quimicas:
Estdn basadas en el empleo de aditivos alternativos o ingredientes naturales que aporten unas
funcionalidades tecnoldgicas andlogas a los nitritos, de manera que sean sustitutos de forma total o parcial:

= Aditivos colorantes: Curcumina, acido carminico, caramelo natural, caroteno,

extracto de pimentdn y rojo remolacha. Los mejores resultados en el color se
obtienen con el empleo de betanina.

Annato (bixina y la norboxina) para reducir los niveles de nitritos y obtener un color aceptable se
recomienda la utilizacién conjunta de nitrito sodico (< 80 mg/kg) y annato. En productos cocidos (lacon
cocido, criollo cocido) la utilizacién de annato presenta varios inconvenientes: al pH de este producto su
coloraciéon es amarilla, colorea las grasas y es poco estable en presencia de luz.

El extracto de remolacha presenta buenos resultados en productos frescos, pero su caracter termolabil
condiciona su empleo en productos carnicos cocidos

= Extracto de tomate & Licopeno: permite la obtenciéon de un tono rojo-marrén en

productos fermentados. La utilizacidn conjunta de extracto de tomate y una cantidad
reducida de nitritos (<100 mg/kg) no modifica las propiedades organolépticas de los
productos.

La utilizacidon de derivados de tomate en productos carnicos cocidos no es muy recomendable, ya que
implica una disminucidn del pH lo que puede afectar de manera negativa a la capacidad de retencion de
agua, al rendimiento y a la aparicion de defectos en las caracteristicas sensoriales.

=  koji rojo, colorante natural: se produce por el crecimiento de un moho Monascus spp.

en arroz cocido. Se utiliza como colorante natural ya que estos mohos excretan un
pigmento hidrosoluble de color rojo. En productos elaborados con <50 mg/kg de
nitritos y con 1,5% de koji rojo pueden resultar con un color rojo oscuro,

= Colorante: Complejo protoporfirina-1X: la adicién de este complejo a la carne implica

la aparicidn de una coloracién roja mas oscura, aunque durante el proceso de coccién
se transforma en marrén, debido a la ausencia de hierro en el compuesto
protoporfirina-IX.

=  Colorante: pigmento nitrosilhemocromo: formado a partir de extractos heminicos de
glébulos rojos, en presencia de nitrito sddico y de acido ascdrbico. En los productos
carnicos cocidos en los que afiadieron este compuesto se observar un color similar al
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gue se produce cuando se emplea nitrito sddico; sin embargo, en algunos casos se
han detectado nitrosaminas.

= Hemopigmentos obtenidos a partir de glébulos rojos de sangre de cerdo,

incorporados en los derivados carnicos favorecen la formacidn de color a partir de su
reaccioén con el nitrito sddico. Se trata de compuestos muy sensible a la oxidacién por
la accién de la luz en presencia de oxigeno.

= Extractos vegetales sin aporte de nitritos: con propiedades antimicrobianas y

antioxidantes. (ver apartado antioxidantes naturales).

= Acidos Orgénicos y sus sales: Los acidos organicos como el lactico, acético o citrico,

entre otros, tienen el gran inconveniente de modificar el pH del alimento sobre el
que se aplica, lo que induce a cambios en el color, aroma, etc. Por este motivo, desde
hace tiempo se ha trabajado sobre la sal, no sobre el acido, por lo que se tiende a
aplicar lactato, acetato, citrato o cualquier otra sal de este grupo.

El lactato de sodio es una sal que actia como un acido no disociado, pasa a través de la membrana
microbiana para acidificar el interior celular. Ademas, también reduce la actividad del agua. Presenta
capacidad de extender la vida util de los productos carnicos, debido a que tienen propiedades bactericidas
y bacteriostaticos, inhibiendo el crecimiento de bacterias psicotrépicas aerobias y bacterias acido-lacticas
durante el almacenamiento refrigerado, manteniendo el color y las propiedades sensoriales.

El lactato mejora la palatabilidad de los productos carnicos, y se postula como uno de los principales
aditivos quimicos sustitutos de los nitritos en los derivados carnicos.

El lactato de sodio en combinacidon con los acetatos de sodio previene alteracién prematura de los
derivados causada por el microbiota alterante.

La aplicacién en alimentacion de acidos fumarico, propidnico y acético es limitada, debido a que todos
ellos poseen un fuerte olor y sabor. El diacetato sddico, es un potente antimicrobiano. Varios estudios
indican que utilizado a niveles de 0,2% y mas elevados, inhibe el crecimiento de Listeria monocytogenes.
Sin embargo, estudios sensoriales sefalan que dosis de uso tan elevadas producen un impacto inaceptable
sobre el olor y sabor del producto final. Desde el punto de vista sensorial, el nivel maximo de utilizacion se
situaria entre 0,10y 0,12%.

= Antioxidantes sintéticos: Los antioxidantes son compuestos que pueden retardar o

impedir la oxidacién de los lipidos u otras moléculas por inhibicidn de la iniciacién o
propagacion de las reacciones oxidativas. Los antioxidantes contrarrestan la
oxidacion de dos maneras diferentes; por ejemplo, protegiendo los lipidos objeto de
la oxidacién de iniciadores o por instalacidn en la fase de propagacion. En el primer
caso, los asi llamados antioxidantes preventivos impiden la formacién de las especies
reactivas del oxigeno o atrapan las especies responsables de iniciar la oxidacién. En
el segundo caso, los llamados antioxidantes de rompimiento de cadena interceptan
los radicales propagadores de la oxidacion o participan indirectamente en detener la
reaccién de propagacién. Dentro de los antioxidantes sintéticos mas usados en
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alimentos se encuentran el hidroxitolueno butilado (BHT), el hidroxianisol butilado
(BHA), la butilhidroquinona (TBHQ) y el galato de propilo.

Sin embargo, estos antioxidantes tienen la desventaja de que son volatiles y se descomponen facilmente
a altas temperaturas. Ademds, han sido fuertemente cuestionados en torno a su seguridad y toxicidad, su
uso esta cuestionado desde el punto de vista de la seguridad alimentaria ya que diversos estudios clinicos
han comprobado el efecto téxico de estos aditivos sintéticos, cuyo uso ha sido regulado y restringido, ya
gue se comprobdé que niveles altos de BHT, BHA y TBHQ pueden actuar como agentes promotores del
cancer y/o teratdgenos, producir un aumento significativo del higado y una marcada proliferacion del
reticulo endoplasmico, debido a esto en la actualidad el interés en el desarrollo y uso de antioxidantes
naturales ha tenido un incremento marcado.

= Antioxidantes naturales: la mayoria de los antioxidantes naturales evaluados para

productos carnicos estdn extraidos de plantas aromaticas o especias, que contienen
compuestos quimicos que exhiben propiedades antioxidantes, tales como
polifenoles, vitamina C y vitamina E. Los extractos crudos de frutas, hierbas,
vegetales, cereales y otras plantas, ricas en compuestos fendlicos, han incrementado
el interés debido a que retardan la degradacién oxidativa de los lipidos y, ademas,
proveen calidad y valor nutricional al alimento.

La forma mas facil de conseguir la extraccidn de los antioxidantes naturales es eliminar el agua con secado
y posteriormente realizar la extraccidn de las sustancias activas, para lo cual se usan solventes tales como
metanol, hexano, etanol, acetona, entre otros. Muchos de estos extractos son preparados por
hidrodestilacion para eliminar sabores indeseables del material de las plantas. Luego se usan solventes
acuosos que previenen problemas de solubilidad y residuos de solventes organicos Una de las principales
desventajas de los antioxidantes naturales es su escasa resistencia frente al oxigeno, especialmente
cuando estan expuestos a la accidn de la luz, temperaturas elevadas o secado. La bibliografia disponible
sefiala que los extractos y sustancias con propiedades antioxidantes (orégano, romero, salvia, té verde,
café verde, piel de uvas, entre otros) adicionadas en productos cdrnicos durante su elaboracion han
presentado buenos efectos sobre las propiedades tecnolédgicas y de conservacién de los mismos;
controlando la aparicién, entre otros, de sabores a recalentado (WOF).

Antioxidantes hidrofdbicos:

Tocoferoles: Actia como protector de las moléculas lipidicas, su accidon consiste en proteger de la
peroxidacidn a los acidos grasos poliinsaturados de los fosfolipidos de la membrana celular y en inhibir la
peroxidacion de las lipoproteinas. También: neutraliza el oxigeno, captura radicales libres hidroxilos,
neutraliza perdxidos y captura el anidn superéxido para convertirlo en formas menos reactivas.

Antioxidantes hidrofilicos

Acido ascérbico: es un importante antioxidante hidrosoluble que acttia potenciando el efecto de otros

antioxidantes como los tocoferoles. Sus principales funciones son neutralizar el .oxigeno, capturar radicales
hidroxilos y aniones superdxido y regenerar la forma oxidada de los tocoferoles.

Compuestos fendlicos o polifenoles; son componentes naturales de plantas, frutas y verduras. Han

demostrado tener propiedades antioxidantes frente a la oxidacion de lipidos y proteinas en derivados
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carnicos. La actividad antioxidante se debe principalmente a que pueden actuar eliminando radicales libres
o como agentes quelantes de metales. Algunos de estos compuestos fendlicos pueden regenerar otros
antioxidantes y actuar de forma sinérgica con ellos. La utilizacién de antioxidantes naturales permite
prolongar la vida util del producto lo que radica en un aumento de la estabilidad del color, asi como
mantiene sus condiciones organolépticas inalterables ralentizando fendmenos oxidativos como el
enranciamiento del producto o aumentando la resistencia frente al crecimiento bacteriano, pues los
antioxidantes de naturaleza polifendlica poseen actividad antimicrobiana.

Los extractos de plantas ricos en compuestos fendlicos parecen ser los mejores candidatos para su uso
como antioxidantes en productos cdrnicos ya que se obtienen facilmente a partir de fuentes naturales y
ademas evitan la aparicion de fendmenos oxidativos. Destacando: el extracto de romero, aceites
esenciales de romero, compuestos extraidos a partir de aceites esenciales de orégano, borraja y salvia. Los
compuestos tipo terpeno-fenoles aislados de especias y/o hierbas aromaticas poseen gran capacidad
antioxidante, siendo especias como el romero, la salvia, el clavo y el orégano las mas eficaces frente a las

reacciones de oxidacion.

- Estrategias fisicas:
Estrategias fisicas, se basan en tratamientos tecnoldgicos para optimizar la vida util y/o las propiedades
organolépticas de los derivados cdrnicos, como pueden ser las altas presiones hidrostaticas, la optimizacién
de tratamientos térmicos postenvasado en productos cocidos, optimizacién y redisefio de las etapas de
elaboracidon como salazéon y maduracion de los productos crudo curados, etapas de maceracién en los
frescos, optimizacion de sistemas de envasado, etc.

Optimizacién y redisefio de etapas de elaboracion: segin cada tipo de derivado carnico: Adicion directa de

aditivos/ingredientes funcionales en la elaboracién de derivados adobados, eliminando la etapa de

salmuerizado y prolongando la etapa de adobado.

Salado en condiciones de vacio en productos carnicos de pieza entera como el lacdn, para acelerar el

proceso de salado hacia el interior de las piezas.

Congelacion previa en productos crudo-curados de pieza entera para favorecer el salado y posterior

secado.

Modificacién de las condiciones de temperatura de las etapas de maceracién, incrementando la
temperatura para favorecer el proceso de reduccién del nitrito a NO y posterior reaccion para la formacién

de nitrosomioglobina.
Incorporaciéon de etapas dirigidas de estufaje bajo control de pH en el caso de embutidos crudo curados.

Tratamientos térmicos: la industria de la carne utiliza la pasteurizacién (65°C a 75°C) como método de

conservacién con la finalidad de inhibir enzimas y eliminar los microorganismos vegetativos, sin embargo,

su efecto es limitado en la inhibicidn de esporas bacterianas, especialmente de Clostridium spp.

Altas presiones Hidrostaticas (APH): Las Altas Presiones Hidrostaticas (APH) es una de las nuevas

tecnologias de conservacion utiles para reducir el contenido de nitritos en productos carnicos. La
tecnologia de APH estd siendo aplicada de manera creciente para producir alimentos seguros y de alta

calidad con efectos minimos en las caracteristicas sensoriales y nutricionales. En productos céarnicos se ha

UNION EUROPEA

Fondo Europeo

(-\ ia {\
INNOVACION

Regional
CONSEJERIA DE CIENCIA,
INNOVACION Y UNIVERSIDAD

Pdagina 23 de 101




ADINCAR

centro tecneldgice agroalimentario

estudiado el efecto de las APH con el propdsito de mejorar la seguridad microbioldgica. Las investigaciones

incluyen la inhibicion de microorganismos alterantes (Enterobacterias y BAL), psicrofilos
(principalmente Pseudomonas) y patdgenos (Staphylococccus aureus, Listeria monocytoges, Salmonella
spp., Escherichia coli) que estan asociados con el deterioro del alimento o pueden causar problemas de
salud. La alta presién afecta substancialmente la membrana celular de los microorganismos, provocando
alteraciones en la permeabilidad, sistema de respuesta osmotica. La barosensibilidad celular es
caracteristica del tipo de microorganismo y sus condiciones de crecimiento. Sin embargo, la pasteurizacién
con alta presidn tiene retos sustanciales, debido a la proteccién microbiana que aportan las matrices
alimentarias ricas en nutrientes (proteinas, lipidos y carbohidratos, vitaminas) como es el caso de los

productos carnicos.

Inactivacicn [logy, unidades

Micraorganisme Sustrato Condiciones de tratamienta 5 Referencias
de reduccidn)

Esporas de O, batwlinem tipo E Amortiguador de , -

227 MPa/S0°C/ 5 Redd ol {1999
(Alaska) fostatos (0.067 M, pH7) 3/50°C/ Smin . eddyy col-{1999)
Esporas de C. sporogenes Pechuga de pallo 680 MP2/280°C/ 20 min 2 Crawford y col. (1996]

00 MPafs S 70 mi B

B. stearotermafius Agua aj:i-l-ia minx 5 Hayakawa y col. (1924)

C. sporogenes
B, subtilis

Esporas de 8. stearatermofilus

Hiv-1

Calicivirus felino

Hepatitis &

Salmanelia Senftenberg 775W

Escherichia colf Q157 H7
NCTC 12079
Compylobacter jefuni

Sthophviococous aureus
Listeria manocytogenes

Listeria inmacua

Vibirin parahoemalvticus
03:K6
Saccharomyces cerevisioe

Emulsidn de carne

Wl iv de cullive

Cultivo de tejido

Cultivo de tejido

Alimento
UHT leche ¥ Carne de
ave
Pudin de puerco
UTH lache
Carne de ave
UTH leche

Carne de ave

Jamdn cacido cerdo

Ostras

Pudin de pusrco

621MPa/98°C/Smin

S50 MPaf25%C/ 10 min

275 MPa/f21'C/ S min

450 MPa/21°C/ S min

340 MPaf23°C/ 10 min

A00 MPaf20°C ) 15 min
300 MPa/f25°C/ 10 min
SO0 MPaf20°C/ 15 min

375 MPaf20°C/ 15 min

550MPafa02famin
550 MPa /S50 10min

300 MPaf10°Cf 3min
300 MPa/20°C/ 10 min

»5 |C. sporogenes)
>3 (B, subtilis)

»10 (8. stearotermofilus)
Infectividad reducida por >4
o280
50% de los cultives conuna
dosis infecciosa de 7 logs
fueran inactivados
completaments
»6 logy, reduccion en
unidades formadeoras de
plaguetas

<2

«?¥Y3

Wilson y Baker (2001)

Qlake y cul. (1997)

Kingsley y cod, (2002)

Kingsley v col, (2002

Metrick, Hoover y
Farkas [1989)
Pattersnn yord (1895)

Shigehisa y col, {1991}

Patterson y col. {1595)
Patterson v col. {1995)
Resultados inéditos
Cook (2003)

Shigehisa y cal. {1991

Sensibilidad de algunos patdgenos a altas presiones hidrostaticas (Patterson, 2005; Norton y Sun, 2008).

Electrones acelerados (EA): El tratamiento con EA (ionizacidén electrénica) se considera una de las

tecnologias no térmicas mas adecuadas para higienizar alimentos, por su facilidad de aplicacion, la
posibilidad de hacerlo de forma continua en alimentos ya envasados y su capacidad para tratar un nimero
muy elevado de producto en tiempos cortos. Ademas, es una tecnologia barata (aproximadamente 0,10
euros/envase de 250 g), no requiere operaciones preparativas ni de postproceso y ofrece resultados
repetitivos.

De acuerdo con las recomendaciones de las organizaciones internacionales (FAO, OMS, OIEA), a las que la
AESAN se adhirié hace unos afios, la dosis maxima autorizada es de 10 kGy. El poder bactericida de los EA
se basa en el dafio producido a moléculas vitales, normalmente los acidos nucleicos, de los

microorganismos (efecto directo) que mueren cuando no pueden reparar la lesion. A esto se une el efecto
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de los radicales libres generados en la radiolisis (efecto indirecto), sobre todo a partir de moléculas de
agua. El poder de penetracion (5-8 cm en productos carnicos) de los EA es menor que el de la radiacion
gamma y rayos X, pero suficiente para franquear el material de los envases comerciales de estos productos.

Uno de los factores limitantes de la aplicaciéon de un determinado tratamiento es su repercusién en las
caracteristicas sensoriales del alimento. Las radiaciones ionizantes pueden originar cambios en el olor,
color y sabor del producto con un impacto significativo en su aceptacién por el consumidor. La mdxima
dosis que puede aplicarse es aquella que garantice un producto final con caracteristicas sensoriales
similares a las de un producto sin irradiar.

La aplicacion de EA, aparte de inactivar hasta niveles seguros las bacterias patdgenas, reduce también el
numero de bacterias alterantes, que se traduce en un aumento de la vida util.

En general, con dosis < 2 kGy, apenas se ve afectado el flavor, sin que se diferencien significativamente los
productos tratados de los controles. En cambio, con dosis préoximas a 3 kGy, se han apreciado
modificaciones ligeras en el sabor y olor del alimento recién tratado que, normalmente, se disipa durante
su almacenamiento. En productos a base de carne fresca con elevado contenido en mioglobina, como el
vacuno, el tratamiento, aun siendo a bajas dosis, ocasiona una oxidacion de la mioglobina a
metamioglobina, adquiriendo un color pardo que seria cuestionable para el consumidor.

Pulsos de Luz: La utilizacién de tecnologias no térmicas para la inactivacion microbiana ofrece interesantes
posibilidades para asegurar el cumplimiento de los criterios establecidos por la legislacién. Entre estas
tecnologias se encuentran los pulsos de luz (PL). Se trata de destellos de luz blanca de amplio espectro
(200-1.000 nm) y corta duracion (10-3-102 ms) que se generan mediante la acumulacién de energia en un
condensador y su liberacién rapida. La luz emitida abarca desde la regidon UV hasta el infrarrojo cercano,
correspondiendo aproximadamente el 40% de la radiacion emitida a la fraccion UV, que es la principal
responsable de la inactivacién microbiana, debida a la formacion de dimeros en la cadena de ADN.

En los alimentos sélidos, dada la escasa penetracién de la luz, la descontaminacion tiene lugar en la
superficie, por lo que esta tecnologia puede ser adecuada para la higienizacién de algunos productos

carnicos.

La eficacia del tratamiento con PL depende no sélo de la energia aplicada, sino también de la topografia
superficial. Asi, la presencia de rugosidades y fisuras puede crear zonas de sombra que protejan a los
microorganismos de los efectos letales del tratamiento. Los productos cocidos y crudos-curados muestran
una superficie mas firme que la de la carne cruda, en la que los microorganismos pueden encontrar un
mayor numero de cavidades donde alojarse y protegerse de la luz. En algunos productos, la fluencia que
proporcioné el mayor grado de inactivacion modificé en cierta medida las propiedades sensoriales, con la
aparicion de una ligera decoloracion, acompafiada de notas azufradas o acidas segun el producto.

La tecnologia PL se puede integrar facilmente en las lineas de procesado y a un coste admisible. Ademas,
habria que considerar el incremento de la vida Gtil que puede proporcionar en algunos productos carnicos.

Sistema de envasado:

Envasado en vacio se considera el sistema de envasado de eleccion en este tipo de derivados carnicos:
sistema basado en la ausencia de aire, que mejora sustancialmente la presentacién del producto y evita la
aparicion de exudados. La ventaja que aporta la ausencia de aire a la hora de minimizar la proliferacion de
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microorganismos aerobios y en el control de los fendmenos de oxidacidén. Requiere el uso de bolsas de
envasado o film alta barrera al oxigeno.

Estrategias bioldgicas:

En relacién con el disefio de procesos biotecnoldgicos para la reduccién de nitrificantes se ha revisado
bibliografia relacionada. Se ha comprobado que existen procesos biotecnoldgicos capaces de limitar el uso
de nitrificantes, pero en todos los casos analizados, mediante el efecto sinérgico junto con otras estrategias
gue permitan mantener los estandares de calidad vinculados a los aspectos sensoriales del producto, a la

par de un afianzamiento de la seguridad alimentaria en el producto final.

En la mayoria de los estudios se parte de la necesidad de la busqueda de nuevos cultivos iniciadores por
medio de los cuales se consigan unas adecuadas caracteristica organolépticas y tecnoldgicas para el
desarrollo de productos carnicos. Es ademas bien conocido el efecto de los cultivos iniciadores y su
adecuado uso en la mejora de la seguridad alimentaria de este tipo de productos. La mejora de la seguridad
alimentaria viene dada por una disminucidn del pH, produccién de acidos organicos, competencia con
microbiana con alterantes y/o patdgenos y produccion de bacteriocinas. La produccion de bacteriocinas
por cultivos iniciadores puede beneficiar a estas cepas en interacciones competitivas con bacterias

patdgenas de la matriz alimentaria.

