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RESUMEN

La fermentacion de alimentos es uno de los procesos biotecnolégicos mas antiguos. La
elaboracion del Chorizo Asturiano, producto con gran relevancia industrial dentro del
sector carnico asturiano, requiere de un proceso fermentativo seguido de una etapa
de maduracion en la que se desarrollan las propiedades organolépticas tipicas del
producto, consecuencia de la actividad de los microorganismos. Tradicionalmente los
microorganismos presentes en la masa, los propios de la carne y aquellos derivados de
las actividades de manipulacion y del ambiente industrial, desarrollaban los procesos
fermentativos. Sin embargo no todos los microorganismos presentes en las materias
primas contribuyen a la maduracién prevista. Ademas de microorganismos
beneficiosos que conducen a la fermentacion y que influyen de manera positiva en el
producto, también pueden desarrollarse microorganismos alterantes o responsables

del deterioro y microorganismos patégenos.

El objetivo principal del presente trabajo es el conocimiento y caracterizacion de las
principales comunidades bacterianas con posible interés tecnoldgico en el Chorizo
Asturiano englobado dentro de la Marca Colectiva, para evaluar el posible desarrollo
de cultivos iniciadores especificos, ya que, aunque los productos carnicos fermentados
se pueden elaborar sin cultivos iniciadores, éstos ofrecen una serie de ventajas. Entre
éstas destacarian disminuir el tiempo de fermentacion, garantizar la seguridad
alimentaria inhibiendo parcialmente el desarrollo de microbiota alterante y/o
patdégena y asegurando la calidad. Ademas el desarrollo de cultivos iniciadores
especificos para el Chorizo Asturiano permitiria obtener un producto homogéneo y de
alta calidad, manteniendo sus propiedades organolépticas, individualizando vy
diferenciando el producto de otros similares de distintos origenes, haciendo las

producciones mas rentables y manteniendo la personalidad propia de este embutido.

Tras el desarrollo del presente trabajo se concluye que existe una microbiota
bacteriana predominante y comun a la mayor parte de los fabricantes de la Marca
Colectiva Chorizo Asturiano y sus caracteristicas tecnoldgicas pueden permitir el

desarrollo futuro de un cultivo iniciador especifico.



ABSTRACT

The food fermentation is one of the most ancient biotechnological processes. The
production of the Asturian Sausage has a great industrial relevancy inside the Asturian
meat sector. The manufacture of this product needs a fermentative process, followed
by a stage of maturation to get their typical sensorial properties. Traditionally, the
microorganisms present in the meat or derivates of different activities like
manipulation, industrial environment, etc. were responsible about the fermentative
processes. The problem is that not all the present microorganisms in the raw materials
contribute to a good fermentation processes, and sometimes microorganisms are
responsible for the product deterioration or in several times the presence of

pathogenic microorganisms.

The characterization of the microbiological communities is the main objective in this
project. After that it was evaluated the possible technological interesting in the

Asturian Sausage for development specific cultures for the fermentation.

The Asturian Sausage manufacture with specific cultures, offer a series of advantages:
reduce de fermentation time, guaranty de microbiological safety and assure the

quality.

In addition the development of specific microbiological cultures for the Asturian
Sausage would allow to obtain a homogeneous product with a high quality,
individualizing the product from similar others and supporting the own personality of

this product.

After the development of the present work, we conclude that exists a predominant
and common microorganisms in the most of the manufacturers of Asturian Sausage
and his technological characteristics can allow the future development of

microbiological specific cultures.
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1. INTRODUCCION

En el sector Agroalimentario, al igual que en otros ambitos y sectores, existe una
busqueda de la calidad por parte del consumidor. El sector cérnico es sensible a esta
nueva demanda del consumidor y, en los ultimos afios, han ido incrementando el
numero de productos vinculados a sellos de calidad diferenciada, ya sea mediante
certificacién privada, de acuerdo con la legislacién autondmica o por la adscripcién a

las normas de calidad que reconoce la Unidn Europea.

La Calidad Alimentaria Diferenciada es una cuestién bastante subjetiva, ya que ademas
de contemplar criterios higiénico-sanitarios, se consideran también determinantes

otros aspectos relacionadas con la calidad tales como:

e Caracteristicas especificas de los productos ligadas a su origen geografico o

zona de produccion.
e Meétodos de produccién tradicionales.
* Ingredientes especiales.