Hay diferentes fuentes de recursos bioldgicos para la consecucidn de este objetivo, bien a partir de aislados
obtenidos directamente de otros embutidos crudo curados o bien aislados de otros productos
fermentados. Asi, diferentes cepas descritas pertenecientes al género Lactobacillus, tales como
Lactobacillus brevis, Lactobacillus curvatus, Lactobacillus plantarum vy Lactobacillus sakei aisladas de
kimchi han sido probadas como cultivos iniciadores en la elaboracién de embutidos fermentados y con

capacidad de tolerar concentraciones de nitrato/nitrito con una buena capacidad de reduccién de nitrito.

También bacterias acido lacticas asiladas de un producto carnico tradicional y pertenecientes a las especies
Lactobacillus plantarum y Lactobacillus sakei han presentado una excelente capacidad de reduccién de
nitritos a la par que se consolidan como microbiota dominante frente a otros microorganismos bien
patdgenos o bien alterantes y demostrando una reduccidn significativa en la reduccién de nitrificantes
durante el periodo de maduracion. En este caso los productos obtenidos mostraban un producto
sensorialmente mas deseable, una mejor textura durante la maduracién, mejor seguridad alimentaria y un

mejor control de los nitritos residuales.

En general se excluyen cepas heterofermentativas y aquellas que no son capaces de proliferar en las
condiciones tecnoldgicas de elaboracidon de los productos carnicos. Otras cepas menos habituales en estos

procesos podrian ser Lactobacillus farciminis, Lactobacillus alimentarius o Lactobacillus versmoldensis.

Como se ha comentado anteriormente muchas bacterias acido lacticas, ademas, son productoras de

bacteriocinas lo que ofrece potencial aplicacion en la seguridad alimentaria y por tanto desde este punto

de vista se podrian reducir las sales nitrificantes afiadidas al producto, manteniendo los estandares de
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seguridad alimentaria. Ademas, muchas de estas bacterias poseen un espectro de inhibicién bastante

amplio, lo que las convierte en excelentes candidatas en las estrategias de conservacion.

En uno de los estudios evaluados se exploraron los efectos positivos de sustitucidon parcial del nitrito de
sodio por la cepa Lactobacillus plantarum para la reduccién del contenido de nitrito y de aminas bidgenas,
mejorando el color y la textura del producto. Asi, las cepas seleccionadas deben poseer las enzimas nitrato
y nitrito reductasa, que permiten reducir el nitrato a nitrito. S ha comprobado que la combinacién de L.
plantarum con niveles bajos de nitrito de sédico podria ser una estrategia potencial para la produccién de
productos carnicos mas saludables y de alta calidad, manteniendo las caracteristicas sensoriales vinculadas

al color y la textura.

En otro estudio analizado se evalla el efecto de cepas 4cido lacticas seleccionadas sobre la calidad
tecnoldgica y la estabilidad microbiolégica en carne de ave separada mecanicamente y curada con una
cantidad reducida de nitrito de sodio. Nuevamente se emplearon cepas de L. plantarum y/o L. brevis. Se
demostré que la reduccion de las sales nitrificantes no tuvo un efecto negativo en la calidad tecnolégica
del producto. En este caso la cepa empleada de L. brevis tuvo un efecto positivo en el nivel de pigmentos

nitrosilo.

Las estrategias biotecnoldgicas pasan por el uso de cultivos iniciadores ya sean de caracter comercial o

autéctonos y de diferentes fuentes u origenes. En general, los requisitos de estos cultivos serian:

- Pertenecientes al grupo de las bacterias acido lacticas y que se consoliden como microbiota
dominante. Las especies mas relevantes pertenecen al género Lactobacillus; Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus sakei, Lactobacillus brevis y Lactobacillus curvatus.

- Buena adaptacion a la matriz, ya sea su origen cdrnico o procedente de otra fuente de recursos
bioldgicos.

- Las cepas seleccionadas deben mostrar un perfil genético de baja virulencia, asi como cumplir todos
los requisitos tecnoldgicos y de seguridad para ser incorporados a las matrices alimentarias.

- Capaces de reducir los nitritos de forma efectiva. Deben tener actividad nitrato y nitrito reductasa.

- Efecto antimicrobiano para garantizar la seguridad alimentaria, que pudiera verse comprometida
como consecuencia de la reduccion de nitrificantes.

Por otro lado, algunas cepas de Lactobacillus fermentum son capaces de convertir la metamioglobina
(pigmento resultante de la oxidacion de la mioglobina) en nitrosilmioglobina. Presentan la enzima dxido
nitrico sintasa, que genera NO mediante la oxidacidn de grupos guanidinio de la L-arginina, contribuyendo

asi a la formacion del color caracteristico de los productos cérnicos curados.

Mas aun, determinadas cepas de Staphylococcus xylosus son capaces de formar nitrosilmioglobina. Se ha
demostrado que este microorganismo puede transformar metamioglobina en nitrosomioglobina en un

sistema modelo.

La inoculacion de algunas cepas de Debaryomyces hansenii en productos curados mejora su aroma por

aumento en las notas frutales y dulces y disminucion de las notas rancias, ademds de mejorar su color.
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Estos efectos acrecientan la calidad global del embutido mejorando su apariencia y aumentando su
aceptabilidad, por cambios en los compuestos volatiles producidos. Algunos de los cambios importantes
son el aumento de la produccién de ésteres por su alta capacidad de esterificacidon y la disminucidn de los
aldehidos lineales por su capacidad antioxidante. Ademas, D. hansenii también tiene actividad proteolitica
y lipolitica contribuyendo a la mejora sensorial del producto. Sin embargo, no todas las cepas de D. hansenii
producen el mismo perfil aromdatico. También es importante destacar que la cantidad de nitrificantes
afecta a la capacidad de formacidon de aromas de esta levadura. La reduccidn de nitrificantes modifica la
cantidad de aldehidos ramificados y ésteres generados, aumentando en algunos casos su produccién. Lo
qgue indica la diferente habilidad de formar compuestos aromaticos por parte de distintas cepas de la
levadura D. hansenii y el diferente efecto de la reduccién de nitrificantes en la producciéon de aromas por
las mismas. Por lo que es necesario una seleccidon adecuada, con el fin de aportar flavores caracteristicos.
La inoculacién de D. hansenii como cultivo iniciador en productos carnicos curado puede utilizarse como
estrategia para contrarrestar los posibles efectos en el aroma por la reduccion de la cantidad maxima
permitida de nitritos. Los estudios disponibles sefialan que la inoculacidon de D. hansenii en productos
carnicos reducidos en nitrificantes aumenta la produccién de ésteres y disminuye la de aldehidos, acido
acético y metional, de forma que modifica el perfil aromatico mediante el aporte de notas aromaticas

” u

“dulces” y a “fruta” y por la disminucidn de notas “verdes”, “rancias” y “vinagre”.
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Hito 2. DESARROLLO DE ALTERNATIVAS AL USO/REDUCCION DE NITRIFICANTES

Tarea 2.1 Evaluacidn de aplicabilidad de las diferentes alternativas

A partir de la informacidn obtenida del desarrollo de la tarea 1.2, se procedié a evaluar las diferentes
estrategias de reduccidén o sustitucion de nitrificantes, en relacién con las tres categorias en las que agrupan

los 6 de los derivados carnicos a estudiar en este proyecto.
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Se ha obtenido modelos tedricos de estrategias de tratamiento o incorporacién de ingredientes/aditivos con
el objeto de reducir el contenido de nitrificantes en 6 derivados carnicos:

Preparados carnicos frescos: Lomo y costilla adobados.

Se trata de derivados carnicos frescos para los que en el momento de la solicitud de este proyecto se habia
planteado la prohibicién del uso de nitrito sédico. A lo largo de esta segunda anualidad del proyecto se ha
trabajado en los disefios necesarios para la reduccién de la dosis de nitrito sddico de 150ppm , como
consecuencia de la propuesta de la Comisidon Europea relativa a esta categoria de derivados carnicos.

Tras la evaluacidn de las estrategias identificadas, y considerando el menor impacto a nivel organoléptico,
desde el punto de vista tedrico se consideran aplicables:

Estrategias quimicas:

- Adicion directa de lactato sddico: 2% --3% como antioxidante para mantener la estabilidad del color
a dosis mas bajas de nitrito sédico.

- Adicién directa de acetato de sddico: 0,1 a 0,2% como conservante.

- Adicidon de antioxidantes: extractos de especias ricos en polifenoles: extracto de romero u orégano,
para evitar la oxidacidn lipidica:

Extracto de romero: 2000 ppm

- Adiciéon de un agente reductor sintético o natural, que favorece la reduccidn de nitrito a NO y evite la
formacién de nitrosaminas:

Ascorbato sddico: 0,5 g/kg

Extracto de acerola: 3 g/kg

Estrategias fisicas:

- Modificacién de los procesos de elaboracion:

Supresién de la etapa de salmuerizado por la adicién de los aditivos pesados de forma directa.

Adobado en pieza envasada al vacio en bolsa alta barrera

- Altas presiones hidrostaticas: 6000 bar durante 5/6 minutos en bolsa de poliamida resistente a la
puncién para el caso de la costilla por el riesgo de perforacion.

Estrategias bioldgicas:

- Adiciéon de cultivos iniciadores, a base de cepas seleccionadas por micrococos, con capacidad de
reducir los nitratos naturalmente presentes en el pimentdn a nitritos con capacidad conservadora y
de formar complejo nitrosomioglobina.

- Adicion de extractos de fermentacion deshidratados obtenidos a partir de bacterias acidolacticas
productoras de bacteriocinas.

Sistema de envasado comercial: envasado al vacio en bolsa alta barrera al oxigeno.

Aspectos tedricos evaluados para las estrategias de reduccion en preparados de carne:
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Prolongacion de la vida comercial un 50-100%. Manteniendo las propiedades organolépticas: aspecto, olory
color a lo largo de la vida util. Vida util estimada de 30-40 dias.

Evitar la degradacién prematura del color por oxidacién de la mioglobina.

Contrarrestar el deterioro causado por microorganismos alterantes y responsables de la aparicién de olores
indeseables que merman la vida util.

Inhibir o controlar el crecimiento de enterobacterias y de patdgenos a lo largo de la vida util.

Productos carnicos crudo curados: Chorizo asturiano y lacén curado.

Son productos carnicos curados no sometidos a tratamiento térmico. La propuesta aprobada en 2021 es la
reduccion del contenido maximo de nitritos afiadidos a 100 ppm (50 residuales) y de nitratos a 120ppm
(anadidos y residuales). Los niveles residuales tanto de nitratos como de nitritos son de obligado
cumplimiento.

Tras la evaluacion de las estrategias identificadas asociadas a la reduccion de los nitrificantes afiadidos, y
considerando el menor impacto a nivel organoléptico, desde el punto de vista tedrico se consideran
aplicables:

El chorizo Asturiano es un producto sometido a un proceso de fermentacién y posterior maduracion
enzimatica, que permite el desarrollo de las siguientes estrategias para la reduccidn de nitrificantes:

Estrategias quimicas:

- Adiciéon de un agente reductor sintético o natural, que favorece la reduccidn de nitrito a NO y evite la
formacién de nitrosaminas:

Ascorbato sédico: 0,5 g/kg

- Adicion de antioxidantes: extractos de especias ricos en polifenoles: extracto de romero u orégano,
para evitar la oxidacidn lipidica:

Extracto de romero: 2000 ppm

Estrategias fisicas:

- Modificacién de los procesos de elaboracion:

Incorporacién de fase de estufaje asociada al proceso de ahumado con seguimiento del pH y adicién de

dextrosa como sustrato.

- Altas presiones hidrostaticas: 4000 bar durante 5 minutos envasado al vacio. Se trata de un
tratamiento de menor intensidad considerando el pH y la aw de este tipo de productos.

Estrategias bioldgicas:

- Adicion de cultivos iniciadores, a base de cepas seleccionadas por micrococos, con capacidad de
reducir los nitratos naturalmente presentes en el pimentdn a nitritos con capacidad conservadora, de
formar complejo nitrosomioglobina, de reducir los niveles regulados de nitratos residuales.
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- Adicion de cultivos iniciadores de bacterias acido lacticas homofermentativas, capaces de metabolizar
azucares simples presentes o afadidos produciendo un descenso del pH hasta valores inferiores a
5,2.

El lacén curado, es un producto sometido a desecacidn cuya conservacion se ve condicionada por la cantidad
de sal afadida y el descenso de la aw durante su elaboracién. El efecto del nitrificante contribuye a la
estabilidad del color y a la proteccién frente al crecimiento de Clostridium spp.

Estrategias quimicas:

- Adicidon de un agente reductor sintético o natural, que favorece la reducciéon de nitrito a NO y evite la
formacidn de nitrosaminas:
Ascorbato sddico: 0,5 g/kg

Estrategias fisicas:

- Congelacién y descongelacién previo al proceso de salado.

- Salado en vacio para favorecer la penetracion de sal y aditivos hasta el interior de la pieza.

- Altas presiones hidrostaticas: 4000 bar durante 5 minutos envasado al vacio. Se trata de un
tratamiento de menor intensidad considerando el pH y la aw de este tipo de productos.

Estrategias bioldgicas:

- Adicién de cultivos a base de micrococos con actividad reductasa, con capacidad de reducir los
nitratos afiadidos, para mantener los niveles regulados residuales.

Aspectos tedricos evaluados de las estrategias de reduccion en crudo curados:

Inhibicién del crecimiento de patdégenos como Listeria monocytogenes y Salmonella spp. en el proceso de
elaboracion, sobre todo en la fase de estufaje de embutido, y a lo largo de la vida util a temperatura ambiente.

Condiciones de pH y aw, alcanzadas en las primeras fases de elaboracidn, que permitan garantizar la
estabilidad a temperatura ambiente.

Condiciones de vida util similares a los mismos productos tratados con aditivos nitrificantes, controlando el
crecimiento de microorganismos alterantes, durante un tiempo estimado de 6 meses.

Preservar la calidad organoléptica: estabilizar el color de los productos, evitar la oxidacidon prematura del
color, controlar la oxidacion lipidica que genera olores y sabores a rancio.

Productos cdrnicos cocidos: criollo cocido y lacén cocido.

Son derivados carnicos sometidos a tratamiento térmico para los que se ha planteado una reduccion de la

cantidad de nitritos aifadidos de 150pp a 100ppm y unos niveles residuales de 50ppm obligatorios.
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Al igual que en el caso anterior, se trata de dos productos con procesos de elaboracién diferenciados en los
gue las estrategias de reduccién se deben establecer de forma individualizada, aunque en ambos casos las
estrategias de envasado se basen en sistema de vacio con bolsa de material polimérico alta barrera al oxigeno.

El lacén cocido es un producto elaborado con piezas enteras de la paleta, sin utilizar tecnologias de inyeccioén,
donde los aditivos deben penetrar por difusién en la carne magra:

Estrategias quimicas:

- Adiciéon de un agente reductor muy soluble, que favorezca la reduccién de nitrito a NO, reduciendo
el nitrito residual: Ascorbato sddico: 0,5 g/kg

- Adicidn directa de lactato sédico: 2% --3% como antioxidante para mantener la estabilidad del color
a dosis bajas de nitrito sddico.

- Adicion directa de acetato de sddico: 0,1 a 0,2% como conservante.

Estrategias fisicas:

- Modificacién de los procesos de elaboracion:

Adicidn de los aditivos pesados de forma directa.

Curado de pieza envasada al vacio en bolsa alta barrera

- Tratamiento post coccion:

Pasteurizacién superficial post envasado en saturacién de vapor.

Altas presiones hidrostaticas: 5000 bar durante 5/6 minutos en bolsa de vacio

Estrategias bioldgicas:

- Adicion de cultivos microbianos con actividad bacteriostdtica, actuando a nivel superficial para
contrarrestar la contaminacidn superficial generada en la manipulacién post coccidn.

El chorizo criollo cocido es embutido cocido elaborado a base de carne y grasa de cerdo picadas y mezcladas
con sal, ingredientes y aditivos, que permite aplicar las siguientes alternativas:

Estrategias quimicas:

- Adiciéon de un agente reductor soluble, que favorezca la reduccidn de nitrito a NO, favoreciendo la
formacidn del color y reduciendo el nitrito residual: Ascorbato sddico: 0,5 g/kg

- Adicion directa de lactato sédico: 2% --3% como antioxidante para mantener la estabilidad del color
a dosis bajas de nitrito sédico.

- Adicion de acetato de sddico: 0,1 a 0,2% como conservante.

- Adicion de ingredientes colorantes:

Naturales a base de hemopigmento de cerdo. 2 g/kg

Artificiales en forma de aditivos rojo carmin. 0,02 g/kg

Estrategias fisicas:

- Modificacién de los procesos de elaboracion:

Reposo de la masa antes de su coccidn para garantizar la nitrificacion a temperatura controlada entre 4
y 8 °C.

- Tratamiento post coccion:
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Pasteurizacién superficial post envasado en saturacién de vapor.
Altas presiones hidrostaticas: 5000 bar durante 5/6 minutos en bolsa de vacio

Estrategias bioldgicas:

- Adicidon en el amasado de extractos de fermentacion deshidratados obtenidos a partir de bacterias
acidoldcticas productoras de bacteriocinas.

Aspectos tedricos evaluados del desarrollo de estas estrategias:

Inhibir el crecimiento de alterantes como bacterias acido lacticas y enterobacterias, evitando la perdida de
vida util en los productos cocidos reformulados con menor dosificacién de nitritos. Controlar el crecimiento
de Listeria monocytogenes.

Obtener una vida util estimada de 3 meses.

Inhibir el crecimiento de patdgenos alimentarios como Clostridium spp., Salmonella, spp y Listeria
monocytogenes.

Preservar la calidad organoléptica de los productos: formacién de nitrosomiocromdgeno y protegiéndolo de
la oxidacidn.

En el lacén cocido evitar la aparicion de halos de nitrificacién. En el criollo cocido evitar la formacion de olores
o sabores a recalentado tras su regeneracion culinaria.

En la tarea 1.2 se han identificado otras estrategias que finalmente no han sido han sido seleccionadas para
suimplementacion en los productos. En cuanto a los pulsos de luz y los electrones acelerados son tecnolégicas
de conservacion que aln se encuentran en fase experimental, por lo que no se consideran en este proyecto
de investigacion de estrategias para superar la reduccion de nitrificantes en derivados carnicos tipicamente
asturianos.

En el caso de las altas presiones hidrostaticas, aunque se trata de una tecnologia disponible y validada, al no
tener equipo de estas caracteristicas disponible en el ambito territorial del Principado de Asturias, ni en las
CCAA limitrofes donde aplicar el tratamiento con unos costes asumibles, no se ha considerado como una de
las estrategias de eleccién en el desarrollo de este proyecto.

Indicadores de grado avance del proyecto: Para cada derivado carnico seleccionado se ha trabajado en el

disefo de al menos 3 diferentes estrategias para hacer frente a la reduccién de aditivos nitrificantes.

Tarea T2.2.-ldentificacion de sinergias

A lo largo de esta tarea se han ido disefiado las combinaciones de estrategias para su implementacion en la
siguiente tarea 2.3.

El objetivo ha sido buscar efectos sinérgicos o, en su caso, complementarios, para tratar de cubrir las
necesidades tecnoldgicas derivadas de la reduccion del contenido dosificado de nitrito y/o nitrato.
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Esta tarea se ha ido retroalimentando, en su caso, con los resultados obtenidos en la tarea de desarrollo de
pruebas experimentales.

Lomo Adobado:

- Adicién directa de lactato sédico: 2,5% como antioxidante.

- Adicién directa de acetato de sddico: 0,15% como conservante.

- Adiciéon de un agente reductor sintético: ascorbato sddico: 0,06%

- Salmuerizado en pieza envasada al vacio en bolsa alta barrera.

- Adicidn de cultivo bacteriano a base de microrganismos sulfito reductores.

- Adicién de cultivo bacteriano a base de bacterias acido lacticas productoras de bacteriocinas con
capacidad bioconservante.

Costilla Adobada:

- Adicion directa de lactato sddico: 2% como antioxidante

- Adicion directa de acetato de sddico: 0,1% como conservante.

- Adiciéon de antioxidantes a base de extractos de especias: extracto de romero: 2000 ppm
- Adicidon de un agente reductor: Ascorbato sédico: 0,06%

- Maceracion en pieza envasada al vacio en bolsa alta barrera resistente a la puncion.

Chorizo Asturiano

- Adicion de cultivos a base de bacterias acido-lacticas homofermentativas.

- Adicion de un agente reductor: Ascorbato sddico: 0,06%

- Incorporacion de fase de estufaje asociada al proceso de ahumado con seguimiento del pH y adicién
de dextrosa como sustrato: t2=202C durante 24h.

Lacon Curado:

- Congelacion y descongelacidn previo al proceso de salado.

- Salado en vacio para favorecer la penetracién de sal y aditivos hasta el interior de la pieza.

- Adicion de cultivos a base de micrococos con actividad reductasa.

- Control de la temperatura de salado para favorecer el proceso de nitrificacion: entre 4 y 82C
- Control de la temperatura de secado para favorecer el proceso de nitrificacion: 20/252C.

Lacon cocido:

- Adicion de un agente reductor soluble: Ascorbato sddico: 0,06%
- Adicion de lactato sdédico: 2,5% como antioxidante

- Nitrificacién a temperatura controlada entre 4 y 8 °C.

- Pasteurizacion post envasado en saturacién de vapor: 709C.

Criollo cocido:

- Adicion de un agente reductor soluble: Ascorbato sddico: 0,06%
- Adicion de acetato de sddico: 0,1%

- Reposo de la masa a temperatura controlada entre 4 y 8 2C, 24 horas.
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- Pasteurizacion post envasado en saturacién de vapor: 702C.

Tarea T2.3.- Implementacion de pruebas experimentales

A lo largo de esta tarea se han desarrollado las pruebas experimentales que se detallan a continuacién en
basa a las siguientes formulaciones, en las que se han ensayado de forma comparativa formulaciones y
procesos tradicionales frente a nuevas formulaciones y procesos incorporando las estrategias para la

reduccion de nitrificantes de forma sinérgica citadas en la tarea anterior.

Las pruebas tradicionales, a modo de control, también han sido incluidas en las evaluaciones a desarrollar en

el hito 3 para el analisis comparativo de los resultados obtenidos.

La ejecucién de dichas pruebas ha tenido lugar en las instalaciones de ASINCAR, disponiendo para ello de los
equipos necesarios para elaborar lotes de cada producto a escala experimental.

Ademas, todos los productos elaborados fueron envasados para evaluar su comportamiento a lo largo del
tiempo de la vida util tal. Para ello, se ha empleado una envasadora de campana de vacio propiedad de
ASINCAR.

Para el desarrollo de los ensayos se han utilizado aditivos nitrificantes puros: nitrato potasico y nitrito sédico,

gue han permitido formular de forma especifica cada uno de los ensayos.

LOMO ADOBADO:

Con relacion al lomo adobado, producto carnico fresco, se han desarrollado diferentes ensayos con el objeto

de reducir la dosificacidn de nitrito y, en su caso, incrementar la seguridad alimentaria y vida util.

Formulacién tradicional a base de sal y nitrito sddico a 150ppm.

Formulacién ensayo 1: 80ppm nitrito, ascorbato 0,06% y 2,5% lactato/acetato.

Formulacién ensayo 2: 120ppm nitrito, ascorbato 0,06% y 2,5% lactato/acetato.

Formulacidn ensayo 3: 120ppm nitrito, extracto de acerola, cultivo bioconservante a base de Lactobacillus

sakei

Formulacién ensayo 4 (control) : 120ppm nitrito, ascorbato 0,06%.

Formulacidn ensayo 5: dextrosa y cultivo nitrato reductasa a base de Pediococcus spp. y Staphylococcus spp.

Para el adobo se disefid la misma formulacidn para todos los ensayos.

g/kg
Pimentdn dulce Murcia 8,0
pimentén ahumado 4,0
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pimentdn picante 4,0
Ajo en polvo 6,0
orégano 0,5
perejil 0,3

A partir de los ensayos tradicional y ensayo 1 se obtuvieron muestras control y muestras de ensayo para
desarrollar ensayos de desafio o Challenge test , con el objetivo de determinar el potencial de crecimiento de
Salmonella spp durante la vida atil y establecer estudios comparativos entre ambas cantidades de

nitrificantes.

COSTILLA ADOBADA

Formulacidn tradicional: 150ppm de nitrito, ascorbato sddico 0,06%

Formulaciéon ensayo 1: ascorbato sddico 0,06%, 3% lactato/acetato (60%/5%).

Adobado:
g/kg
pimentén dulce Murcia 8,0
pimentén ahumado 4,0
pimenton picante 4,0
Ajo en polvo 6,0
orégano 0,5
perejil 0,3

Tras la elaboracién de los productos se obtuvieron muestras para desarrollar ensayos de desafio, con el
objetivo de determinar el potencial de crecimiento de Salmonella spp durante la vida util y establecer

estudios comparativos.

CHORIZO ASTURIANO

En el caso del chorizo Asturiano se han desarrollado dos ensayos en comparacion con la formulacion
tradicional con el objeto de evaluar el potencial de inhibicidon de dos patdgenos alimentarios durante el

proceso de elaboracién, asi como el estudio a lo largo de su vida util.

Formulacidn tradicional, contenido habitual de nitrato y nitrito:

Formulacién ensayo 1, modificacidn del contenido de nitrato y nitrito y adicidon de fermento o cultivo

iniciador a base de bacterias acido-lacticas.

Formulacidn ensayo 2, modificacidn del contenido de nitrato y nitrito y adicidon de fermento o cultivo

iniciador a base de bacterias acido-lacticas.
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A partir de cada formulacidn (tradicional y ensayo 1y 2) se obtuvieron muestras control muestras para realizar
Challenge test, con el objetivo de determinar la inactivacidon de Listeria monocytogenes y Salmonella spp.
durante el proceso de elaboracidn del chorizo y establecer estudios comparativos entre ambas formulaciones

de nitrificantes

LACON CURADO

En el caso del lacén curado se han realizado tres ensayos a partir de dos formulaciones de producto:

e Formulacion tradicional en producto fresco: con 150ppm de nitrato y150ppm de nitrito.

e Formulacién ensayo 1 en producto fresco: con 120ppm de nitrato, 120ppm de nitrito y 0,06% de
ascorbato.

e Formulacion ensayo 2 en producto descongelado: con 120ppm de nitrato, 120ppm de nitrito y
0,06% de ascorbato.

Los tres lotes fueron sometidos a un proceso de salado cubiertos de sal, lavado posterior y secado en

condiciones de aire forzado con control de humedad y temperatura.

CRIOLLO COCIDO:

Formulacidn Tradicional: 150ppm de nitrito sédico.

Formulacién Ensayo 1: 100 ppm de nitrito sédico

Formulacidn ensayo 2: 120 ppm nitrito sédico.

Formulacidn ensayo 3: 120 ppm nitrito sédico.

En los lotes Tradicional, ensayo 1 y ensayo 2, el embutido fue sometido a un proceso de coccién a 752C
durante 45 minutos en horno de vapor. Posteriormente se enfrid y a las 24h se envasé en bolsas de vacio
aptas para tratamiento térmico, obteniendo muestras control y muestras para test. Estas ultimas, previo al
envasado, se realizacién las inoculaciones correspondientes a los Challenge test para validar el proceso de
inactivacidn por tratamiento térmico posterior al envasado a 702C en horno con saturacion de vapor durante

un tiempo entre 20y 35°C.

En el caso del ensayo 3, tras el proceso de coccién se aplicd un tratamiento superficie a base de un cultivo
de accidn bioconservadora de bacterias acido lacticas, con el objeto de comparar os resultados obtenidos en
cuanto al estudio de vida util en comparacién con el ensayo 2 que fue tratado térmicamente 709C durante

35 minutos.
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LACON COCIDO

Prueba experimental Tradicional:

NITRITO SODICC 0,15

Prueba experimental Ensayo:

NITRITO SODICO 0,1 0,69 g

Tras la adicion de los ingredientes y su amasado en condiciones de vacio, los lacones fueron colocados en
molde y, después de un periodo de reposo a t8= 52C durante 24h, fueron sometido a un proceso de coccién

a 802C durante 45 minutos.

Posteriormente, una vez enfriadas y tras su cortado, las piezas obtenidas se envasaron en bolsas de vacio
aptas para tratamiento térmico. Previo al envasado, las muestras test de ambas formulaciones se inocularon,
con los patégenos correspondientes a los Challenge test de listeria y salmonela. El objetivo en este caso fue
validar el proceso de inactivacién por pasteurizacion post-envasado, consistente en 702C durante 35 minutos

en horno con saturacién de vapor.

Tarea T2.4.- Seleccion pruebas optimizadas

Esta tarea se realizé para todas las pruebas experimentales realizadas en la anterior tarea, tanto sobre las
formulaciones tradicionales como sobre las formulaciones ensayadas, antes de comenzar las evaluaciones
planteadas en el hito 3.

El objetivo de esta tarea ha sido la seleccion de las estrategias mejor valoradas desde un punto de vista
sensorial, que seran evaluadas en el hito 3.

Las pruebas con el lomo adobado, al tratarse de un producto fresco, fueron evaluadas tras un tratamiento
culinario realizado en plancha, en las instalaciones de cocina de la planta piloto de ASINCAR hasta conseguir
el aspecto tipico de un derivado carnico fresco cocinado. Por el mismo motivo, la evaluacién de la costilla
adobada fue realizada tras su tratamiento culinario en horno Rational a 180°C.

En el caso del lacén curado, previo desalado en agua durante 12 horas, el producto fue sometido a coccidn
durante 1 hora.

El chorizo asturiano y el lacdn cocido se evaluaron tal y como se comercializan, sin ningun tipo de tratamiento
adicional. El criollo cocido se evalué tras corte y calentamiento en horno microondas (30" - 700w)

El panel de cata estaba formado por 5 catadores de ambos sexos, todo personal de ASINCAR con experiencia
en la evaluacion sensorial de derivados carnicos,
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Se utilizé una ficha de cata genérica para poder cuantificar cada atributo (aspecto, olor, textura y sabor), asi
como una valoracién global, en una escala numéricade 1a 7.

Los resultados se han obtenido del andlisis estadistico a partir de las puntuaciones sefialadas por los
evaluadores. Se ha establecido el siguiente criterio de valoracion: Los productos con una valoraciéon global
inferior a 4, o con una valoracidn en dos o mds pardmetros inferior a 4 se consideran fuera de aceptacion

sensorial preliminar.

Ademas, el desarrollo de estas pruebas preliminares sensoriales ha permitido desarrollar el entrenamiento

del panel de catadores en este tipo de matrices alimentarias.
La valoracidn global se categoriza segun la siguiente escala en base a las puntuaciones:

- Insatisfactorio: puntuacién desde 1 hasta 4.
- Aceptable: puntuaciones desde 4 hasta 6
- Satisfactorio: Puntuacion desde 6 hasta 7.

Evaluacidn sensorial en lomo adobado:

LOMO ADOBADO FRESCO
7,0
6,0 m ASPECTO
5,0
HOLOR
4,0
3.0 m TEXTURA
2,0 m SABOR
10 M VAL. GLOBAL
0,0
TRADICIONAL  ENSAYO 1 ENSAYO 2 ENSAYO 3 ENSAYO 4 ENSAYO 5

Como resultado de la evaluacion sensorial realizada sobre las muestras de lomo adobado, la muestra
correspondiente al ensayo 5 no superd el umbral establecido a nivel de aspecto y sabor.

El ensayo 5 es el Unico desarrollado con la eliminacidn total de nitritos afiadidos, basada en una
estrategia de reduccién microbiana del nitrato del pimentén mediante la accion de un cultivo especifico
de micrococos. A nivel de aspecto, la falta de nitrificacién o formacién de complejo nitroso-mioglobina,
da como resultado un color menos estable en el producto final, mayor sensibilidad a la oxidacién, y por
tanto, al desarrollo mas acelerado de olores y sabores alterados.

Evaluacidn sensorial en costilla adobada
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COSTILLA ADOBADA

W VAL. GENERAL

7

6

[ B ASPECTO
4 HOLOR

3 B TEXTURA
2 1 SABOR

1

0

TRADICIONAL ENSAYO 1

La evaluacién de los dos lotes de costilla adobada obtuvo resultados satisfactorios a nivel general.
A nivel de sabor, el ensayo 1 obtuvo un valor inferior al valor umbral, lo que es compatible con la
modificacion del sabor derivada de la adicidon de una combinacion de lactato/acetato en
concentraciones elevadas.

Evaluacién sensorial en Chorizo Asturiano:

CHORIZO ASTURIANO

7

6

5 B ASPECTO
mOLOR

4
B TEXTURA

3
W SABOR

m VAL. GLOBAL

TRADICIONAL ENSAYO 1 ENSAYO 2

Los lotes desarrollados para chorizo asturiano han obtenidos resultados aceptables a nivel de la evaluacién
sensorial preliminar. El Ensayo 2 obtiene valoraciones mas bajas con relacién al ensayo 1, y a nivel de olor
un resultado por debajo del umbral establecido. Ambos ensayos seran evaluados en el desarrollo del hito 3

frente a un control.

Evaluacidén sensorial en lacén curado
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LACON CURADO

7
6
5 m ASPECTO
4 = OLOR
3 m TEXTURA
) = SABOR
1 = VAL. GLOBAL
0

TRADICIONAL ENSAYO 1 ENSAYO 2

En el caso del lacén curado, ademas del control tradicional, se han desarrollado dos ensayos a partir de una
formulacién con dos variantes de proceso. A nivel de aspecto, el ensayo 1 obtiene una puntuacién por
debajo del umbral como consecuencia de la falta de nitrificacién completa en el centro de la pieza, al inicio
de la vida util. Aunque es esperable que a lo largo de la vida util el producto, con el producto cortado y
envasado al vacio, esta zona con baja nitrificacion se iguale en aspecto con relacién al resto del producto. La
evaluacién preliminar desarrollada en esta tarea, realizada con el lacén curado cocido, minimiza la

incidencia en el aspecto.

Evaluacién sensorial en criollo cocido:

m VAL. GLOBAL

; CRIOLLO COCIDO

6

5 B ASPECTO
4 mOLOR

3 B TEXTURA
2 = SABOR

1

0

TRADICIONAL ENSAYO 1 ENSAYO 2 ENSAYO 3

En el caso de criollo cocido se han evaluado 3 ensayos de forma preliminar con resultados satisfactorios a
nivel sensorial en todos ellos. Los tres ensayos se han desarrollado a partir de una Unica formulacién y tres
estrategias de conservacion para el incremento de la vida util diferentes, tal y como se ha detallado en hito
2.

Evaluacién sensorial en lacén cocido:
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LACON COCIDO

B ASPECTO

m OLOR

B TEXTURA
SABOR

m VAL. GENERAL

TRADICIONAL ENSAYO

Ambas pruebas, tradicional y ensayo, han superado la evaluacién sensorial preliminar y han pasado a ser

evaluadas en el hito 3.

HITO 3: EVALUACION DE PRODUCTOS DESARROLLADOS FRENTE A CONTROL

A lo largo de esta tapa descrita en el proyecto se fueron evaluando los resultados obtenidos desarrollo de
productos con una reduccién de aditivos nitrificantes en comparaciéon con los ensayos control que fueron
evaluados con las cantidades actualmente permitidas de aditivos nitrificantes y con los procesos de
produccién habituales. Se realizaron en cada caso evaluaciones de tipo organoléptico, microbioldgico y
fisicoquimico.

Tarea T3.1.- Evaluacion a nivel de Seguridad alimentaria

Uno de los aspectos que puede verse comprometido por la adicidn de aditivos nitrificantes es la seguridad
alimentaria. En el desarrollo del proyecto se planteé la validacion de las nuevas formulaciones en términos
higiénico-sanitarios, para evaluar el efecto de la reducciéon de aditivos nitrificantes para los patégenos
alimentarios estudiados, segun el caso.

Para esta validacidn, se empleara como herramienta de andlisis, los estudios de desafio de Challenge test.
Este tipo de ensayos consisten en contaminar de manera deliberada matrices alimentarias y evaluar el efecto
que los cambios en la formulacién, procesos tecnolégicos, etc. tienen sobre los microorganismos inoculados.
Asi, se calcula el potencial de crecimiento, es decir, si el microorganismo diana es capaz de proliferar o no en
las condiciones del estudio.

Los ensayos de desafio fueron realizados segln lo descrito en la Norma “ISO20976-1 Microbiology of the food
chain — Requirements and guidelines for conducting challenge test of food and feed products — Part 1:
Challenge tests to study the growth potential, lag time and maximum growth rate” y la guia “EURL Lm
Technical Guidance Document for conducting shelf-life studies on Listeria monocytogenes in ready-to-eat-

foods. Version 3 — 2014, amendment 2019”, documentos empleados como referencia.
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Los estudios se realizaron con la inoculacién de diferentes patdgenos, segun la evaluacién del riesgo de cada
producto en particular y teniendo en cuenta, por tanto, la relevancia de los distintos microorganismos en cada
caso.

Antes de la realizacién de los ensayos de Challenge test se prepararon suspensiones de cada uno de los
microorganismos diana en cada caso y a una concentracion conocida, de manera que se pudo estimar la
concentracién final de cada uno de los patdgenos en el producto a evaluar.

En todos los casos los productos fueron analizados previamente frente a la ausencia de cada uno de los
patégenos a ensayar, obteniéndose en todos los casos evaluados resultados satisfactorios, es decir no
deteccién del patégenos diana.

La forma de inoculacién, como serd descrita mas adelante, fue adaptada para cada tipo de matriz. Se realizé
bien en masa o bien en superficie, aplicando diferentes técnicas de contaminacion artificial y en ninglin caso
superando el 1 % sobre peso de matriz alimentaria para no modificar de forma significativa las caracteristicas
intrinsecas del producto.

En todos los casos las cepas estaban perfectamente caracterizadas, empleando tanto cepas de coleccién,
como pertenecientes al cepario interno de ASINCAR, en cuyo caso procedian en origen de una matriz carnica.
En el desarrollo del proyecto se realizaron varias pruebas en torno al microorganismo Clostridium spp.
detectdndose dificultades en su manejo. Derivado de que se trata de un microorganismo anaerobio estricto
y con capacidad de esporular, en los primeros ensayos se comprobd por estas caracteristicas fisioldgicas que
no era posible tener recuentos microbianos que siguieran la dinamica habitual. Por ello se descarté el empleo
de este microorganismo debido a que no se podian resultados cuantitativos robustos.

Es por esta circunstancia que se intensificaron los esfuerzos en los trabajos con los patégenos Salmonella
entérica y Listeria monocytogenes, debido ademads que estos son los referidos en la legislacion aplicable para
los productos cdrnicos.

El nivel de inoculacién de los microorganismos fue previamente definido en cada caso y acorde al limite de
deteccion de las técnicas de cultivo empleadas.
En todo momento fue garantizada la trazabilidad de las producciones con un objetivo doble:
- No perder en ningin momento informacidn del producto, para poder hacer un adecuado seguimiento
de las muestras y su monitorizacidn fisico-quimica y microbioldgica.
- Por motivos de seguridad alimentaria las muestras incluidas en el proyecto deben quedar
perfectamente diferenciadas e identificadas.

Ensayo de Challenge test en preparados frescos: Lomo adobado

Como ya se comentd con anterioridad, una de las matrices seleccionadas para ensayar dentro del grupo de
preparados carnicos frescos, es el lomo adobado fresco. En este caso, la cantidad de aditivos nitrificantes

afiadidos al producto desarrollado con la formulacién tradicional y de acuerdo con la legislacién vigente, se
corresponden con 150 ppm de nitrito sédico. En el caso de la nueva formulacién Ensayo 1, la cantidad afiadida
al producto fue de 80 ppm de nitrito sédico.

La contaminacidon del producto se realizd tras verse sometido a todos los procesos tecnoldgicos de

elaboracion y con el objetivo de determinar el potencial de crecimiento a lo largo de la vida util.
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En ambos casos se inoculd Salmonella entérica en una concentracién establecida en aproximadamente 4,0
log ufc/g sobre la superficie del producto en un 1% sobre peso. Posteriormente fue envasado en vacio
convencional y conservado a 5 °C durante el periodo de vida Util, establecido en 60 dias.

Las muestras fueron analizada a distintos tiempos a lo largo de los 60 dias de conservacidn determinando el
recuento de Salmonella entérica, recuento de bacterias acido-lacticas, determinacién de pH y determinacion
de aw.

Los resultados obtenidos en el producto elaborado segin la formulacién tradicional se muestran a

continuacion:

UNIDADES CONTROL
Producto Lomo adobado Salmonella Microbiota BAL pH a,
Muestra Tiempo Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A
A22005375001 0 <10 - 1,2E+06 6,08 5,6 0,97
A22005376001 60 <10 - 1,40E+08 8,15 5,3 0,95
UNIDADES ANALISIS
Producto Lomo adobado Salmonella Microbiota BAL pH a,
Muestra Tiempo Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A
A22005377001 0 1,1E+04 4,04 1,10E+06 6,04 6,1 0,95
A22005378001 25 5,3E+03 3,72 1,10E+09 9,04 5,8 0,96
A22005379001 39 4,4E+03 3,64 1,00E+08 8,00 5,6 0,94
A22005380001 48 3,0E+03 3,48 5,50E+08 8,74 5,7 0,94
A22005381001 60 6,3E+03 3,80 2,80E+07 7,45 5,4 0,95
Tiempo Horas 0 600 936 1152 |
log ufc/g h h h h h é
Lote A 4,04 3,72 3,64 3,48 3,80 -0,24

continuacion:

Atendiendo a los resultados obtenidos el producto no permite la proliferacidn de Salmonella entérica.

Los resultados obtenidos en el producto elaborado segun la formulacién de ensayo 1 se muestran a

UNIDADES CONTROL
Producto Lomo adobado Salmonella Microbiota BAL pH a,
Muestra Tiempo Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A
A22005383001 0 <10 - >4,9+06 - 5,6 0,96
A22005384001 60 <10 - >4,9+07 - 5,5 0,95
UNIDADES ANALISIS
Producto Lomo adobado Salmonella Microbiota BAL pH a,,
Muestra Tiempo Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A
A22005385001 0 1,0E+04 4,00 >4,9+06 - 5,5 0,97
A22005386001 25 3,8E+03 3,58 4,1E+08 8,61 58 0,95
A22005387001 39 1,0E+04 4,00 7,3E+07 7,86 5,5 0,95
A22005388001 48 4,5E+03 3,65 4,9E+08 8,69 5,6 0,96
A22005389001 60 2,6E+03 3,41 2,2E+08 8,34 53 0,95
Tiempo Horas 0 600 936 1152
log ufc/g h h h h h 8
Lote A 4,00 3,58 4,00 3,65 3,41 -0,59
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Atendiendo a los resultados obtenidos el producto no permite la proliferacién de Salmonella entérica. La
inhibicidon de Salmonella entérica es mas evidente en la formulacidn ensayo 1, frente a la tradicional.

Ensayo de Challenge test en preparados frescos: costilla adobada

En el caso de la costilla adobada, la cantidad de aditivos nitrificantes afadidos al producto desarrollado con

la formulacion tradicional y de acuerdo con la legislacidn vigente, se corresponden con 150 ppm de nitrito
sodico. En el caso de la formulacién Ensayo 1, la cantidad afiadida al producto fue de 80 ppm de nitrito sédico,
ascorbato sédico y lactato sédico.

La contaminacidon del producto se realizé tras verse sometido a todos los procesos tecnoldgicos de
elaboracion y con el objetivo de determinar el potencial de crecimiento a lo largo de la vida util.

En ambos casos se inoculé Salmonella entérica en una concentracidén establecida entre 3.0 y 4,0 log ufc/g
sobre la superficie del producto loncheado. Posteriormente fue envasado en vacio convencional y conservado
a 52C durante el periodo de vida util, establecido en unos 45 dias aproximadamente.