Todo esto hace que los operadores de la Industria Agroalimentaria busquen un
elemento diferenciador en sus productos para poder dar una mayor calidad a los

consumidores, cada vez mas exigentes.

El interés por parte de los fabricantes de elaborar productos de Calidad Alimentaria

Diferenciada puede ser debida a distintos fines como:

* Incremento del valor afiadido de los alimentos y de las materias y elementos

alimentarios.

* Mejora de la competitividad de los alimentos y de las materias y elementos

alimentarios en el mercado global.
e Diversificacion de la economia de las zonas rurales.

* Reconocimiento de los valores culturales que vinculan determinadas maneras

de produccién de una zona concreta.



Actualmente existe una Marca Colectiva para el Chorizo Asturiano. El objetivo
fundamental es proteger un producto tradicionalmente elaborado en el Principado de
Asturias para evitar su fabricacion y etiquetado como tal por cualquier industria fuera
de la regién, ya que esto conllevaria una pérdida de patrimonio para la Comunidad

Auténoma y un posible perjuicio para los industriales carnicos asturianos.

Por otro lado, la fermentacion de alimentos es uno de los procesos biotecnolégicos
mas antiguos. En los procesos fermentativos tiene una participacion decisiva la
microbiota presente en cada producto; los microorganismos fermentadores no sélo
participan en la estabilidad microbioldgica del alimento fermentado, sino que también

contribuyen a sus propiedades organolépticas.

En Espafia se elaboran y consumen una gran cantidad de productos carnicos tipicos

originarios de cada una de las regiones, como es el caso del Chorizo Asturiano.

Los embutidos crudo-curados son productos carnicos, troceados o no, adicionados de
sal y otras sustancias, que se someten a un proceso de maduracién-secado apropiado

y, opcionalmente, ahumado.

Cuando su fabricacion depende de la accidon de microorganismos bien incorporados en
forma de cultivos iniciadores o presentes en las materias primas y/o ambiente de

produccién, estos productos se denominan también productos fermentados.

El Chorizo Asturiano se elabora a partir de carnes picadas de cerdo o cerdo y vacuno,
con adicién de sal, pimentdn y otras especias, condimentos y aditivos autorizados. La
mezcla de los ingredientes es amasada y embutida en tripas naturales o artificiales y
posteriormente se somete a un proceso de maduracidon-secado y ahumado. El
producto resultante se caracteriza por su coloracion roja y por su olor y gusto

caracteristicos. [14]

La obtencidn de un embutido fermentado de calidad requiere un proceso fermentativo
en el que se produce un descenso de pH y una etapa de maduracién en la que se
desarrollan el aroma y textura tipicos como consecuencia de los numerosos procesos
guimicos y enzimaticos que tienen lugar. También es imprescindible la subsiguiente

fase de desecacién, ya que en ella se produce una reduccidon de la a, que en



combinacion con la disminucién del pH hace que el embutido adquiera su capacidad

de conservacién, ademas de la consistencia adecuada y la ligazén de la masa. [4]

Los microorganismos desempefian un papel decisivo en la fabricacion de embutidos
fermentados, ya que estan directamente implicados en la reduccién de nitratos a
nitritos, el descenso de pH, la formacién del aroma, la estabilidad del color y la
capacidad de conservacién del producto. Ademas esta microbiota acaba instaurandose
como microbiota predominante, excluyendo a la indeseable, a la par que ejercen un
efecto conservador frente a microorganismos patdgenos y alterantes. De forma
tradicional, son los microorganismos presentes en la materia prima y en el ambiente
de las instalaciones los que de manera natural colonizaban los productos y

desarrollaban los procesos fermentativos.

Sin embargo, no todos los microorganismos presentes en las materias primas
contribuyen a la maduracién prevista, y algunos de ellos pueden derivarla hacia una
direccién indeseable. Para corregir posibles defectos en la maduracion del producto,
en numerosas ocasiones se opta por utilizar cultivos de microorganismos
seleccionados que influyen de manera beneficiosa sobre la fermentacion del
embutido, ademas de inhibir el desarrollo de la microbiota alterante que normalmente
llega a la masa del embutido procedente de la materia prima o en el transcurso de la

fabricacion.