Las muestras fueron analizada a distintos tiempos a lo largo de los 45 dias de conservacién determinando el
recuento de Salmonella entérica, recuento de bacterias dcido-lacticas, determinacién de pH y determinacién
de aw.

Los resultados obtenidos en la costilla adobada con formulacién tradicional se muestran a continuacion:

UNIDADES CONTROL

Producto COSTILLA ADOBADA Salmonella Microbiota BAL pH ay
Muestra Tiempo Horas Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A
0360P 0 0 <10 - 2,5E+05 - 59 0,95
0361P 45 1080 <10 - >4,9E+07 - 53 0,94

UNIDADES ANALISIS

Producto COSTILLA ADOBADA Salmonella Microbiota BAL pH a,
Muestra Tiempo Horas Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A

0362P 0 0 4,2E+03 3,62 7,8E+04 4,89 6,1 0,95
0363P 13 312 5,0E+02 2,70 >4,9E+07 - 5,6 0,96
0364P 23 552 2,2E+03 3,34 1,1E+08 8,04 5,6 0,94
0365P 37 888 2,1E+02 2,32 >4, 9E+05 - 5,3 0,96
0363P 45 1080 5,5E+01 1,74 2,0E+08 8,30 51 0,97

Tiempo Horas 0 312 552 888

log ufc/g h h h h h [

Lote A 3,62 2,70 3,34 2,32 1,74 -1,88

Los resultados obtenidos indican que el producto no permite la proliferacion de Salmonella entérica.

Los resultados obtenidos en la costilla adobada con formulacidn de ensayo se muestran a continuacion:
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UNIDADES CONTROL

Producto COSTILLA ADOBADA Salmonella Microbiota BAL pH a,
Muestra Tiempo Horas Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A
0367P 0 0 <10 - 2,3E+04 4,36 5,6 0,95
0368P 45 1080 <10 - >4,9E+07 - 5,6 0,97

UNIDADES ANALISIS

Producto COSTILLA ADOBADA Salmonella Microbiota BAL pH a,
Muestra Tiempo Horas Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A

0369P 0 0 4,7E+03 3,67 2,50E+06 6,40 5,8 0,94
0370P 13 312 4,0E+02 2,60 >4, 9E+07 - 5,5 0,95
0371P 23 552 6,4E+02 2,81 1,20E+07 7,08 5,5 0,95
0372P 37 888 2,3E+02 2,36 >4,9E+05 - 5,6 0,97
0373P 45 1080 9,1E+01 1,96 4,50E+07 7,65 5,7 0,98

Tiempo Horas 0 312 552 888

log ufc/g h h h h h [

Lote A 3,67 2,60 2,81 2,36 1,96 -1,71

Los resultados obtenidos indican que la costilla adobada Ensayo 1 no permite la proliferacidon de Salmonella

entérica.

Ensayo de Challenge test en producto crudo curado: chorizo asturiano.

Dentro de este grupo se decidié emplear como matriz de referencia para este tipo de ensayos el chorizo
asturiano. Se trata de un producto crudo curado, fermentado, con gran tradicidon gastrondmica dentro de
nuestra region.

Inicialmente se realizaron dos pruebas en paralelo: En la formulacién tradicional y acorde a la legislacion
vigente, se afiadieron 150 ppm de nitrito sddico y 150 ppm de nitrato sédico. Se prepararon ademas las
muestras de ensayo 1, reduciendo a 100 ppm la cantidad de nitrito sddico y a 120 ppm el nitrato sédico.

En el caso que nos ocupa las masas carnicas a ensayar fueron contaminadas con dos de los patédgenos que
pueden suponer un riesgo potencial en este tipo de productos, Salmonella entérica y Listeria monocytogenes.
El nivel de contaminacién establecido fue de entre 5,0 log ufc/g y 6,0 log de ufc/g para poder determinar la
posible inactivacién durante el proceso productivo de ambos patdgenos.

Una vez las masas fueron contaminadas deliberadamente con los microorganismos (por un lado, se realizo el
ensayo de Salmonella entérica y por otro el ensayo de Listeria monocytogenes), éstas fueron embutidas y
sometidas posteriormente al proceso de fermentacion y posterior secado y maduracion.

Las muestras fueron analizada a distintos tiempos a lo largo de los 12 dias de elaboraciéon determinando bien
el recuento de Salmonella entérica o de Listeria monocytogenes (segun cada caso), recuento de bacterias
acido-lacticas, determinacién de pH y determinacion de ay,.

Los resultados obtenidos en los ensayos de desafio para Salmonella entérica, en la formulacion tradicional de

chorizo asturiano se muestran a continuacion:
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UNIDAD CONTROL
Producto Chorizo Asturiano Trad. Salmonella BAL pH a,
Muestra Tiempo Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A
A22004936001 0 <10 - 9,0E+05 5,95 5,9 0,97
A22004937001 12 <10 - 2,5E+08 8,40 5,2 0,87
UNIDAD TEST
Producto Chorizo Asturiano Trad. Salmonella BAL pH a,
Muestra Tiempo Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A
A22004938001 0 1,4E+06 6,15 7,7E+05 5,89 5,9 0,96
A22004939001 2 8,4E+04 4,92 7,7E+08 8,89 52 0,97
A22004940001 5 2,1E+04 4,32 6,9E+08 8,84 52 0,93
A22004941001 8 2,8E+03 3,45 4,1E+08 8,61 52 0,90
A22004942001 12 2,2E+02 2,34 2,3E+08 8,36 53 0,87
Tiempo 0 48 120 192 288
log ufc/g h h h h h [}
Lote A 6,15 4,92 4,32 3,45 2,34 -3,80

En este caso, el proceso productivo es capaza de inhibir la proliferaciéon de Salmonella entérica.

Los resultados obtenidos en los ensayos de desafio para Salmonella entérica, en la formulacién de ensayo 1

del chorizo asturiano fueron:

UNIDAD CONTROL
Producto Chorizo Asturiano Ensayo Salmonella BAL pH a,
Muestra Tiempo Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A
A22004944001 0 <10 - 9,3E+05 5,97 5,9 0,97
A22004945001 12 <10 - 2,9E+08 8,46 5,2 0,90
UNIDAD TEST
Producto Chorizo Asturiano Ensayo Salmonella BAL pH a,
Muestra Tiempo Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A
A22004946001 0 2,7E+05 5,43 1,2E+06 6,08 5,9 0,97
A22004947001 2 1,5E+06 6,18 5,6E+08 8,75 5,2 0,96
A22004948001 5 2,2E+06 6,34 2,9E+08 8,46 5,2 0,92
A22004949001 8 2,0E+04 4,30 4,3E+08 8,63 5,2 0,90
A22004950001 12 1,0E+02 2,00 1,2E+08 8,08 53 0,87
Tiempo 0 0 43 120 192
log ufc/g h h h h h ()
Lote A 5,43 6,18 6,34 4,30 2,00 -3,43

El proceso productivo es capaz de inhibir la proliferacién de Salmonella entérica.

Los resultados obtenidos (por triplicado) en los ensayos de desafio para Listeria monocytogenes, en la

formulacidn tradicional de chorizo asturiano se muestran a continuacion:
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UNIDADES CONTROL

Producto Chorizo asturiano tradicional L. monocytogenes Microbiota BAL pH a,
Muestra Fecha Tiempo Horas Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A
A22004887001 19/10/2022 0 0 <10 - 7,1E+05 5,85 5,9 0,96
A22004888001 31/10/2022 12 288 <10 - 2,4E+08 8,38 5,2 0,88
Muestra Fecha Tiempo Horas Lote B log ufc/g Lote B log ufc/g Lote B Lote B
A22004891001 19/10/2022 0 0 <10 - 9,0E+05 5,95 5,8 0,96
A22004892001 31/10/2022 12 288 <10 - 2,7E+08 8,43 5,2 0,89
Muestra Fecha Tiempo Horas Lote C log ufc/g Lote C log ufc/g Lote C Lote C
A22004893001 19/10/2022 0 0 <10 - 1,0E+06 6,00 5,9 0,96
A22004894001 31/10/2022 12 288 <10 - 3,5E+08 8,54 5,2 0.88
UNIDADES ANALISIS
Producto Chorizo asturiano tradicional L. monocytogenes Microbiota BAL pH a,
Muestra Fecha Tiempo Horas Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A
A22004895001 19/10/2022 0 0 2,2E+05 5,34 9,0E+05 5,95 5,8 0,96
A22004896001 21/10/2022 2 48 1,8E+05 5,26 4,5E+08 8,65 51 0,96
A22004897001 24/10/2022 5 120 2,5E+04 4,40 7,5E+08 8,88 51 0,93
A22004898001 27/10/2022 8 192 3,3E+04 4,52 3,8E+08 8,58 5,2 0,92
A22004899001 31/10/2022 12 288 3,5E+03 3,54 2,4E+08 8,38 5,2 0,91
Muestra Fecha Tiempo Horas Lote B log ufc/g Lote B log ufc/g Lote B Lote B
A2200490001 19/10/2022 0 0 3,3E+05 5,52 1,5E+06 6,18 5,8 0,97
A22004901001 21/10/2022 2 48 4,3E+04 4,63 8,3E+08 8,92 51 0,94
A22004902001 24/10/2022 5 120 2,6E+04 441 6,3E+08 8,80 5,1 0,93
A22004903001 27/10/2022 8 192 6,5E+03 3,81 3,6E+08 8,56 5,2 0,92
A22004904001 31/10/2022 12 288 1,3E+02 2,11 1,5E+08 8,18 5,2 0,89
Muestra Fecha Tiempo Horas Lote C log ufc/g Lote C log ufc/g Lote C Lote C
A22004905001 19/10/2022 0 0 3,3E+05 5,52 4,3E+05 5,63 5,9 0,96
A22004906001 21/10/2022 2 48 3,4E+04 4,53 7,6E+08 8,88 5,2 0,96
A22004907001 24/10/2022 5 120 3,4E+04 4,53 6,7E+08 8,83 51 0,93
A22004908001 27/10/2022 8 192 1,8E+04 4,26 9,9E+08 9,00 5,2 0,92
A22004909001 31/10/2022 12 288 4,1E+03 3,61 3,4E+08 8,53 5,2 0,89
Tiempo Horas 0 48 120 192
log ufc/g h h h h h [
Lote A 5,34 5,26 4,40 4,52 3,54 -1,80
Lote B 5,52 4,63 4,41 3,81 2,11 -3,40
Lote C 5,52 4,53 4,53 4,26 3,61 -1,91
SD 0,10

El proceso productivo no permite la proliferacion de Listeria monocytogenes. Se observa diferencia
significativa de potencial de inhibicién entre lotes

Los resultados obtenidos en los ensayos de desafio para Listeria monocytogenes, en la formulacién de
ensayo 1 se muestran a continuacidn:
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UNIDADES CONTROL

Producto Chorizo asturiano formulacién ensayo L. monocytogenes Microbiota BAL pH ay
Muestra Fecha Tiempo Horas Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A
A22004912001 19/10/2022 0 0 <10 - 8,1E+05 5,91 5,8 0,96
A22004913001 31/10/2022 12 288 <10 - 4,2E+08 8,62 5,2 0,90
Muestra Fecha Tiempo Horas Lote B log ufc/g Lote B log ufc/g Lote B Lote B
A22004914001 19/10/2022 0 0 <10 - 8,1E+05 5,91 59 0,97
A22004915001 31/10/2022 12 288 <10 - 4,8E+08 8,68 5,2 0,89
Muestra Fecha Tiempo Horas Lote C log ufc/g Lote C log ufc/g Lote C Lote C
A22004916001 19/10/2022 0 0 <10 - 7,8E+05 5,89 59 0,96
A22004917001 31/10/2022 12 288 <10 - 2,4E+08 8,38 5,2 0,89

UNIDADES ANALISIS

Producto Chorizo asturiano formulacion ensayo L. monocytogenes Microbiota BAL pH a,
Muestra Fecha Tiempo Horas Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A
A22004918001 19/10/2022 0 0 2,5E+05 5,40 8,8E+05 5,94 5,9 0,95
A22004919001 21/10/2022 2 48 4,3E+04 4,63 5,3E+08 8,72 52 0,96
A22004920001 24/10/2022 5 120 6,9E+04 4,84 3,0E+08 8,48 5,2 0,92
A22004921001 27/10/2022 8 192 3,5E+03 3,54 3,9E+08 8,59 52 0,93
A22004922001 31/10/2022 12 288 7,3E+02 2,86 1,3E+08 8,11 5,3 0,88
Muestra Fecha Tiempo Horas Lote B log ufc/g Lote B log ufc/g Lote B Lote B
A22004923001 19/10/2022 0 0 3,7E+05 5,57 8,5E+06 6,93 5,9 0,97
A22004924001 21/10/2022 2 48 3,3E+04 4,52 5,6E+08 8,75 5,2 0,96
A22004925001 24/10/2022 5 120 6,3E+03 3,80 5,6E+08 8,75 51 0,93
A22004926001 27/10/2022 8 192 5,0E+03 3,70 4,0E+08 8,60 5,2 0,93
A22004927001 31/10/2022 12 288 3,0E+03 3,48 1,9E+08 8,28 5,2 0,88
Muestra Fecha Tiempo Horas Lote C log ufc/g Lote C log ufc/g Lote C Lote C
A22004928001 19/10/2022 0 0 2,8E+05 5,45 6,1E+05 5,79 5,9 0,96
A22004929001 21/10/2022 2 48 3,5E+04 4,54 6,4E+08 8,81 5,2 0,96
A22004930001 24/10/2022 5 120 3,1E+04 4,49 4,4E+08 8,64 5,2 0,93
A22004931001 27/10/2022 8 192 5,3E+03 3,72 3,9E+08 8,59 5,2 0,92
A22004932001 31/10/2022 12 288 2,5E+03 3,40 1,4E+08 8,15 5,2 0,88
Tiempo Horas 0 48 120 192
log ufc/g h h h h h [
Lote A 5,40 4,63 4,84 3,54 2,86 -2,53
Lote B 5,57 4,52 3,80 3,70 3,48 -2,09
Lote C 5,45 4,54 4,49 3,72 3,40 -2,05
SD 0,09

El proceso productivo no permite la proliferacion de Listeria monocytogenes.

Los resultados son muy similares si comparamos la formulacidn tradicional frente a la nueva formulacion
ensayada. Aunque se han obtenido resultados mas homogéneos (menos desviacién estandar) en la
formulacion Ensayo 1, con reduccion de sales nitrificantes.

Posteriormente se realizé otra prueba de formulacién de criollo cocido Ensayo 2, reduciendo a 120 ppm la
cantidad de nitrito sédico y a 120 ppm el nitrato sddico.

Esta masa cdrnica Ensayo 2 fue contaminadas con los dos patégenos que pueden suponer un riesgo potencial
en este tipo de productos, Salmonella entérica y Listeria monocytogenes.

El nivel de contaminacién establecido fue de entre 5,0 log ufc/g y 6,0 log de ufc/g para poder determinar la
posible inactivacién durante el proceso productivo de ambos patdgenos.
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Una vez fue contaminada deliberadamente con los microorganismos (por un lado, se realizé el ensayo de
Salmonella entérica y por otro el ensayo de Listeria monocytogenes), la masa fue embutida y sometida al
proceso de fermentacion, secado y maduracion.

Las muestras fueron analizadas a distintos tiempos a lo largo de los 12 dias de elaboracion determinando bien
el recuento de Salmonella entérica o de Listeria monocytogenes (segun cada caso), recuento de bacterias
acido-lacticas, determinacién de pH y determinacion de ay.

Los resultados obtenidos en los ensayos de desafio para Salmonella entérica, en la formulacién de ensayo 2

del chorizo asturiano fueron:

UNIDAD CONTROL
Producto Chorizo Asturiano Ensayo 2 Salmonella BAL pH a,
Muestra Tiempo Horas Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A
P230133 0 0 <10 - 6,0E+06 6,78 5,7 0,97
P230134 15 360 <10 - 5,7E+08 8,76 54 0,93
UNIDAD TEST
Producto Chorizo Asturiano Ensayo 2 Salmonella BAL pH a,
Muestra Tiempo Horas Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A
P230135 0 0 1,4E+05 5,15 7,8E+06 6,89 5,7 0,97
P230136 2 48 1,8E+05 5,26 1,2E+09 9,08 5,4 0,97
P230137 5 120 1,9E+05 5,28 2,2E+09 9,34 5,5 0,95
P230138 8 192 1,5E+05 5,18 5,2E+08 8,72 5,4 0,95
P230139 15 360 9,5E+04 4,98 5,7E+08 8,76 54 0,92
Tiempo 0 0 48 120 192
log ufc/g h h h h h é
Lote A 5,15 5,26 5,28 5,18 4,98 -0,17

El proceso productivo en el caso del Ensayo 2 es capaz de inhibir de forma muy ligera la proliferacién de
Salmonella entérica.

Los resultados obtenidos en los ensayos de desafio para Listeria monocytogenes, en la formulacién de

ensayo 2 se muestran a continuacion:

UNION EUROPEA

Fondo Europeo

2
(-\ Ia O N
de Desarclo YEICYT

Regiondl INNOVACI o N CONSEJERIA DE CIENCIA,

INNOVACION Y UNIVERSIDAD

Pdagina 52 de 101




A A m \ - A I ’
AavViNu.a
UNIDADES CONTROL
Producto Chorizo asturiano ensayo 2 L. monocytogenes Microbiota BAL pH a,
Muestra Tiempo Horas Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A
P230143 0 0 <10 - 1,2E+07 7,08 5,7 0,97
P230144 12 288 <10 - 8,3E+08 8,92 5,4 0,92
Muestra Tiempo Horas Lote B log ufc/g Lote B log ufc/g Lote B Lote B
P230145 0 0 <10 - 1,7E+07 7,23 5,7 0,96
P230146 12 288 <10 - 8,3E+08 8,92 5,4 0,92
Muestra Tiempo Horas Lote C log ufc/g Lote C log ufc/g Lote C Lote C
P230147 0 0 <10 - 1,2E+07 7,08 5,7 0,95
P230148 12 288 <10 - 4,8E+08 8,68 5,4 0,92
UNIDADES ANALISIS
Producto Chorizo asturiano ensayo 2 L. monocytogenes Microbiota BAL pH a,
Muestra Tiempo Horas Lote A log ufc/g Lote A log ufc/g Lote A Lote A
P230149 0 0 1,4E+05 5,15 2,7E+06 6,43 5,7 0,96
P230150 2 48 3,1E+05 5,49 9,5E+08 8,98 5,4 0,94
P230151 5 120 2,0E+05 5,30 6,3E+08 8,80 5,4 0,94
P230152 8 192 1,0E+05 5,00 6,4E+08 8,81 5,4 0,94
P230153 12 288 7,5E+04 4,88 8,3E+08 8,92 5,4 0,92
Muestra Tiempo Horas Lote B log ufc/g Lote B log ufc/g Lote B Lote B
P230154 0 0 1,4E+05 5,15 5,5E+06 6,74 5,7 0,96
P230155 2 48 2,5E+05 5,40 1,7E+09 9,23 5,4 0,94
P230156 5 120 1,9E+05 5,28 9,3E+08 8,97 5,4 0,94
P230157 8 192 1,4E+05 5,15 1,2E+09 9,08 5,4 0,94
P230158 12 288 9,6E+04 4,98 1,1E+09 9,04 5,4 0,92
Muestra Tiempo Horas Lote C log ufc/g Lote C log ufc/g Lote C Lote C
P230159 0 0 1,4E+05 5,15 4,0E+06 6,60 5,7 0,95
P230160 2 48 2,2E+05 5,34 7,1E+08 8,85 5,4 0,94
P230161 5 120 1,9E+05 5,28 8,1E+08 8,91 5,5 0,94
P230162 8 192 1,3E+05 511 3,6E+08 8,56 5,4 0,94
P230163 12 288 8,9E+04 4,95 6,4E+08 8,81 5,5 0,91
Tiempo Horas 0 48 120 192
log ufc/g h h h h h ()
Lote A 5,15 5,49 5,30 5,00 4,88 -0,27
Lote B 5,15 5,40 5,28 5,15 4,98 -0,16
Lote C 5,15 5,34 5,28 511 4,95 -0,20
El proceso productivo en el caso del Ensayo 2 es capaz de inhibir de forma muy ligera la proliferacién de
Listeria monocytogenes.
El potencial de inhibicidn obtenido tanto para Salmonella entérica como para Listeria monocytogenes es
muy bajo.
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Ensayo de Challenge test en producto cocido: criollo cocido.

Dentro de esta categoria se selecciond la matriz chorizo criollo cocido como representante de este grupo para

las primeras pruebas de reducciéon de sales nitrificantes.

Al igual que en el resto de los alimentos, se prepard la formulaciéon tradicional a la que se adicionaron 150
ppm de nitrito sodio, concentracion acorde con la legislacidn vigente. Paralelamente se prepard una nueva
formulacién a ensayar con la reduccion nitrito sédico a 100 ppm.

Se seleccionaron dos microorganismos para la contaminacidn, Salmonella entérica y Listeria monocytogenes
y los ensayos de Challenge test se plantearon como estudios de inactivacién.

Las muestras de chorizo criollo fueron contaminadas en superficie, simulando el posible proceso de
contaminacion al que podria estar sometido el producto tras la coccién y previo a su envasado. El nivel de
contaminacion esperado quedd establecido entre 3,0 log ufc/g y 4,0 log ufc/g. Una vez contaminado el
producto con cada uno de los patdgenos, éste es sometido a un tratamiento térmico post-envasado definido
en 70 °C en cdmara de horno, durante 20 minutos.

Los resultados del Challenge test de inactivacién en el criollo cocido tradicional para Salmonella entérica se

muestran a continuacion:

Inoculaciéon Recuento de Salmonella enterica CECT 4594
Antes del tratamiento térmico Después del tratamiento térmico
Muestra Muestra Tratamiento
ufc/g log ufc/g ufc/g log ufc/g

A22005747001 7,30E+03 3,86 A22005750001 70°C, 20' 2,30E+03 3,36
A22005748001 4,10E+03 3,61 A22005751001 70°C, 20' 4,30E+02 2,63
A22005749001 1,00E+04 4,00 A22005752001 70°C, 20' 5,50E+02 2,74
Promedio 3,83 Promedio 2,91

SD 0,20 SD 0,39

Recuento de S. enterica

No Nf Potencial inactivacion

3,83 2,91 0,91

El potencial de inactivacion resultante fue de 0,91 log ufc/g.

Los resultados del Challenge test de inactivacidn en el criollo cocido tradicional para Listeria monocytogenes

se muestran a continuacion:

Inoculacién Recuento de Listeria monocytogenes CECT 935
Antes del tratamiento térmico Después del tratamiento térmico
Muestra Muestra Tratamiento
ufc/g log ufc/g ufc/g log ufc/g

A22057541001 4,70E+03 3,67 A22005744001 70°C, 20' 3,00E+01 1,48
A22005742001 2,90E+03 3,46 A22005745001 70°C, 20' 2,30E+02 2,36
A22005743001 1,90E+03 3,28 A22005746001 70°C, 20' 7,00E+01 1,85
Promedio 3,47 Promedio 1,89

SD 0,20 SD 0,44

Recuento de L. monocytogenes

N, Nf Potencial inactivacion

3,47 1,89 1,58
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En este caso, el potencial de inactivacidn resultante fue de 1,58 log ufc/g.

Los resultados del Challenge test de inactivacion en el criollo cocido Ensayo 1, para Salmonella entérica se

muestran a continuacion:

Inoculaciéon Recuento de Salmonella enterica CECT 4594
Antes del tratamiento térmico Después del tratamiento térmico
Muestra Muestra Tratamiento
ufc/g log ufc/g ufc/g log ufc/g

A22005784001 8,50E+03 3,93 A22005787001 70°cC, 20' 5,20E+01 1,72
A22005785001 1,10E+04 4,04 A220052788001 70°C, 20' 1,00E+00 0,00
A22005786001 7,80E+03 3,89 A22005789001 70°C, 20' 1,00E+00 0,00
Promedio 3,95 Promedio 0,57

SD 0,08 SD 0,99

Recuento de S. enterica

No Nf Potencial inactivacion

3,95 0,57 3,38

El potencial de inactivacion fue de 3,38 log ufc/g.

Los resultados del Challenge test de inactivaciéon en el criollo cocido Ensayo 1, para Listeria monocytogenes

se muestran a continuacion:

Inoculacion Recuento de Listeria monocytogenes CECT 935
Antes del tratamiento térmico Después del tratamiento térmico
Muestra Muestra Tratamiento
ufc/g log ufc/g ufc/g log ufc/g

A22005790001 3,10E+03 3,49 A22005793001 70°C, 20' 4,00E+00 0,60
A22005791001 2,90E+03 3,46 A22005794001 70°C, 20' 1,20E+01 1,08
A22005792001 2,50E+03 3,40 A22005795001 70°C, 20' 1,50E+01 1,18
Promedio 3,45 Promedio 0,95

SD 0,05 SD 0,31

Recuento de L. monocytogenes

N, Nf Potencial inactivacion

3,45 0,95 2,50

El potencial de inactivacion fue de 2,50 log ufc/g.

Posteriormente se prepard una nueva formulacién con reduccion de nitrito sédico a 120 ppm.

Se seleccionaron los mismos microorganismos para la contaminacion, Salmonella entérica y Listeria
monocytogenes y los ensayos de Challenge test se plantearon como estudios de inactivacion.

Las muestras de chorizo criollo fueron contaminadas en superficie, simulando el posible proceso de
contaminacidn al que podria estar sometido el producto previo al envasado. El nivel de contaminacidn
esperado quedo establecido entre 3,0 log ufc/gy 4,0 log ufc/g.

Una vez contaminado el producto con cada uno de los patdgenos, éste fue sometido a un tratamiento térmico
post-envasado, en este caso definido en 70 °C en el interior del producto, durante 35 minutos.
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Los resultados del Challenge test de inactivacion en el criollo cocido Ensayo 2, para Salmonella entérica se

muestran a continuacion:

Inoculacion Recuento de Salmonella enterica CECT 4594
Antes del tratamiento térmico Después del tratamiento térmico
Muestra Muestra Tratamiento
ufc/g log ufc/g ufc/g log ufc/g
P230306 7,30E+03 3,86 P230309 70°C35' <10 -
P230307 8,00E+03 3,90 P230310 70°C 35' <10 -
P230308 7,50E+03 3,88 P230311 70°C 35" <10 -
Promedio 3,88 Promedio -
SD 0,02 SD -
Recuento de S. enterica
Nf Potencial inactivacion
3,88 0,00 3,88

El potencial de inactivacion fue de 3,88 log ufc/g.

Los resultados del Challenge test de inactivacidon en el criollo cocido Ensayo 2, para Listeria monocytogenes

se muestran a continuacion:

Inoculacion Recuento de Listeria monocytogenes CECT 935
Antes del tratamiento térmico Después del tratamiento térmico
Muestra Muestra Tratamiento
ufc/g log ufc/g ufc/g log ufc/g

P230312 8,90E+03 3,95 P230315 70°C 35' <10 -
P230313 4,70E+03 3,67 P230316 70°C 35’ <10 -
P230314 7,80E+03 3,89 P230317 70°C 35' <10 -
Promedio 3,84 Promedio -
SD 0,15 SD -

Recuento de L. monocytogenes

Nf Potencial inactivacion
3,84 0,00 3,84

El potencial de inactivacion fue de 3,84 log ufc/g.

Ensayo de Challenge test en producto cocido: lacdn cocido.

Dentro de esta categoria se selecciond también la matriz lacon cocido. Nuevamente se trabajé con una
formulacion tradicional con una adicion tedrica de 150 ppm de nitrito sédico y una formulacion de ensayo a
la que se adicionaron 100 ppm de nitrito sédico.

Se seleccionaron dos microorganismos para la contaminacidn, Salmonella entérica y Listeria monocytogenes

para la realizacidn de los ensayos de Challenge test de inactivacion.
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Las muestras de lacdn cocido fueron contaminadas en superficie, previamente al envasado. El nivel de
contaminacion esperado quedd establecido entre 2,0 log ufc/g y 3,0 log ufc/g.

El producto fue sometido a un tratamiento térmico de 70 °C en el interior del producto, durante 30 minutos.
Los resultados del Challenge test de inactivacidn en el producto tradicional para Salmonella entérica se

muestran a continuacion:

Inoculaciéon Recuento de Salmonella enterica CECT 4594
Antes del tratamiento térmico Después del tratamiento térmico
Muestra Muestra Tratamiento
ufc/g log ufc/g ufc/g log ufc/g

A23000154001 1,90E+02 2,28 A23000157001 35' 70°C <10 -
A23000155001 3,00E+02 2,48 A23000158001 35' 70°C <10 -
A23000156001 2,50E+02 2,40 A23000159001 35' 70°C <10 -
Promedio 2,38 Promedio -

SD 0,10 SD -

Recuento de S. enterica

No Nf Potencial inactivacion

2,38 0,00 2,38

El potencial de inactivacion fue de 2,38 log ufc/g.

Los resultados del Challenge test de inactivacidn en el producto tradicional para Listeria monocytogenes se

muestran a continuacion:

Inoculacién Recuento de Listeria monocytogenes CECT 935
Antes del tratamiento térmico Después del tratamiento térmico
Muestra Muestra Tratamiento
ufc/g log ufc/g ufc/g log ufc/g

A23000137001 1,20E+03 3,08 A23000140001 35' 70°C <10 -
A23000138001 1,40E+03 3,15 A23000141001 35' 70°C <10 -
A23000139001 1,10E+03 3,04 A23000142001 35' 70°C <10 -
Promedio 3,09 Promedio -

SD 0,05 SD -

Recuento de L. monocytogenes

No Nf Potencial inactivacion

3,09 0,00 3,09

El potencial de inactivacion fue de 3,09 log ufc/g.

Los resultados del Challenge test de inactivacion en el producto ensayo para Salmonella entérica se

muestran a continuacion:

UNION EUROPEA

Regional
g I N NovACl ON CONSEJERIA DE CIENCIA,
INNOVACION Y UNIVERSIDAD

Fondo Europeo m ia ‘ Pagina 57 de 101
de D FICYT



A & I = A
AL .-\R

centro tecneldgice agroalimentario

Inoculaciéon Recuento de Salmonella enterica CECT 4594
Antes del tratamiento térmico Después del tratamiento térmico
Muestra Muestra Tratamiento
ufc/g log ufc/g ufc/g log ufc/g

A23000160001 2,20E+02 2,34 A23000163001 35'70°C <10 -
A23000161001 2,90E+02 2,46 A23000164001 35'70°C <10 -
A23000162001 3,10E+02 2,49 A23000165001 35' 70°C <10 -
Promedio 2,43 Promedio -

SD 0,08 SD -

Recuento de S. enterica

No Nf Potencial inactivacion

2,43 0,00 2,43

El potencial de inactivacion fue de 2,43 log ufc/g.

Los resultados del Challenge test de inactivacidn en el producto ensayo para Listeria monocytogenes se

muestran a continuacion:

Inoculacién Recuento de Listeria monocytogenes CECT 935
Antes del tratamiento térmico Después del tratamiento térmico
Muestra Muestra Tratamiento
ufc/g log ufc/g ufc/g log ufc/g

A23000143001 1,20E+03 3,08 A23000146001 35' 70°C <10 -
A23000144001 7,50E+02 2,88 A23000147001 35'70°C <10 -
A23000145001 8,10E+02 2,91 A23000148001 35'70°C <10 -
Promedio 2,95 Promedio -

SD 0,11 SD -

Recuento de L. monocytogenes

N, Nf Potencial inactivacion

2,95 0,00 2,95

El potencial de inactivacion fue de 2,95 log ufc/g.

Indicadores de grado avance del proyecto: Se han desarrollado ensayos de desafio con los patégenos

listeria y/o salmonella en costilla adobada, lomo adobado, chorizo asturiano, criollo cocido y lacén cocido.

TareaT3.2.- Evaluacidn a nivel de Conservacion (antioxidante y vida util)

- Estudios de Vida util:

La vida util es habitualmente definida como el periodo de tiempo, bajo unas condiciones definidas de

conservacion, durante el cual un alimento es apto para su consumo. En otras palabras, es el periodo durante
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en el que el producto mantiene sus caracteristicas sensoriales, fisico-quimicas, funcionales o microbiolégicas
y se mantiene acorde con la informacidn nutricional declarada. La vida util es una caracteristica fundamental
durante la fabricacidon y comercializacion de alimentos.

Para evaluar la conservacién de los productos ensayados a lo largo del proyecto se plantearon estudios de
vida util en los que se evalud la estabilidad oxidativa, evaluacidn microbioldgica y evolucidn del pHy aw a lo
largo del tiempo de conservacién.

En relacién con la evaluacién microbioldgica se seleccionaron en cada caso los microorganismos o grupos de
microorganismos que pueden ser relacionados con reacciones de deterioro en funcién de cada tipo de
producto.

Los ensayos de vida util fueron planteados como estudios de durabilidad, tomando varias unidades de cada
una de las producciones experimentales que fueron conservadas en refrigeracion a 5 °C + 3 °C. Una vez
elaborado el producto (tiempo cero) se realizaron los andlisis de caracterizacion inicial del producto y
posteriormente se fueron analizado muestras a lo largo del tiempo estimado de conservacién. Este método
sirve para determinar en qué momento se produce una pérdida de calidad del producto que determine la
vida util o bien que la seguridad alimentaria pudiera llegar a estar comprometida.

Vida util de preparado fresco: Lomo adobado fresco

En este caso se estimd una vida util esperada del producto de 60 dias, en las condiciones de refrigeracion
anteriormente mencionadas y en producto envasado al vacio (vacio convencional). Se tomaron varias
unidades a tiempo inicial, tanto de producto con formulacidn tradicional, como de formulaciones de ensayo
y se determinaron a lo largo del tiempo de conservacion el recuento de Enterobacterias, recuento de bacterias
acido-lacticas (BAL), determinacién de pH y determinacion de aw.

Los resultados obtenidos se muestran en las tablas a continuacion:

Formulacion tradicional

Producto Lomo adobado formulacién tradicional
Recuento de
Muestra Tiempo Enterobacterias Recuento de BAL pH aw
ufc/g ufc/g
1264P 0 15000 >490000 5,6 0,96
1265P 11 >490000 >490000000 5,8 0,96
1266P 20 >4900000 170000000 6,0 0,96
1267P 29 1,00E+06 1,70E+08 6,0 0,96
1268P 39 1,00E+05 6,90E+07 5,2 0,95
1269P 48 1,00E+04 2,50E+08 5,5 0,94
1270P 60 1,40E+04 1,70E+08 5,5 0,94
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Formulacion Ensayo 1

Producto Lomo adobado formulacién ensayo
Recuento de
Muestra Tiempo Enterobacterias Recuento de BAL pH aw
ufc/g ufc/g
1271P 0 81 >490000 53 0,95
1272p 11 21 >49000000 5,3 0,95
1273P 20 21 7,00E+07 53 0,95
1274pP 29 21 1,00E+08 5,2 0,94
1275P 39 4,90E+04 1,00E+07 58 0,93
1276P 48 1,00E+04 4,90E+07 53 0,95
1277P 60 <1000 1,40E+08 5,5 0,94

Formulacién Ensayo 2

Producto Lomo adobado formulacién ensayo E2
. Recuento d? Recuento de BAL
Muestra Tiempo Enterobacterias pH aw
ufc/g ufc/g
P230282 0 1,0E+01 3,6E+03 5,7 0,97
P230283 13 1,0E+00 >4, 9E6 5,5 0,96
P230284 20 1,0E+00 1,2E+07 5,3 0,96
P230285 29 1,0E+00 9,0E+07 5,3 0,95
P230286 40 1,0E+00 2,9E+08 54 0,95
P230287 48 1,0E+00 2,1E+07 5,4 0,94
P230288 61 1,0E+00 5,8E+07 5,5 0,95
Formulacién Ensayo 3
Producto Lomo adobado formulacién ensayo E3
. Recuento d.e Recuento de BAL
Muestra Tiempo Enterobacterias pH aw
ufc/g ufc/g
P230290 0 2,1E+01 >4, 9E5 5,6 0,97
P230291 13 1,0E+00 >4 9E7 5,3 0,97
P230292 20 1,0E+00 4,1E+08 51 0,95
P230293 29 1,0E+00 2,3E+08 51 0,97
P230294 40 1,0E+00 4,0E+08 5,0 0,94
P230295 48 1,0E+00 4,4E+07 4,9 0,96
P230296 61 1,0E+00 2,7E+08 4,9 0,94
Formulacién Ensayo 4
Producto Lomo adobado formulacién ensayo E4
: Recuento d? Recuento de BAL
Muestra Tiempo Enterobacterias pH aw
ufc/g ufc/g
P230511 0 8,3E+02 >4, 9E5 5,7 0,97
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P230512 12 1,0E+01 9,1E+06 5,4 0,96
P230513 20 8,3E+02 7,4E+06 5,0 0,95
P230514 29 <10 3,0E+07 - -

P230515 41 3,2E+01 8,3E+06 51 0,95
P230516 48 1,4E+02 3,3E+06 51 0,95

Formulacion Ensayo 5

Producto Lomo adobado formulacién ensayo E5
Recuento de
Muestra Tiempo Enterobacterias Recuento de BAL pH aw
ufc/g ufc/g
P230519 0 <10 1,8E+03 5,6 0,97
P230520 12 <10 >4,9E5 5,4 0,96
P230521 20 <10 1,4E+06 5,2 0,95
P230522 29 <10 1,1E+07 - -
P230523 41 <10 1,0E+06 5,2 0,93
P230524 48 <10 3,3E+06 5,3 0,96

Vida util de preparado fresco: Costilla Adobada

Se estimé una vida util esperada del producto de unos 50 dias, en las condiciones de refrigeracién y envasado
al vacio (vacio convencional). Se tomaron varias unidades a tiempo inicial, tanto de producto con formulacién
tradicional, como de formulacién de ensayo y se determinaron a lo largo del tiempo de conservacion el
recuento de Enterobacterias, recuento de bacterias 4acido-lacticas (BAL), determinacién de pH vy
determinacion de aw.

Los resultados obtenidos se muestran en las tablas a continuacion:

Costilla Adobada Tradicional

Producto Costilla Adobada Tradicional
Recuento de
Muestra Tiempo Enterobacterias Recuento de BAL pH aw
ufc/g ufc/g
230012P 0 2,5E+03 1,2E+05 6,18 0,96
230013P 13 2,1E+04 3,0E+08 5,32 0,96
230014P 20 2,1E+04 3,0E+08 5,1 0,95
230015P 29 1,7E+06 4,9E+07 5,34 0,95
230016P 40 1,0E+05 1,1E+09 5,8 0,94
230017P 47 1,0E+01 4,5E+08 5,39 0,94
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Costilla Adoba Ensayo 1

Producto Costilla Adobada Ensayo 1
Recuento d? Recuento de BAL
Muestra Tiempo Enterobacterias pH aw
ufc/g ufc/g
230021P 0 3,3E+02 3,4E+04 4,71 0,94
230022P 13 8,1E+01 4,4E+04 6,08 0,94
230023P 20 5,9E+01 4,9E+06 5,94 0,95
230024P 29 8,1E+02 2,5E+08 5,53 0,96
230025P 40 7,3E+02 6,8E+07 5,32 0,95
230026P 47 4,5E+01 1,5E+08 5,61 0,95

Vida util de producto curado: chorizo asturiano.

El producto seleccionado fue chorizo asturiano con una vida util esperada de 90 dias. El estudio de vida util
se llevé a cabo tanto en el producto tradicional como en las nuevas formulaciones desarrolladas en la
ejecucién del proyecto.

Los parametros de vida util evaluados fueron el recuento de E. coli, deteccién de Salmonella spp., recuento
de Listeria monocytogenes y determinacion de pH y aw.

Formulacidn tradicional

Producto Chorizo asturiano formulacién tradicional
Recuento de E. Deteccidon Recuento de L.
Muestra Tiempo coli Salmonella spp. | monocytogenes pH aw
ufc/g en25g ufc/g
1206P 0 10 No detectado <10 5,3 0,86
1207P 15 <10 No detectado <10 51 0,87
1208P 30 <10 No detectado <10 5,2 0,87
1209pP 45 <10 No detectado <10 5,3 0,86
1210P 58 <10 No detectado <10 5,2 0,83
1211P 75 <10 No detectado <10 5,2 0,86
1212P 90 <10 No detectado <10 52 0,82
Formulacién ensayo 1
Producto Chorizo asturiano formulacién ensayo
Recuento de E. Deteccion Recuento de L.
Muestra Tiempo coli Salmonella spp. | monocytogenes pH aw
ufc/g en25g ufc/g
1213P 0 32 No detectado <10 53 0,87
1214P 15 <10 No detectado <10 5,2 0,9
1215P 30 <10 No detectado <10 53 0,87
1216P 45 <10 No detectado <10 5,2 0,87
1217P 58 <10 No detectado <10 5,2 0,88
1218P 75 <10 No detectado <10 5,2 0,87
1219P 90 <10 No detectado <10 5,2 0,86
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Formulacidn ensayo 2

Producto Chorizo asturiano formulacion ensayo 2
Recuento de E. Deteccidn Recuento de L
Muestra Tiempo coli Salmonella spp. | monocylogenes pH aw
ufcfg en2sg ufc/g
P230173 0 2,0e+03 Mo Detectado <10 5,4 0,90
P230174 16 <10 MNo Detectado <10 5 0,90
P230175 30 <10 Mo Detectado <10 5,1 0,90
P230176 45 <10 Mo Detectado <10 5,1 0,89
P230177 59 <10 MNo Detectado <10 5,1 0,89
P230173 77 <10 Mo Detectado <10 5,2 0,83
P230179 91 <10 Mo Detectado <10 5,1 0,89

Vida util de producto curado: lacdn curado

Se ha realizado un estudio de vida util a 90 dias, en producto conservado en refrigeracion y envasado en bolsa
de vacio.

Se ensayd una formulacidn tradicional con la adicidn de sales nitrificantes segun legislacidn vigente y una
formulacion de ensayo con reduccién de nitrificantes, tanto en fresco como descongelada. Los resultados
obtenidos se muestran a continuacion.

Formulacidn tradicional

Producto Lacon curado formulacidn tradicional
Recunto de Recuento de
. Aerobios . Recuento de BAL
Muestra Tiempo e Enterobacterias pH aw
Mesoéfilos
ufc/g ufc/g ufc/g
P230576 3 3,4E+05 <10 <100 - -
P230577 10 1,4E+05 <10 1,0E+02 6,1 0,90
P230578 20 5,3E+04 <10 1,3E+02 6,0 0,90
P230579 32 1,9E+05 <10 <100 5,9 0,91
P230580 40 2,3E+05 <10 <100 5,8 0,91
P230581 53 2,4E+06 <10 <100 5,7 0,92
P230582 61 3,9E+06 <10 <100 5,9 0,92
P230583 75 3,6E+06 <10 <100 5,9 0,9
P230584 90 1,0E+07 <10 4,9E+05 5,9 0,88
Formulacién ensayo 1
Producto Lacon curado formulacién ensayo E1
Recunto de Recuento de
. Aerobios X Recuento de BAL
Muestra Tiempo e Enterobacterias pH aw
Mesoéfilos
ufc/g ufc/g ufc/g
P230585 3 2,1E+06 <10 1,4E+04 - -
P230586 10 <1,0E5 <10 <1,0E3 6,1 0,92
P230587 20 1,1E+07 <10 <100 5,9 0,90
P230588 32 1,0E+06 3,2E+01 5,7E+02 5,7 0,89
P230589 40 2,1E+05 <10 1,7E+04 5,6 0,89
P230590 53 4,9e+07 <10 2,1E+06 5,9 0,94
P230591 61 5,3E+07 <10 <100 6,3 0,93
P230592 75 3,0E+07 <10 6,0E+04 6 0,91
P230593 90 5,5E+06 <10 9,0E+05 5,9 0,92
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Formulacidon ensayo 2

Producto Lacén curado formulacién ensayo E2
Recunto de
. Recuento de
. Aerobios X Recuento de BAL
Muestra Tiempo . Enterobacterias pH aw
Mesofilos
ufc/g ufc/g ufc/g
P230594 3 2,5E+06 7,0E+02 1,0E+02 - -
P230595 10 1,0E+05 <100 <100 6,1 0,92
P230596 20 4,5E+06 <10 2,0E+02 5,8 0,88
P230597 32 2,6E+06 <10 1,9E+03 59 0,89
P230598 40 5,7E+06 <10 <1,0E3 58 0,89
P230599 53 1,8E+06 <10 <100 58 0,89
P230600 61 1,6E+06 <10 2,8E+03 5,7 0,88
P230601 75 2,1E+07 <10 2,0E+02 59 0,9
P230602 90 5,9E+06 <10 1,0E+02 5,9 0,89

Vida util de criollo cocido

En este caso una vez elaborado el producto, fue sometido a un tratamiento térmico de pasteurizacién en los
ensayos 1y 2, tratamiento tecnoldgico que mejora significativamente la vida util del producto. En el caso del
ensayo 3 el producto fue inoculado con un cultivo BAL de propiedades bioconservadoras, previamente a su
envasado.