Los cultivos iniciadores son cultivos microbianos con propiedades acidificantes,
protectoras y saborizantes, seleccionados por su actividad enzimatica, que agregados
en una proporcion definida, producen la transformacién deseada de la masa carnica en
producto crudo-curado. Los cultivos iniciadores son por tanto una cepa o mezcla de
cepas, que cumplen diferentes aspectos relacionados con la obtencion de productos

carnicos fermentados con adecuadas caracteristicas higiénicas y organolépticas. [5]

Aunque los productos carnicos fermentados se pueden elaborar sin cultivos iniciadores
(microbiota natural de la carne), éstos ofrecen una serie de ventajas por las que son

utilizados:

e Disminuyen el tiempo de fermentacion.
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* Garantizan la seguridad. Permiten controlar la ecologia microbiana gracias al
acido lactico producido, inhibiendo parcialmente el desarrollo de microbiota

alterante y/o patdgena.
e Aseguran la calidad.

Ademas de las ventajas anteriormente descritas, el desarrollo de cultivos iniciadores

especificos para el Chorizo Asturiano permitiria:
* Obtener un producto homogéneo y de alta calidad.
* Adecuar las caracteristicas organolépticas deseadas.
e Obtener una alta aceptabilidad del producto final.

Actualmente existen cultivos iniciadores en el mercado, pero ninguno especifico para

el Chorizo Asturiano.

1.1. Objetivos del proyecto

Objetivo principal:

Con el presente proyecto se pretende conocer y caracterizar la microbiota propia del
Chorizo Asturiano, encuadrado en la Marca Colectiva y su posterior evaluacion para el
desarrollo futuro de cultivos iniciadores propios y especificos para la elaboracién de
dicho embutido, de forma que se consiga la estandarizacion del producto,
manteniendo sus propiedades organolépticas, individualizando y diferenciando el
producto de otros similares de diferentes origenes, haciendo las producciones mas

homogéneas, rentables y manteniendo la personalidad propia de este embutido.
Objetivos secundarios:

e Estudio y caracterizacidon de las principales comunidades bacterianas de interés

tecnoldgico en el Chorizo Asturiano.
e Evaluacién del potencial de las principales comunidades bacterianas de

microbiota beneficiosa para la obtencidn de cultivos iniciadores.

11



2. CONSIDERACIONES TEORICAS Y EXPERIMENTALES
2.1 Reglamento de uso del Chorizo Asturiano

Tal y como aparece definido en el reglamento de uso, la Marca Colectiva "Chorizo
Asturiano", es el sigho que certifica la calidad y origen de los chorizos autorizados y
controlados por ASINCAR, entendiéndose como tal el producto cérnico elaborado con
mezcla de carnes picadas o troceadas de cerdo y/o vacuno o ambas adicionada de sal,
pimentdn y otras especias, amasada y embutida que ha sufrido un proceso de

maduracion — desecacion con ahumado natural. [14]

La zona de produccién y acondicionamiento de los productos amparados dentro de la
Marca Colectiva “Chorizo Asturiano” se encuentra situada en la Comunidad Auténoma

del Principado de Asturias.

Los productos englobados dentro de la marca deberan cumplir una serie de
parametros fisico-quimicos y microbioldgicos establecidos en consonancia con la

legislacion vigente.

CHORIZO

GARANTIZADO

Figura 1. Logotipo de la Marca
Colectiva Chorizo Asturiano

2.2 Marco legislativo
2.2.1 Criterios de calidad

Orden de 7 de febrero de 1980 por la que se aprueba la norma de calidad para los

productos carnicos embutidos crudo-curados. [12]
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Esta es la normativa actualmente vigente que regula las caracteristicas, de calidad,
envasado y presentacion que deben reunir los productos carnicos embutidos crudo-

curados para su adecuada comercializacién.

Los embutidos incluidos en el proyecto se fabricaron en todos los casos de acuerdo
dicha norma. En las caracteristicas generales del producto se establecen aspectos
relacionados con las propiedades organolépticas del producto o la descripcién del

“"

corte que debe presentar homogéneo, liso y bien ligado, sin coloraciones
anormales y con una diferenciacion neta entre fragmentos de carne y tocino o grasa...”
caracteristicas en las que tiene una influencia el desarrollo de procesos fermentativos

de forma adecuada y que se produzca asi una correcta ligazon de la masa.

No obstante, actualmente se encuentra en vias de desarrollo la futura norma de

calidad de productos carnicos en base a la cual se regulara el Chorizo Asturiano.