La vida util del producto esperada inicialmente fue de 90 dias, en producto conservado en refrigeracién y en
envasado en bolsa de vacio.

Nuevamente se ensayd una formulacion tradicional con la adicidn de sales nitrificantes establecidas en la
legislacion vigente y formulaciones de ensayo con reduccion de éstos.

Los resultados obtenidos se muestran en las tablas a continuacion.

Formulacion tradicional:

Producto Chorizo criollo cocido formulacién tradicional
Recuento de Recuento de Recuento de BAL Recuento de
Muestra Tiempo | Aerobios mesoéfilos | Enterobacterias Clostridium sr pH
ufc/g ufc/g ufc/g ufc/g

1288P 0 <1,0E+03 <10 <100 <10 -
1289P 13 <1,0E+03 <10 <100 <10 6,4
1290P 30 <1,0E+03 <10 <100 <10 5,6
1291P 45 3,6E+04 <10 <100 <10 5,6
1292P 60 2,0E+03 <10 <100 <10 -
1293P 75 >4,9E+06 <10 >4,9E+06 <10 6,2
1294P 90 2,1E+07 <10 <1,0E+04 <10 6,3

Formulaciéon ensayo 1

Producto Chorizo criollo cocido formulacion ensayo
Recuento de Recuento de Recuento de BAL Recuento de
Muestra Tiempo | Aerobios mesoéfilos | Enterobacterias Clostridium sr pH
ufc/g ufc/g ufc/g ufc/g

1296P 0 <1,0E+03 <10 <100 <10 -
1297P 13 <1,0E+03 <10 <100 <10 6,3
1298P 30 3,7E+06 <10 <100 <10 5,7
1299pP 45 2,8E+06 <10 <100 <10 6,4
1300P 60 3,9E+06 <10 <100 <10 -
1301P 75 2,1E+05 <10 <100 <10 6,4
1302P 90 <1,0E+04 <10 <100 <10 6,3
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Formulacién ensayo 2
Producto Chorizo criollo cocido formulacién ensayo E2
Recuento de Recuento de Recuento de Recuento de
Muestra | Tiempo | Aerobios meséfilos | Enterobacterias BAL Clostridium sr pH
ufc/g ufc/g ufc/g ufc/g
P230319 0 1,0E+03 <10 <100 <10 6,2
P230320 16 <1,0E3 <10 <100 <10 6,3
P230321 30 <1,0E3 <10 <100 <10 6,3
P230322 44 1,0E+03 <10 <100 <10 -
P230323 62 1,6E+04 <10 1,0E+02 <10 6,3
P230324 77 >4,9E6 <10 >4,9E4 <10 6,3
Formulacién ensayo 3
Producto Chorizo criollo cocido formulacién ensayo E3
Recuento de Aerobios Recuento de Recuento de Recuento de
Muestra Tiempo mesofilos Enterobacterias BAL Clostridium sr pH
ufc/g ufc/g ufc/g ufc/g

P230327 0 1,7E+06 <10 2,3E+06 <10 6,2

P230328 16 5,7E+06 1,0E+01 2,8E+06 <10 6,2

P230329 30 3,9E+07 <10 1,7E+08 <10 6,1

P230330 44 >4,9E7 <10 >4,9E5 <10 -

P230331 62 2,4E+08 <10 1,5E+08 <10 5,7

P230332 77 1,3E+09 <10 4,1E+08 <10 5,3

Estudio microbioldgico de pasteurizacion en lacon cocido

En ambos casos, se realizaron estudios de vida atil a 90 dias, evaluando en cada punto de muestreo el
recuento de aerobios mesofilos, recuento de enterobacterias y recuento de bacterias acido lacticas. En ambas
pruebas los valores analizados se han mantenido por debajo de los limites establecidos hasta los 90 dias, en
el caso de las enterobacterias no ha crecimiento en ningin punto de los estudios de vida util.

En los siguientes cuadros se representan los resultados obtenidos antes y después del tratamiento de
conservacioén para cada una de las formulaciones tradicional y ensayo.

Formulacion tradicional:

Producto Lacén cocido formulacién tradicional
Recuento de Recuento de
. . g . Recuento de BAL
Muestra Tiempo Aerobios mesofilos Enterobacterias
ufc/g ufc/g ufc/g
0057P 0 <1000 <10 <100
0058P 0 <100 <10 <10
Formulacidon ensayo 1:
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Producto Lacdn cocido formulacién ensayo
Recuento de Recuento de
. - . R to de BAL
Muestra Tiempo Aerobios mesdfilos Enterobacterias ecuento de
ufc/g ufc/g ufc/g
0065P 0 <1000 <10 <100
0066P 0 <100 <10 <10

- Cantidades residuales de nitrito/nitrato en las pruebas experimentales:

Entre las actividades de evaluaciéon de los productos ensayados para cada formulacidn, se procedid a
determinar el contenido a nivel de nitratos y nitritos residuales. El objetivo de estas determinaciones esta
encaminado a validar el cumplimiento de limites maximos residuales, que pudiesen ser regulados a través de
cambios en la normativa vigente.

En la tarea 4.2, se analizan los resultados obtenidos de niveles residuales de nitrito y nitrato para cada una de
las 6 referencias objeto de estudio.

Los niveles residuales de nitrito (en forma de ion nitrito y nitrito sddico) obtenidos en cada ensayo se
muestran a continuacién en la siguiente tabla:

Limite

n Nﬂﬂﬂzﬂ Residual2

Limite
NO, n Residual

PRODUCTO n MUESTRA

CHORIZO ASTURIANG  ENSAYO 2 <3,4 45 =3 67
CHORIZO ASTURIAMGO  EMSAYO 1 <i,0 45 <9,0 &7
CHORIZO ASTURIANG TRADICIOMAL =<6,0 45 <9,0 67
LACON COCIDO EMSAYO 36,4 45 54,5 67
LACON COCIDO TRADICIOMNAL 24,3 45 36,3 67
CRIOLLO COCIDO EMSAYO 1 <6,0 45 <9,0 67
CRIOLLO COCIDO EMSAYO 2 <3,4 45 <5 &7
CRIOLLO COCIDO EMSAYO 3 <34 45 <5 67
CRIOLLO COCIDO TRADICIOMAL <i,0 45 <9,0 &7
LOMO ADOBADO EMNSAYO 1 <6,0 45 <9,0 67
LOMO ADOBADO EMSAYO 2 <3,4 45 <3 67
LOMO ADOBADO EMSAYO 3 <3,4 45 <5 67
LOMO ADOBADO EMSAYO 4 <3,4 45 =3 67
LOMO ADOBADO EMSAYO 5 <3,4 45 <5 &7
LOMO ADOBADO TRADICIOMNAL =<6,0 45 <9,0 67
LACON CURADO TRADICIOMAL <3,4 45 <5 &7
LACON CURADO EMNSAYO 1 <3,4 45 <5 67
LACON CURADO EMSAYOZ2 <3,4 45 =5 67
COSTILLA ADOBADA  TRADICIOMAL 3,6 45 5.4 67
COSTILLA ADOBADA  ENSAYO 1 <34 45 <5 67
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Los niveles residuales de nitrato (en forma de ion nitrato y nitrato sédico) obtenidos en cada ensayo se

muestran en el siguiente cuadro:

Limite Limite

PRODUCTO MUESTRA B2 no, B3 Residual | Nano, [ Residual2

LOMO ADOBADO ENSAYO 1 16,8 n.a. 23 n.a.
LOMO ADOBADO ENSAYO 2 43,8 n.a. 68,3 n.a.
LOMO ADOBADO ENSAYO 3 67,8 n.a. 92,8 n.a.
LOMO ADOBADO ENSAYO 4 14,1 n.a. 19,3 n.a.
LOMO ADOBADO ENSAYO 5 16,7 n.a. 22,9 n.a.
LOMO ADOBADO TRADICIONAL 21,9 n.a. 30 n.a.
LACON CURADO TRADICIONAL 50,3 50 68,9 120
LACON CURADO ENSAYO 1 34,3 50 47,0 120
LACON CURADO ENSAYO2 70,8 S0 96,9 120
LACON COCIDO ENSAYO 18,0 n.a. 24,7 n.a.
LACON COCIDO TRADICIONAL 17,6 n.a. 24,1 n.a.
CRIOLLO COCIDO ENSAYO 1 68,6 n.a. 94 n.a.
CRIOLLO COCIDO ENSAYO 2 111,0 n.a. 152 n.a.
CRIOLLO COCIDO ENSAYO 3 106,6 n.a. 146 n.a.
CRIOLLO COCIDO TRADICIONAL 2 114,6 n.a. 157 n.a.
CRIOLLO COCIDO TRADICIONAL 1 95,3 n.a. 130,5 n.a.
COSTILLA ADOBADA  TRADICIONAL 58,4 50 80 120
COSTILLA ADOBADA  ENSAYO1 42,34 50 58 120
CHORIZO ENSAYO 2 279,6 S0 383 120
CHORIZO ENSAYO 1 94,3 S0 129,2 120
CHORIZO TRADICIONAL 214,5 S0 293,9 120

- Estabilidad Oxidativa:

El indice de perdxidos es una medida de la concentracibn de los productos primarios
de la oxidacion de la grasa o hidroperdxidos, que se expresa como miliequivalentes de
los peréxidos por kilogramo de grasa extraida. Indica el estado de enranciamiento de la grasa.

El indice de perdxidos aumenta hasta un punto mdaximo, después del cual empieza a disminuir por la
formacién de otros compuestos, como son aldehidos y cetonas. Pero la generacidn de compuestos que dan
olor arancio continla aumentando a lo largo del tiempo. Por esta razén el método esta limitado a las primeras
etapas de la oxidacion: que un alimento demasiado oxidado tenga un indice bajo de perdxidos (con sus
propiedades organolépticas alteradas) es propio de reacciones avanzadas. Por este motivo, se debe tener
cuidado al interpretar los resultados. Se trata de una determinacién sencilla y de facil aplicacién. Sin embargo,
los resultados presentan rangos de variabilidad amplios y son métodos extremadamente sensibles a los

cambios de temperatura.
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La determinacién del indice de perdxidos indica el grado de oxidacidon en el momento del analisis, es decir, en
un momento determinado en el tiempo, permitiendo asi evaluar en un periodo de tiempo cémo evoluciona.

En el marco del proyecto NitraOut, la valoracion del indice de perdxidos como indicador de la oxidaciéon
lipidica y su estado de enranciamiento (estabilidad oxidativa) se ha orientado hacia tres de las referencias
ensayadas: los dos productos crudo-curados, chorizo y lacdn curado, y el criollo cocido por su destacado
contenido en grasa. En el caso de los derivados adobados, por su contenido en pimentdn, y en el caso del
lacén cocido, por el bajo nivel de grasa que presenta, no se ha considerado de eleccién el indice de perdxidos
como metodologia para evaluar su estabilidad oxidativa.

De forma general, cuanto menor es el indice de perdxidos en un tiempo determinado mejor se va a conservar
el producto porque menos probabilidades tendran de oxidarse. Pero el indice de perdxidos en una grasa a lo
largo del tiempo tiene un comportamiento «gaussiano», va aumentando hasta un determinado nivel y a partir
de ahi comienza a bajar, aunque se siga oxidando, ya que los perdxidos se transforman en radicales o grupos
funcionales mas oxidados como cetonas o aldehidos, por ello cuando se mide en un momento dado el indice
de perdxido no sabemos si estamos en la zona de subida o de bajada.

Este parametro depende mucho de la composicion de dcidos grasos del producto, asi como de las condiciones
conservacion posterior. El empleo de envases no adecuados, grasas no protegidas de la luz /calor y la
presencia de aditivos antioxidantes en el producto van a influir en la evolucion del enranciamiento.

A continuacion, se sefalan los valores determinados de indice de perdxidos en las pruebas experimentales de
chorizo asturiano a lo largo de su vida util en formulacidn tradicional y en ensayo 1. En ambos casos los
resultados obtenidos son satisfactorios, y estan alineados con los resultados obtenidos a nivel sensorial por
el panel de cata, donde no se han detectado sabores o aromas a rancio en el producto.

CHORIZO ASTURIANO

40

IP

20

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

DIAS
—@— TRADIC. —@—ENSAYO

En el siguiente grafico se representa la evolucién de los perdxidos en criollo cocido en tres puntos a lo largo
de su vida util a 90 dias. Los datos obtenidos en general son bajos y, por tanto, en linea con los resultados

obtenidos en el andlisis sensorial realizado por el panel de cata.
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CRIOLLO COCIDO
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En el caso del lacén curado, la valoracién del indice de perdxidos ha ofrecido datos poco concluyentes,
especialmente a tiempo inicial de la vida atil con valores anormalmente elevados en los dos ensayos, sin
correspondencia con los resultados para la evaluacién del pardmetro de sabor rancio por el panel de cata.

LACON CURADO
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Indicadores de grado avance del proyecto: Se han realizado y finalizado estudios de vida util en base a
caracteristicas fisicoquimicas, microbioldgicas y sensoriales en las pruebas experimentales en cada uno de
los productos objeto de estudio del proyecto. Se ha finalizado un estudio de estabilidad oxidativa en chorizo

asturiano, criollo cocido y lacén curado.

TareaT3.3.- Evaluacidn a nivel Organoléptico

- Estudio por panel de cata.

Este trabajo ha sido realizado por el panel de cata experto de ASINCAR, entrenado en los principios del
analisis sensorial para la evaluacion de derivados carnicos. La cata disefiada fue descriptiva, en condiciones
ciegas y bajo las buenas practicas de realizacidon de una cata alimentaria, desarrollada por al menos 4

catadores expertos y formados.
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Se han desarrollado fichas de cata especificas para cada tipo de derivado cdrnico con el objeto de

desarrollar los andlisis descriptivos al inicio de la vida Gtil de cada producto para su caracterizacion.

El analisis descriptivo desarrollado se basa en la medicidn de cada uno de los atributos considerados en las
fichas disefiadas, mediante una escala numérica 1 a 5. El analisis de los resultados de las catas se realiz
calculando la moda de cada parametro evaluado en referencia a todos los catadores, con los siguientes

resultados mostrados en los graficos radiales correspondientes.

LOMO ADOBADO
e TRADICIONAL e ENSAYO1 ENSAYO2 e ENSAYO3 — e===ENSAYO4
Aspecto general
5
Cosistencia , sabor salado
Jugosidad sabor especias

Color caracteristico

En el caso del lomo adobado, el ensayo 5 no ha sido evaluado a nivel organoléptico descriptivo por panel
experto, al no haber superado la evaluacién sensorial preliminar tal y como se ha sefialado en la tarea 2.4
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COSTILLA ADOBADA

«=@=—=TRADICIONAL ==@==ENSAYO1

Aspecto general
5

Cosistencia sabor salado

Jugosidad sabor especias

Color caracteristico

CHORIZO ASTURIANO

=@=—=TRADICIONAL ==@=ENSAYO1 ENSAYO2

Aspecto general
5

Cosistencia firme sabor salado

Color caracteristico sabor especias

sabor rancio
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LACON CURADO
«=@==TRADICIONAL e==@==ENSAYO1 ENSAYO2
Aspecto general
5
4
Cosistencia sabor salado
2
1
0
Color carne sabor a rancio
Color grasa
CRIOLLO COCIDO
e TRADICIONAL e ENSAYO1 ENSAYO2  emm==ENSAYO3

Aspecto general

Cosistencia sabor especias

Jugosidad sabor a rancio

Color caracteristico
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LACON COCIDO

=@=—=TRADICIONAL ==@==ENSAYO1

Aspecto general
4

4

Cosistencia sabor salado

Jugosidad sabor especias

Color caracteristico

- Estudio colorimétrico instrumental

Uno de los atributos que con mayor frecuencia determina la aceptabilidad y en consecuencia la vida util
comercial de los derivados cdrnicos son las caracteristicas organolépticas evaluables a través de la vista, como
es el color.

Las alteraciones del color en los derivados carnicos se asocian a varios factores, destacando sobre todo la falta
de formacién del color por la accién del nitrito sobre la hemoglobina, el deterioro causado por la presencia
de bacterias alterantes en el producto y la oxidacidn lipidica.

Con el fin de evaluar la evolucidn del color en las muestras con nueva formulacidn, frente a las muestras
control o tradicional, se realizaron estudios colorimétricos a lo largo de la vida Gtil mediante un colorimetro
KONICA-MINOLTA Modelo CM-2300d a lo largo de la vida util.

Estudio colorimétrico realizado en lomo adobado:

Formulacién tradicional:

UNION EUROPEA

Fondo Europeo m ia V) Pagina 73 de 101
INNOVACION

Regional
CONSEJERIA DE CIENCIA,
INNOVACION Y UNIVERSIDAD




ADINCAR

centro tecneldgice agroalimentario

Producto Lomo adobado formulacién tradicional
Muestra Tiempo Color Color Color
a b L
1264P 0 23,88 27,00 19,66
1265P 11 24,31 26,95 18,20
1266P 20 39,76 17,32 14,56
1267P 29 38,94 23,36 15,58
1268P 39 44,34 12,14 17,16
1269P 48 30,40 31,52 41,43
1270P 60 30,31 37,64 58,49
Formulaciéon de ensayo 1:
Producto Lomo adobado formulacion ensayo
Muestra Tiempo Color Color Color
a b L
1271P 0 27,96 23,55 16,97
1272P 11 26,25 24,01 17,12
1273P 20 43,70 15,94 19,48
1274P 29 41,60 16,30 18,29
1275P 39 35,10 18,95 26,01
1276P 48 26,04 34,15 44,65
1277pP 60 34,06 40,13 52,00
Formulacion de ensayo 2:
Producto Lomo adobado formulacién ensayo E2
Muestra e Color Color Color
a b L
P230282 0 6,34 13,38 51,58
P230283 13 6,76 14,22 55,87
P230284 20 7,86 12,93 49,08
P230285 29 6,87 11,92 48,07
P230286 40 5,48 13,88 47,24
P230287 48 - - -
P230288 61 5,42 10,20 48,39
Formulaciéon de ensayo 3:
Producto Lomo adobado formulacién ensayo 3
Muestra Tiempo Color Color Color
a b L
P230290 0 8,49 15,38 55,12
P230291 13 3,14 10,72 50,26
P230292 20 9,43 18,80 56,02
P230293 29 11,04 16,98 54,02
P230294 40 4,76 13,42 50,65
P230295 48 - - -
P230296 61 11,14 17,52 57,89
Formulacion de ensayo 4:
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Producto Lomo adobado formulacién ensayo E4
Muestra Tiempo Color Color Color
a b L
P230511 0 1,67 12,08 55,01
P230512 12 - - -
P230513 20 2,37 11,34 55,52
P230514 29 3,05 14,33 55,76
P230515 41 5,13 11,62 55,09
P230516 48 2,90 13,59 58,99
Formulacién de ensayo 5:
Producto Lomo adobado formulacién ensayo E5
Muestra SE NS Color Color Color
a b L
P230519 0 1,67 12,08 55,01
P230520 12 - - -
P230521 20 5,40 9,94 52,26
P230522 29 3,33 8,55 46,58
P230523 41 9,30 14,55 52,23
P230524 48 9,84 14,55 52,57

Estudio colorimétrico realizado en costilla adobada:

Formulacion tradicional:

Producto Costilla adobada Tradicional
Muestra Tiempo L a b
230012P 0 42,26 14,17 13,03
230013P 13 34,76 30,11 24,39
230014P 20 44,52 32,6 36,06
230015P 29 35,61 30,4 22,32
230016P 40 35,01 25,04 18,12
230017P 47 32,7 19,07 12,12

Formula de ensayo 1:

Producto Costilla adobada ensayo 1
Muestra Tiempo L a b
230021P 0 35,8 6,58 6,15
230022P 13 35,08 28,74 28,94
230023P 20 45,88 30 32,05
230024pP 29 40,83 28,9 26,38
230025P 40 39,13 29,12 26,14
230026P 47 36,46 30,15 27,84
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Estudio colorimétrico realizado en chorizo asturiano:
Formulacion tradicional:
Producto Chorizo asturiano formulacién tradicional
Muestra Tiempo Color Color Color
a b L
1206P 0 14,97 6,79 30,1
1207P 15 18,07 14,13 21,44
1208P 30 13,71 2,71 37,97
1209P 45 19,53 15,44 30,64
1210P 58 16,72 9,07 32,24
1211P 75 19,07 16,23 27,85
1212P 90 20,11 16,31 33,31
Formulacién ensayo 1:
Producto Chorizo asturiano formulacién ensayo
Muestra Tiempo Color Color Color
a b L
1213P 0 11,15 9,19 28,75
1214pP 15 16,7 10,64 30,93
1215P 30 18,48 3,08 32,37
1216P 45 24,11 12,84 31,4
1217P 58 28,65 25,54 24,8
1218P 75 13,81 16,63 32,16
1219pP 90 21,47 16,68 33,42
Formulacidn ensayo 2:
Producto Chorizo asturiano formulacién ensayo 2
Muestra Tiempo Color Color Color
a b L
P230173 0 19,16 13,26 30,75
P230174 16 20,04 22,08 31,58
P230175 30 22,41 24,03 33,08
P230176 45 25,55 24,45 37,77
P230177 59 24,67 26,88 41,1
P230178 77 23,72 24,02 40,1
P230179 91 23,12 22,15 38,07
Estudio colorimétrico realizado en Lacén Curado
Formulacion tradicional:
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Producto Lacdn curado formulacién tradicional
Muestra i Color Color Color
a b L
P230576 3 12,42 10,54 42,89
P230577 10 7,73 9,09 37,39
P230578 20 8,41 9,47 49,93
P230579 32 8,40 7,84 43,96
P230580 40 9,98 10,10 42,04
P230581 53 7,92 10,07 44,68
P230582 61 14,53 9,61 39,48
P230583 75 9,8 8,4 36,95
P230584 90 4,34 6,81 41,63
Formulacién ensayo 1:
Producto Lacdn curado formulacién ensayo E1
Muestra Tiempo Color Color Color
a b L
P230585 3 0,72 10,06 44,85
P230586 10 9,51 5,63 35,61
P230587 20 4,73 7,94 35,93
P230588 32 4,73 7,94 35,93
P230589 40 5,79 8,21 35,60
P230590 53 11,10 9,44 40,93
P230591 61 13,07 11,03 41,89
P230592 75 7,53 7,73 38,01
P230593 90 7,92 8,65 43,57
Formulaciéon ensayo 2:
Producto Lacén curado formulacién ensayo E2
Muestra TS Color Color Color
a b L
P230594 3 5,86 13,56 53,90
P230595 10 10,34 7,15 38,29
P230596 20 9,43 8,71 42,34
P230597 32 8,99 6,51 39,72
P230598 40 9,78 8,13 39,18
P230599 53 8,16 7,74 41,98
P230600 61 10,27 8,58 44,88
P230601 75 8,19 11,34 49,8
P230602 90 9,97 9,38 37,85
Estudio colorimétrico realizado en criollo cocido
Formulacidn tradicional:
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Producto
Muestra TIETe Color Color Color
a b L
P230335 0 7,00 13,18 57,51
P230336 16 7,67 14,54 59,29
P230337 30 7,33 18,74 63,33
P230338 44 6,71 15,16 68,98
P230339 62 6,13 14,30 65,33
P230340 77 8,91 13,36 62,38
Formulacién Ensayo 2:
Producto Chorizo criollo cocido formulacién ensayo
Muestra Tiempo Color Color Color
a b L
P230327 0 7,64 15,57 65,40
P230328 16 10,26 13,27 62,09
P230329 30 9,34 16,55 64,24
P230330 44 7,04 16,72 67,46
P230331 62 6,84 15,70 65,89
P230332 77 8,06 15,16 68,04
Formulacién Ensayo 3:
Producto Chorizo criollo cocido formulacidn ensayo E3
Muestra SIEEe Color Color Color
a b L
P230319 0 8,16 13,49 59,67
P230320 16 6,66 14,45 67,37
P230321 30 6,68 14,15 64,00
P230322 44 7,53 15,42 64,30
P230323 62 9,22 19,53 62,11
P230324 77 8,33 15,89 68,58

Estudio colorimétrico en lacon cocido.

Formulacidn tradicional: tras el tratamiento térmico de conservacion.

Producto Lacon cocido formulacion tradicional
Muestra Tiempo L a b
0057P 0 - - -
0058P 0 55,09 11,77 10,42
Formulacion de ensayo
Producto Lacon cocido formulacion ensayo
Muestra Tiempo L a b
0065P 0 - - -
0066P 0 61,28 12,1 11,73
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Indicadores de grado avance del proyecto:
Se ha realizado evaluacidn a nivel organoléptico por panel de cata experto en los ensayos seleccionados para
cada una de las 6 referencias. Se han realizado estudios colorimétricos instrumentales a lo largo de la vida util

en lomo adobado, costilla adobada, chorizo asturiano, lacén curado y criollo cocido.

Entregable Hito 3:

- Informe de resultados de ensayos de desafio, caracteristicas sensoriales y vida (til de los ensayos

experimentales.

HITO 4: VALIDACION DE RESULTADOS OBTENIDOS.

TareaT4.1.- Validacién escala preindustrial

El objetivo de esta tarea es la demostracion y validacidn a nivel del proceso de elaboracidn, de las estrategias
ensayadas y evaluadas con resultado satisfactorio en cuanto al proceso de nitrificacidn y estabilidad, en un

entorno relevante a escala preindustrial, como es la planta piloto de ASINCAR Centro Tecnoldgico.

Para cada una de las referencias objeto de estudio en el proyecto y evaluadas en el hito 3, se ha elaborado la
correspondiente formulacién tradicional y al menos una formulacién de las ensayadas, seleccionando aquella

gue mas se ajusta a los niveles de nitrificantes establecidos.

Los modelos de proceso productivo seguidos se han tratado de ajustar a los procesos tradicionales en la
industria cdrnicas asturiana, con el objeto de obtener una validacidon lo mas cercana posible a la escala

industrial.

Para el desarrollo de estos ensayos de validacidn se ha utilizado carne de porcino en todas las pruebas,
suministrada por un matadero regional, en forma de cortes especificos o en forma de canales de cerdo. En
este Ultimo caso, las canales fueron despiezadas para a continuacion clasificar y, en su caso, almacenar los

diferentes cortes obtenidos y ser empleados en los diferentes ensayos descritos a continuacion:

Lomo Adobado:

En el caso del lomo adobado fresco la validacién a escala preindustrial se ha realizado a través de la
elaboracion en la planta piloto de ASINCAR de ensayos correspondientes a las formulaciones tradicional y

Ensayo 2.

- Tradicional: 150ppm de nitrito + ascorbato sddico.

- Ensayo 2: 120 ppm de nitrito sédico + ascorbato sddico + 2,5% de lactato sédico/acetato sddico.

El proceso productivo desarrollado se describe a en los siguientes pasos:
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- Recepciodn de materia prima cdrnica y acondicionamiento: eliminacién del cordén del lomo y corte
de los lomos por la mitad.

- Pesado de cada lote de lomo adobado. Debido al uso de equipos a escala industrial, como es el
bombo de masaje, en el que es necesario emplear una cantidad o volumen minimo de producto, se
establecié la necesidad de trabajar con una cantidad minima de entre 4 y 6 lomos por cada lote.

- Pesado de sal y aditivos seglin cada una de las dos formulaciones ensayadas, en funcién del peso de
los lomos.

- Salado de las piezas de lomo en bombo de masaje marca MIMASA modelo LM100, durante 30
minutos. Velocidad 6 rpm.

- Envasado de las piezas en bolsas al vacio mediante campana de vacio y reposo 5 dias en
refrigeracion entre 3 y 52C

- Preparaciéon y pesado de ingredientes para adobo.

- Adobado de los lomos en bombo de masaje marca MIMASA modelo LM100

- Envoltura en film plastico y reposo 48 en refrigeracion entre 2 y 42C

- Loncheado de piezas y envasado de muestras en bolsas al vacio.

- Conservacion en cdmara en refrigeracion entre 2 y 42C.

Se ha validado el proceso de elaboracién del lomo adobado con reduccidn de nitrito ensayo 2, tanto a nivel

tecnoldgico de proceso de elaboracién como a nivel organoléptico a lo largo del periodo de conservacion.

Costilla Adobada

La validacion a escala preindustrial de la costilla adobada se ha realizado a través de la elaboracién en la
planta piloto de ASINCAR de los ensayos correspondientes a las formulaciones tradicional y Ensayo,

disenadas en el hito 2.

- Tradicional: 150ppm de nitrito + ascorbato sddico

- Ensayo 1: 80 ppm de nitrito sddico + ascorbato sédico + 3% de lactato sddico/acetato sédico.

El proceso productivo desarrollado para la costilla adobada y que ha sido validado a nivel tecnolégico y

sensorial, se describe a en los siguientes pasos:

- Recepcidn de materia prima carnica y acondicionamiento de los pafios de costilla en tiras. Cada
pafio de costilla se divide en dos tiras longitudinales

- Pesado de sal, aditivos e ingredientes del adobo segln cada una de las dos formulaciones, en
funcién del peso de cada lote de costilla a adobar.

- Adobar con todos los ingredientes en bombo de masaje marca MIMASA modelo LM100, durante 10
minutos a velocidad baja de 6 rpm. Para cada amasada fueron utilizadas 6 tiras

- Después del masaje, colocar en bandejas y dejar en reposo 3 - 4 dias en refrigeracion entre 2 y 42C

- Ligero secado en horno Maurer-Atmos modelo Titan en calor seco a 502C durante 45 minutos.

UNION EUROPEA

2
Fondo Europeo (-\ H \/ &) Pégina 80 de 101
de Desarol (U/ 1a YEICYT

Regional INNOVACION CONSEJERIA DE CIENCIA,

INNOVACION Y UNIVERSIDAD




A & "NI ™ A
.ﬂ\"lk\anz

centro tecneldgice agroalimentario

- Conservacidn en cdmara en refrigeracion inferior a 52C envasadas al vacio en bolsa de material

polimérico.

La validacion del ensayo con reduccién de nitrito en su formulacién para el ensayo E1 ha sido satisfactoria

en términos tecnoldgicos y sensoriales.

Chorizo Asturiano

La validacién a escala preindustrial del chorizo asturiano se ha realizado a través de la elaboracién en la
planta piloto de ASINCAR de los ensayos correspondientes a las formulaciones Tradicional y Ensayo 1,

disefiadas en el hito 2.

- Tradicional: 150ppm de nitrito + 150 ppm de nitrato + ascorbato sédico.

- Ensayo 1: 100 ppm de nitrito sddico + 120ppm de nitrato + ascorbato sddico.

En ambos casos se han utilizado cultivos iniciadores a base de bacterias acido lacticas (Lactobacillus spp) no

productoras de bacteriocinas en las cantidades adecuadas al volumen de masa de picadillo.

El proceso de elaboracién del chorizo ha consistido en la elaboracién del picadillo y posterior embuticion,

ahumado y secado, siguiendo los siguientes pasos:

- Acondicionamiento de la carne y la grasa de cerdo, eliminacion de tejidos no aptos para el producto
como es el tejido conjuntivo.

- Preparaciony pesado de ingredientes y aditivos.

- Picado de la carne en picadora industrial Mainca modelo PC-114, en placa de 6 mm, en una sola
pasada.

- Amasado en vacio en amasadora marca Cato modelo AV50 durante 4 minutos. Con el objeto de lograr
un amasado y mezclado homogéneo de los ingredientes, en cada lote se emplearon entre 8 y 10 kg
de masa de picadillo.

- Reposos de la masa 24h en camara de maceracion, t2=42C.

- Embutido en embutidora en continuo con tolva y sistema de vacio, marca SIA modelo Junior, en tripa
de cerdo calibre 34/36., atado y grapado de ristras de 6 ud.

- Acontinuacidn, se sometieron a un proceso de ahumado/estufaje durante 24 horas en horno Maurer
Atmos modelo Titan. Por ultimo, fueron secados en secadero artificial, durante 8 dias en unas
condiciones entre 10 y 152C y humedad entre 80% y 60%.

- Una vez que hubieran alcanzado el grado de deshidratacion deseado, se envasaron al vacio y se

conservaron a temperatura ambiente hasta su valoracion.

Se validd el proceso tecnoldgico de elaboracion a través de la determinaciéon del pH (<5.2) y la Aw (<0.92) al
final del proceso de elaboracién, como medida para garantizar la estabilidad del producto a lo largo de su vida

atil. A nivel sensorial, el ensayo a escala piloto en esta tarea ha sido validado de forma satisfactoria.
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Lacon Curado:

Se trata un producto crudo curado elaborado con la parte mas distal de la extremidad anterior del cerdo., sin
el hueso de la escapula y estructuras musculares asociadas. Tras los ensayos desarrollados en el hito 3, se
tomoé la decisidn de realizar una prueba comparativa entre la formulacién tradicional y el ensayo 1, con el

objeto de la validacidn con materia prima fresca.
Los lotes elaborados fueron:

- Tradicional fresco: 150ppm de nitrito + 150 ppm de nitrato + ascorbato sédico.
- Ensayo 1 fresco : 120 ppm de nitrito sdédico + 120ppm de nitrato + ascorbato sddico

- Ensayo 2 descongelado: 120 ppm de nitrito sédico + 120ppm de nitrato + ascorbato sédico
El proceso de elaboracién seguido se describe a continuacién:

- Acondicionamiento de los lacones en fresco, recorte e igualacién en peso de las piezas.

- Pesado de los aditivos, junto con una cantidad de sal minima.

- Salado de cada lote de lacones en bombo de masaje marca MIMASA, modelo LM100, durante 20
minutos sin vacio, velocidad 8 rpm.

- A continuacion, se sacaron los lacones del bombo y se colocaron en bandejas cubiertos de sal, de
forma que la totalidad de cada lacdn quedé cubierta por una cantidad minima de 2-3cm de sal.

- Reposo de las piezas cubiertas de sal, durante 3 dias por cada kg de peso de lacén en fresco, para los
lacones objeto del ensayo, con una media de 3,5kg/lacén, el tiempo de reposo en sal fue de 11 dias.
Este reposo se realizdé en cdmara de refrigeraciéon a temperatura entre 3-59C.

- Unavez finalizado el periodo de reposo en sal, los lacones se ducharon y permanecieron en inmersion
en agua fria durante 3 horas, para desalado superficial.

- Tras el escurrido, fueron llevados a secadero en condiciones de 252C y 50% de humedad, durante 5 a
7 dias, para su estabilizacion.

- Previamente a su envasado fueron cortados en porciones transversales mediante sierra de cinta y
envasadas en bolsas de vacio. Permaneciendo conservadas a tempetura de refrigeracién durante el

periodo de validacion.

El resultado de la validacion del ensayo 1, en comparacién con el lote tradicional, no ha sido satisfactorio.
Aungue a nivel tecnoldgico el producto demuestra estabilidad, a nivel sensorial la presencia de halo de color
interno (al igual que se evidencio en los ensayos experimentales del hito 2) parece indicar que la reduccion
de los nitrificantes en el marco del proceso de elaboracién implementado afectaria a sus propiedades

sensoriales y puede generar el rechazo del consumidor

Criollo cocido.
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El criollo cocido se trata de un producto cdrnico embutido y tratado térmicamente mediante coccidn. Se
elabora a partir de carne y grasa de cerdo (papada, tocino, panceta, etc.,) junto con los ingredientes y aditivos

sefialados en las formulaciones del hito 2.

A partir de las pruebas iniciales desarrolladas en la ejecucion del hito 2, se ha realizado la validacién industrial

de los ensayos tradicional y ensayo 3, que ha superado de forma satisfactoria las evaluaciones del hito 3.
Estos dos lotes elaborados ha sido sometidos a validacion en esta tarea:

- -Tradicional: 150ppm nitrito + ascorbato

- - Ensayo 2: 120ppm nitrito + ascorbato
En ambos casos, cada lote fue sometido a un tratamiento térmico post envasado de 702C/35min.
En el caso del criollo cocido, el proceso de elaboracién seguido se resume en los siguientes pasos:

- Acondicionamiento de la materia prima carnica previa al picado.

- Pesadoy premezclado de ingredientes y aditivos.

- Picado de la carne y grasa de cerdo en picadora industrial Mainca modelo PC-114, en placa de 6 mm,
en una sola pasada.

- Amasado en vacio en amasadora marca Cato modelo AV50, durante 5 minutos. Con el objeto de lograr
un amasado y mezclado homogéneo de los ingredientes, en cada lote se emplearon entre 8 y 10 kg
de masa.

- Embutido en embutidora en continuo con tolva y sistema de vacio, marca SIA modelo Junior, en tripa
de cerdo calibre 34/36.

- Coccién en horno Maurer Atmos modelo Titan, en condiciones de saturacién de vapor a 809C, hasta
alcanzar 72 en el centro de la pieza.

- Enfriamiento rdpido en cdmara de refrigeracion.

- Envasado en bolsa de vacio

- Tratamiento térmico post envasado durante 35minutos a 702C en horno Maurer Atmos modelo Titan,

en saturacion de vapor. El objetivo de este tratamiento es alargar la vida util del producto.

El procesado del criollo cocido a escala preindustrial desarrollado en esta tarea ha sido validado de forma
satisfactoria. A nivel sensorial no se han detectado diferencias entre ambos lotes elaborados. A nivel
tecnoldgico no se han encontrado alteraciones asociadas a la reduccidn de nitrito sédico en el ensayo

formulado y elaborado.

Lacén Cocido.

A escala preindustrial se han elaborado dos lotes de produccion de lacén cocido correspondientes a las

siguientes formulaciones:

- Tradicional: 150ppm nitrito + ascorbato

- Ensayo: 100ppm nitrito + ascorbato
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El proceso de elaboracion seguido se resume en las siguientes etapas:

- Despiece y deshuese de los lacones de cerdo, a partir de paleta de cerdo.

- Pesadoy premezclado de la sal y los aditivos necesarios formulados.

- Masaje de piezas carnicas, ingredientes y aditivos en bombo de masaje marca MIMASA modelo
LM100, a 12 rpm durante un minimo de 6 horas en condiciones de vacio (800mbar)

- Colocacién en molde de coccidn

- Coccién en horno Maurer Atmos modelo Titan, en condiciones de saturacién de vapor a 759C, hasta
alcanzar 68 en el centro de cada molde.

- Enfriamiento rapido en camara de refrigeracién

- Desmoldado, corte y envasado en bolsa de vacio

- Tratamiento térmico post envasado durante 35minutos a 702C en horno Maurer Atmos modelo Titan,

en saturacién de vapor. El objetivo de este tratamiento es alargar la vida atil del producto.

A nivel sensorial no se han detectado diferencias entre las dos pruebas elaboradas: formulacién tradicional y
formulacidn ensayo. A nivel tecnoldgico no se han encontrado alteraciones asociadas a la reduccién de nitrito

sodico en el ensayo.

Indicadores de grado avance del proyecto: se ha realizado validacién a escala preindustrial en los siguientes
derivados ensayados:

- Lomo adobado: formulacién tradicional y ensayo 2.

- Costilla Adobada: formulacidn tradicional y ensayo 1.

- Chorizo asturiano: formulacién tradicional, ensayos 1y 2.

- Lacén Curado: formulacién tradicional y ensayos 1.

- Criollo cocido: formulacidn tradicional y ensayo 3.

- Lacén Cocido: formulacién tradicional y ensayo 1.

TareaT4.2.- Andlisis de resultados

A partir de los resultados obtenidos del desarrollo del hito 3 y de la validacion a escala preindustrial propuesta
en la tarea anterior, se procedié al andlisis comparativo de los diferentes ensayos y a su interpretacion,
enfrentando los datos obtenidos de las muestras control tradicional y los ensayos formulados para cada

derivado carnico estudiado.

LOMO ADOBADO

A nivel del estudio de vida util desarrollados en el hito 3; en cuanto al recuento de enterobacterias los

resultados se representan en el siguiente grafico:
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Enterobacterias Lomo Adobado
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Todos los ensayos desarrollados mejoran los recuentos de enterobacterias con relacidn a la formulacion
tradicional. El andlisis del recuento de enterobacterias indica que los ensayos 2, 3 y 5 inhiben el crecimiento
de enterobacterias desde el inicio. De estos, los ensayos 3 y 5, en los que se emplean cultivos microbianos
podrian ayudar a dar estabilidad microbiolégica compitiendo frente a este grupo de alterantes.

Los ensayos 1y 4 muestran un efecto bacteriostatico frente a este grupo de alterantes, aunque el E1 a los 39
dias de conservacion supera los limites establecidos para las enterobacterias.

Se evidencia un efecto sinérgico con el lactato/acetato en el recuento de enterobacterias como
microrganismo indicador para el estudio de vida util desarrollado.

A nivel de pH, salvo la muestra tradicional todos los ensayos muestran una evolucidn similar, al menos hasta

los 30 dias del estudio, con una tendencia estable a lo largo de todo el periodo de estudio.

pH Lomo Adobado

——T
—o—rf1
E2
—o—:3
—o—F£4
ES

70

dias

El estudio de aw no permite establecer conclusiones en cuanto a su estabilidad microbiolégica para ninguna
de las muestras estudiadas. A tiempo inicial todas las muestras presentan un valor de aw superior a 0,95,
incluso las que contienen en su formulacidn lactato sddico, en las que serian esperables valores inferiores

para este pardmetro.
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AW Lomo Adobado
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A nivel del estudio con colorimetro instrumental, los ensayos T y E1, muestran valores similares en
comparacion con el resto de los ensayos, a nivel de color rojo (a*), presenta resultados significativamente

mejores, lo que es compatible con mayor grado de nitrificacién de la carne y estabilidad del color formado.

Luminosidad L* Lomo Adobada
80,00
——T
60,00 . P
—ge —— e 4 —o—¢£1
¥, 40,00
E2
20,00
—e—£3
0,00
0 10 20 30 40 50 60 70 —O—E4
dias E5
Color a* Lomo Adobado
50,00
40,00 =T
, 30,00 —o—tl
® 20,00 E2
10,00 g W —E3
0,00 —9
0 10 20 30 40 50 60 70 —O—E4
dias ES

El estudio sensorial por panel de cata para el lomo adobado no establece diferencias significativas entre los
lotes evaluados, aunque las formulaciones adicionadas con lactato/acetato presentan mayor intensidad en el
sabor salado, respecto al resto de los ensayos, destacando en este sentido la muestra E1. La reduccion de la
cantidad de nitrito no condiciona el color del lomo, pero si la ausencia de nitrito en la formulacidn, tal y como

se evidencia en el ensayo E5 de lomo adobado.
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Las pruebas seleccionadas para el estudio de Challenge test con Salmonella entérica han sido la formulacion
tradicional y ensayo 1, ya que presentan los mejores resultados en cuanto al desarrollo del color a tiempo
inicial. Los resultados obtenidos muestran que ambos procesos inhiben de forma muy ligera el crecimiento

de Salmonella entérica.

Potencial de crecimiento de Salmonella:
Lomo Adobado
5,00
oo 4,50
>
5 4,00
5 ——T
S 350 W
—@—E1
3,00
0 20 40 60 80 f
dias T -0,24
E1l -0,59

No se ha detectado residual de nitrito en las formulaciones ensayadas de lomo, mientras que el nivel de
residual de nitrato es inferior a 70ppm, justificada por el contenido natural de nitrato en el pimentdn, la sal,
etc. y la falta de una etapa que favorezca la reduccién de los mismo por accién de micrococos nitrato
reductores.

En el desarrollo del proyecto NitraOut, se ha validado la estrategia del uso de ascorbato sédico con el objeto
de evitar la presencia de cantidades residuales significativas de nitrito y constituyendo una herramienta para

el control de la formacién de nitrosaminas exdgenas en productos carnicos.

COSTILLA ADOBADA

Las dos formulaciones de costilla adobada fueron evaluadas en el hito 3 con resultados satisfactorios para el

ensayo 1.
A nivel de vida util, en el siguiente cuadro se representan los resultados obtenidos en el recuento de

enterobacterias:

Recuento enterobacterias: costilla adobada
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El ensayo 1 reformulado con lactato acetato, mejora de forma significativa los recuentos de enterobacterias,
que se mantienen por debajo de los limites establecidos (10* ufc/g) hasta casi los 50 dias de conservacion en

refrigeracion.

La evolucion del pH y aw se mantiene estable en el ensayo 1 frente a la formulacion tradicional.

pH - Costilla Adobada
8
7
6
T —@— Seriesl
< 5
——E
4
3
0 10 20 30 40 50
Dias
aw - Costilla Adobada
0,98
0,96
2 oo b e
© 0,94 —@—aw
0,92 —@— aw
0,9
0 10 20 30 40 50
Dias

El estudio Challenge test en costilla adobada no muestra diferencias entre ambas formulaciones, ambas

inhiben el crecimiento de Salmonella entérica a lo largo de la vida util.

Potencial Crecimiento Salmonella
4,00
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>
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La reduccion de la dosis de nitrito a 80ppm en la formulacién E1, no condiciona el color en el producto final,

tal y como se refleja tanto en el estudio colorimétrico instrumental, como a nivel del estudio por panel de

cata.
L* - Costilla Adobada
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0
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A nivel sensorial, el ensayo 1 muestra mayor percepcion del sabor salado y menor del sabor a especias propias
del adobo, lo que estaria justificado por el uso del complejo lactato acetato.

Aligual que el lomo adobado, no se ha detectado residual de nitrito en las formulaciones ensayadas, mientras
que el nivel de residual de nitrato es bajo y justificado (sin que sea afiadido) por el contenido natural de nitrato
en el pimentdn, la sal, etc. y la falta de una etapa que favorezca la reduccién de los mismo por accién de

micrococos nitrato reductores.

CHORIZO ASTURIANO

En el caso del chorizo asturiano se procedid a analizar los resultados obtenidos en el estudio de vida util, a
nivel de la formulacién tradicional y ensayo 1. La formulaciéon ensayo 2, no ha alcanzado los niveles de
estabilidad fisico quimicos adecuados en cuanto a aw, para obtener conclusiones sobre las estrategias de

reduccion de nitrificantes empleadas.
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AW Vida util. Chorizo asturiano.
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Asi, para los ensayos Ty E1 evaluados, la evolucidén de aw y pH, durante el proceso productivo es muy similar,
favorecida por la incorporacién en ambos ensayos de BAL homofermentativas que dirigen el proceso
fermentativo. Los resultados de los ensayos tipo Challenge test durante el proceso de elaboracién de ambos
lotes, con Listeria monocytogenes y Salmonella entérica, en las muestras Ty E1, indica que dichos procesos

productivos inhiben el crecimiento de ambos patégenos.

adW proceso
1,05
= 0,95 .—’\N
< 0,85 ——T
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A nivel sensorial, no hay diferencias significativas entre los lotes objeto de estudio: Ty E1., a lo largo de la vida
atil, ni a nivel de panel de cata, ni a nivel del estudio colorimétrico. El ensayo E2, a nivel sensorial si muestra
diferencias significativas con Ty E1, por lo que no supera esta evaluacidn en el hito 3.
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Por ultimo, aunque no se detectan niveles residuales de nitrito, los tres ensayos (T, E1 y E2) presentan nitrato
residual por encima de la cantidad maxima residual establecida. Como causas mds probables cabe destacar
la falta de actividad nitrato reductasa por micrococos reductores, ya que se ven inhibidos por el rapido
descenso del pH durante el ahumado/fermentacion, habitual en el chorizo asturiano. En este sentido, con el
objeto de cumplir con los valores de referencia, es necesario la modificacion de los procesos productivos con
el objeto de favorecer la reduccién del nitrato a nitrito, o bien, reducir la cantidad de nitrato adicionada en el

amasado del picadillo.

LACON CURADO

El analisis de los resultados obtenidos en los ensayos con lacdn curado: pruebas T, E1 y E2, en el contexto de

proceso productivo desarrollado en el proyecto, indica que la reduccion de la dosificacion de nitrificantes
tendria un impacto significativo en las caracteristicas sensoriales del producto final, salvo que la materia prima
se someta a un proceso previo de congelacién descongelacién que favorezca la penetracién de los aditivos
hacia el interior de las piezas.

Los tres ensayos presentan estabilidad fisicoquimica a lo largo de su vida atil en refrigeracién, a nivel de pHy

aw, de forma que no hay crecimiento de enterobacterias alterantes.
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A nivel sensorial es donde se han encontrado mayores diferencias entre los diferentes ensayos, aunque los
valores de luminosidad no evidencian las diferencias detectadas por el panel de cata, el valor rojo (a*) del
espacio de color CIELAB si muestra las diferencias sensoriales de color detectadas por los catadores en el

ensayo E1 en comparacién con los ensayos Ty E2, sobre todo a tiempo inicial.
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Asi, a tiempo inicial, la muestra E1 presenta el valor mas bajo para el rojo (a*), seguida de la muestra E2 y del
tradicional, que a tiempo cero presenta el mejor desarrollo del color. En cualquier caso, a lo largo de la vida
util el color de los productos tiende a igualarse y evolucionar de forma satisfactoria.

Por dltimo, en cuanto a los residuales de nitrato y de nitrito en los ensayos con lacén curado, no se han
detectado residuales de nitrito, y los residuales de ion nitrito determinados se encuentran por debajo de la

cantidad maxima residual establecida como recomendada.

CRIOLLO CcOCIDO

El andlisis del estudio de vida util del criollo cocido, para los ensayos evaluados en el hito 3, indican que no

hay crecimiento de enterobacterias, por lo que la vida util se puede establecer desde el punto de vista
organoléptico, llegando hasta los 90 dias en el ensayo 2.

A nivel de recuento de aerobios totales, tal y como se observa en la gréfica, los ensayos tratados térmicamente
presentan unos niveles muy bajos a tiempo inicial, aunque en el ensayo E1 el tratamiento aplicado es
insuficiente para lograr una vida util aceptable en términos comerciales, ya que antes de los 30 dias el
recuento de aerobios totales supera los limites establecidos.

El ensayo E3 presenta niveles muy elevados de aerobios, procedentes de la adicion de un cultivo bioprotector

de bacterias acido lacticas.
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Recuento de Aerobios totales
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A nivel del estudio sensorial, no se observan diferencias destacables en el espacio de color a*, b* y L*, para
los ensayos desarrollados. Este resultado esta en linea con los obtenidos en el analisis sensorial por el panel

de cata experto.

Se han realizado ensayos de Challenge test para evaluar el potencial de inactivacion de los tratamientos post-
envasado aplicados al criollo cocido, el ensayo E2 con un tratamiento post-envasado de 702C y 35 minutos,
se alcanzé el mayor potencial de inactivacion (3,8) para listeria y salmonella. Por el contrario, el tratamiento
aplicado a los ensayos T y E1 es insuficiente para inactivar totalmente los patdgenos inoculados.

A nivel de residuales de nitrato y nitrito, no hay deteccién de ion nitrito, y la presencia de nitratos en productos
cocidos se justifica por la conversidn natural de nitritos a nitratos durante el tratamiento térmico, si bien los
niveles detectados en las muestras de criollo son elevados, por lo que podria proceder de una fuente oculta

de nitrato en el criollo: sal, especias, etc.

LACON COCIDO

Los resultados obtenidos en los ensayos con lacén cocido desarrollados en el hito 3, han sido analizados de
nivel microbioldgico, fisico quimicos y sensorial.

A nivel microbioldgico, los tratamientos post envasados aplicados a ambos productos permiten alargar su
vida util por encima de los 75 dias, si alteraciones sensoriales detectadas por el panel de cata. Ademas, se
realizé validacion de dicho tratamiento térmico mediante ensayos Challenge test de inactivacion, mediante
la inoculacién de patdogenos alimentarios.

Asi, los estudios con Salmonella entérica han arrojados unos resultados de potencial de inactivacion de 2,38
y de 2.43 para las formulaciones tradicional y ensayo 1 respectivamente. Mientras que los estudios tras la
inoculacidn con Listeria monocytogenes han dado como resultado un potencial de inactivacion de 3.09 y 2.95
de forma respectiva para la formula tradicional y para la formula ensayo 1.

Asi, a la luz de los resultados obtenidos en los Challenge test analizados, se puede concluir que la aplicacidn
de tratamientos térmicos post envasado, son mas eficaces en la inactivacion de estos dos patdgenos

alimentarios y en la mejora de la vida util, que el contenido en nitrito sddico dosificados en el producto.
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Por otro lado, a nivel fisico quimico, los niveles residuales de nitrito analizados en el lacén cocido no superan
las cantidades maximas residuales establecidas, pero debe optimizarse la formulacién con el objeto de
minimizar dicho residual ,por ejemplo, incrementando la proporcién de agentes reductores como ascorbato
sodico o eritorbato sddico.

Por ultimo, desde un punto de vista sensoria, al igual que se ha senalado para el criollo, no se han detectado
diferencias significativas en color a nivel instrumental ni a nivel sensorial por el panel de carta. En los
siguientes cuadros se indican los valores obtenidos en el estudio del espacio CEILAB para L* y a*, comparando

formula tradicional y ensayo 1.

L*: Luminosidad "a*: rojo/verde"

100 100

80 80

61,28

60 55,09 60

40 40

20 20 11,77 12,1

0 0 I

BT mE BT WE

La reduccion de nitrito sddico en la formulacién del ensayo 1, de 150ppm a 100ppm, no modifica el color del
producto final de forma significativa, logrando un correcto grado de nitrificacién y estabilidad del color

desarrollado.

Indicadores de grado avance del proyecto:

Se ha realizado el andlisis y seguimiento de los resultados de los analisis previstos en el hito 3 para la

evaluacidn de los ensayos experimentales.

TareaT4.3.- Proteccion de los resultados obtenidos

Con los resultados obtenidos a lo largo de la ejecucidn de este proyecto se han ido sacando conclusiones en
relacidn con la reduccién de nitrificantes en productos carnicos tradicionales asturianos y la proteccién de los

resultados obtenidos.

De los 6 productos evaluados, se plantea la patentabilidad de aquellos ensayos que han obtenido mejor
valoracion sensorial por panel experto y mejores resultados a nivel del estudio de vida util y seguridad

alimentaria.

La Ley de patentes establece los tres principales requisitos que debe reunir toda invencién para poder ser

objeto de patente: ser novedad; tener actividad inventiva; y debe tener aplicacion industrial.
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- Novedad: se considera que una invencidn es nueva cuando no estd comprendida en el estado de la
técnica.
- Actividad inventiva: no resulta del estado de la técnica de una manera evidente para un experto en

la materia. La invencion, a la luz del estado de la técnica existente y del progreso tecnoldgico normal,
no resulta obvia para un experto en el sector, por lo que el invento tiene suficiente altura inventiva.
- Aplicacién industrial: la invencién objeto de solicitud de patente sea fabricable o utilizable en

cualquier clase de industria.

Por otro lado, mientras una patente protege una invencion absoluta, un modelo de utilidad protege aquellas
invenciones que consisten en una mejora Util de algo ya existente.

La Ley de Patentes, en su articulo 137, especifica que seran protegibles como modelo de utilidad aquellas

invenciones que “consisten en dar a un objeto o producto una configuracion, estructura o composicion de la
que resulte alguna ventaja prdcticamente apreciable para su uso o fabricacion”. Por lo que se consideran
protegibles como modelo de utilidad aquellas invenciones nuevas y con aplicacion industrial siempre que no
resulten del estado de la técnica de manera muy evidente para un experto en la materia.

En el caso de este proyecto, tras el estudio y valoracién de la normativa regulatoria vigente a nivel Estatal y
Europeo, se considera que el sistema de proteccion mas adecuado para el desarrollo citado es el modelo de
utilidad. Como se ha detallado en los objetivos del proyecto, se ha desarrollado un producto cérnico a partir
de carne descongelada de porcino sometida a un proceso determinado de salado y secado que da lugar a un
producto carnico crudo curado estable y seguro.

El proceso de elaboracion del ensayo 2 del lacén curado, cumpliria los requisitos para su proteccion a través
de la figura del modelo de utilidad:

- Se trata de un producto elaborado mediante un nuevo proceso que incluye la reduccidn de la
dosificacidn en nitrificantes y resultado similar a nivel sensorial con relacién al proceso de elaboraciéon
habitual. No se ha encontrado evidencia de procesos productivos y formulaciéon similares en el
mercado y en la bibliografia consultada.

- Los productos obtenidos no resultan del estado de la técnica de una manera muy evidente para un
experto en la materia, con relacion a la formulacién de nitrificantes y sus propiedades sensoriales
conseguidas.

- Lainvencion es fabricable en cualquier industria carnica dedicada a los productos crudo-curados.

Previamente a las conclusiones expuestas, se han buscado invenciones ya registradas que tengan alguna
relacidn y que, en su caso, pudieran ser motivo de que esta invencion careciese del requisito de novedad. Se
han consultado la existencia de figuras de proteccidn con similitudes a las que se pretende obtener.

Para la elaboracién del presente informe y busqueda de invenciones similares, se ha recurrido a las siguientes
bases de datos abiertas al publico:

www.oepm.es/es/Bases de Datos Invenciones.html

- INVENES: invenciones en espafiol.
- Espacenet: invenciones a nivel mundial.
- Patent Scope.
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- GOOGLE PATENTS.
- Latipat-espacenet: invenciones América Latina.

Se han empleado como palabras clave diversos términos que figuran en la memoria y la clasificacién
internacional de patentes correspondiente a alimentos.

Basandonos en la clasificacion internacional de patentes, conocida como CIP:

http://pubcip.oepm.es/classifications/ipc/ipcpub/?notion=scheme&version=20210101&symbol=A22C00180
00000&menulang=es&lang=es&viewmode=f&fipcpc=no&showdeleted=yes&indexes=no&headings=yes&no

tes=yes&direction=02n&initial=A&cwid=none&tree=no&searchmode=smart

A.- NECESIDADES CORRIENTES DE LA VIDA.

A22 CARNICERIA; TRATAMIENTO DE LA CARNE; TRATAMIENTO DE LAS AVES DE CORRAL O DEL PESCADO
A22C TRATAMIENTO DE LA CARNE

A22C 18/00 Fabricas, manufacturas o similares para el tratamiento de la carne

Este informe de patentabilidad debe ser revisado y evaluado por una empresa especializada en la gestién de
patentes para posteriormente y si asi lo creen conveniente registrar la solicitud ante la Oficina Espainola de
Patentes y Marcas.

2. HITOS ALCANZADOS. GRADO DE CUMPLIMIENTO

2.1 Indique los diferentes hitos alcanzados, relacionandolos con la planificacidn inicial del proyecto. Detalle los
indicadores de seguimiento y entregables obtenidos en el periodo justificado.
2.2 Declare el % estimado de cumplimiento en cada uno de ellos.

HITO 1.

Tarea 1.1.

Grado de cumplimiento respecto a lo planificado : 100%
Grado de cumplimiento respecto al total del proyecto: 100%
Tarea 1.2.

Grado de cumplimiento respecto a lo planificado: 100%
Grado de cumplimiento respecto al total del proyecto: 100%
HITO 2.

Tarea 2.1

Grado de cumplimiento respecto a lo planificado: 100%
Grado de cumplimiento respecto al total del proyecto: 100%
Tarea 2.2

Grado de cumplimiento respecto a lo planificado en 2023: 100%
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Grado de cumplimiento respecto al total del proyecto: 100%
Tarea 2.3.

Grado de cumplimiento respecto a lo planificado en 2023: 100%
Grado de cumplimiento respecto al total del proyecto: 100%
Tarea 2.4.

Grado de cumplimiento respecto a lo planificado en 2023: 100%
Grado de cumplimiento respecto al total del proyecto: 100%
HITO 3.

Tarea 3.1

Grado de cumplimiento respecto a lo planificado en 2023: 100%
Grado de cumplimiento respecto al total del proyecto: 100%
Tarea 3.2

Grado de cumplimiento respecto a lo planificado en 2023: 100%
Grado de cumplimiento respecto al total del proyecto: 100%
Tarea 3.3

Grado de cumplimiento respecto a lo planificado en 2023: 100%
Grado de cumplimiento respecto al total del proyecto: 100,0%
HITO 4.

Tarea 4.1

Grado de cumplimiento respecto a lo planificado en 2023: 100%
Grado de cumplimiento respecto al total del proyecto: 100%
Tarea 4.2

Grado de cumplimiento respecto a lo planificado en 2023: 100%
Grado de cumplimiento respecto al total del proyecto: 100%
Tarea 4.3

Grado de cumplimiento respecto a lo planificado en 2023: 100%

Grado de cumplimiento respecto al total del proyecto: 100,0%

3. RESULTADOS CONSEGUIDOS
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Enumerar brevemente, pero con claridad y precisidn, los resultados obtenidos, haciendo referencia expresa a los
resultados inicialmente previstos.

HITO 1.

Tarea 1.1. :Se ha realizado la identificacidn y descripcion de la actividad funcional de los nitrificantes en
derivados carnicos. Se ha realizado la caracterizacidon de las etapas y pardmetros de los 6 derivados
carnicos, a través del desarrollo de los diagramas de flujo.

Tarea 1.2.: Se ha realizado la identificacién y caracterizacidon de las principales estrategias tecnoldgicas
alternativas al uno de nitrificantes en derivados de carne.

HITO 2.

Tarea 2.1.: Para cada derivado carnico seleccionado se ha trabajado en el disefio de al menos 3 diferentes
estrategias para hacer frente a la reduccién de aditivos nitrificantes.

Tarea 2.2.: Se han disefado sinergias entre las diferentes estrategias identificadas con el objeto de
abordar la reduccién de nitrificantes en los seis derivados cdrnicos en estudio

Tarea 2.3.: Se han desarrollado pruebas experimentales de elaboracion para los 6 derivados carnicos en
estudio (chorizo asturiano, criollo cocido, lomo adobado, costilla adobada, lacén curado y lacén cocido),
implementando las estrategias definidas para cada uno de ellos en la tarea 2.1y las sinergias identificadas
en la tarea 2.2.

Tarea 2.4.: Se ha realizado la valoracion organoléptica de cada prueba experimental desarrollada en la
tarea 2.3.

HITO 3.

Tarea 3.1: Se han desarrollado ensayos de desafio con los patdgenos listeria y/o salmonella en costilla
adobada, lomo adobado, chorizo asturiano, criollo cocido y lacén cocido

Tarea 3.2: Se han realizado vy finalizado estudios de vida util en base a caracteristicas fisicoquimicas,
microbioldgicas y sensoriales en las pruebas experimentales en cada uno de los productos objeto de
estudio del proyecto. Se ha finalizado un estudio de estabilidad oxidativa en chorizo asturiano, criollo
cocido y lacén curado.

Tarea 3.3: Se ha realizado evaluacidn a nivel organoléptico por panel de cata experto en los ensayos

seleccionados para cada una de las 6 referencias. Se han realizado estudios colorimétricos
instrumentales a lo largo de la vida atil en lomo adobado, costilla adobada, chorizo asturiano, lacén

curado y criollo cocido.

HITO 4.
Tarea 4.1: se ha realizado validacién a escala preindustrial en los siguientes derivados ensayados:

- Lomo adobado: formulacion tradicional y ensayo 2.

- Costilla Adobada: formulacidn tradicional y ensayo 1.

- Chorizo asturiano: formulacidn tradicional, ensayos 1y 2.
- Lacén Curado: formulacién tradicional y ensayos 1.

- Criollo cocido: formulacidn tradicional y ensayo 3.
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- Lacén Cocido: formulacién tradicional y ensayo 1.

Tarea 4.2: Se ha realizado el analisis y seguimiento de los resultados de los analisis previstos en el hito 3
para la evaluacién de los ensayos experimentales y seguimiento de los resultados de las pruebas de
validacién a escala preindustrial.

Tarea 4.3: A medida que se han ido obteniendo resultados y conclusiones satisfactorias en cuanto a las
estrategias desarrolladas, se ha estudiado la proteccion de los resultados para su posterior transferencia,
asi para el desarrollo susceptibles de ser protegidos se realizd el correspondiente estudio de
patentabilidad.

4. RESULTADOS PREVISTOS NO CONSEGUIDOS

Indique y explique las causas.

En el desarrollo del proyecto se realizaron varias pruebas en torno al microorganismo Clostridium spp.
detectdndose dificultades en su manejo. Derivado de que se trata de un microorganismo anaerobio
estricto y con capacidad de esporular, en los primeros ensayos se comprobd por estas caracteristicas
fisiolégicas que no era posible tener recuentos microbianos que siguieran la dindmica habitual. Por ello
se descartd el empleo de este microorganismo en los Challenge test debido a que no se podian obtener

resultados cuantitativos robustos.
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