2.2.2 Criterios microbioldgicos

Reglamento (CE) N2 2073/2005, Relativo a los criterios microbioldgicos aplicables a
los productos alimenticios y su posterior modificacion, Reglamento (CE) N¢

1441/2007). [13]

Atendiendo a la reglamentacion vigente y reflejado en el Anexo | del Reglamento
2073/2005 se entiende que son de aplicacién para el Chorizo Asturiano los criterios

microbioldgicos descritos a continuacién.

En cuanto a los criterios de seguridad alimentaria definidos en el Capitulo 1 del

mencionado anexo serian aplicables los siguientes puntos:

1.8. Productos carnicos destinados a ser consumidos crudos, excluidos los productos
en los que el proceso de fabricacién o la composicidn del producto elimine el riesgo de
Salmonella. El microorganismo a determinar seria por tanto Sa/lmonella, estableciendo
como limite Ausencia en 25 de producto y con aplicabilidad de dicho criterio en

productos comercializados a lo largo de su vida util.

1.3. Alimentos listos para el consumo que no pueden favorecer el desarrollo de Listeria

monocytogenes, que no sean destinados a los lactantes ni para usos médicos

13



especiales. Se considera que los productos que no favorecen el desarrollo del
patégeno son aquellos con pH < 4.4 6 a,, <0.92, productos con pH<5.0ya, <094y
los productos con una vida util inferior a 5 dias. En el estudio se comprobara que el
Chorizo Asturiano pertenece a esta categoria, debido principalmente a que en todos
los casos los valores de a,, son inferiores a 0.94. Por ello el criterio microbioldgico
establecido serd el de recuento de Listeria monocytogenes, con un limite de 100 ufc/g

y con aplicabilidad del criterio en productos comercializados a lo largo de su vida util.

Para los criterios de higiene de los procesos, definidos en el Capitulo 2, se considerara

aplicable el siguiente punto:

2.1.8. Preparados de carne. El microorganismo definido en este caso para la evaluacién
de la higiene de los procesos sera E. coli, utilizado este parametro microbiolégico como
indicador de posible contaminacion fecal. Los limites establecidos estan entre 500
ufc/g y 5000 ufc/g. La fase en la que se aplicaria el criterio seria al final del proceso de

fabricacidn, una vez que el producto esta listo para el consumidor.
2.3 Marco normativo

Para la realizacion de muchas de las determinaciones microbioldgicas realizadas en el
estudio se emplearon como métodos de referencia los descritos para tal fin en la serie
ISO. La abundante normativa ISO existente a tal efecto no trata si no, armonizar los

métodos microbioldgicos de analisis de alimentos a nivel internacional.

Las principales normas utilizadas como referencia en el presente proyecto son las

referenciadas a continuacion:

ISO 17025:2005. “Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de

ensayo y calibracion”. [11]

En esta norma quedan establecidos los requisitos generales mediante los que se
establece la competencia técnica de ensayos y calibraciones. Esta norma es aplicable a
todos los laboratorios con independencia de la naturaleza de sus actividades de ensayo
y/o calibraciéon y supone una norma como referencia para clientes, autoridades y

entidades acreditadoras cuando reconocen la competencia de los laboratorios.

14



El laboratorio de ASINCAR, en el que el presente proyecto ha sido desarrollado, esta

acreditado bajo dicha norma.

ISO 7218:2007. “Microbiologia de los alimentos para consumo humano vy

alimentacion animal. Requisitos generales y guia para el examen microbioldgico”. [9]

Esta es la norma de referencia para cualquier laboratorio de analisis microbiolégico de
alimentos y la més importante en este aspecto. Esta norma internacional indica los

requisitos generales y ofrece una guia orientativa con tres objetivos principales:

1) Implementacion de las normas para la deteccion o el recuento de los

microorganismos

2) Establecer las buenas practicas de laboratorio en los laboratorios de microbiologia

de los alimentos

3) Ser una guia orientativa para la acreditacion de los laboratorios de microbiologia de

los alimentos.

Abarca el andlisis de bacterias, levaduras y mohos, pero no cubre el analisis de toxinas
u otros metabolitos de los microorganismos. Su objeto es el de ayudar a asegurar la
validez de los analisis microbiolégicos de los alimentos, colaborar en la aseguracion de
gue las técnicas generales que se utilizan para realizar dichos analisis sean las mismas
en todos los laboratorios, ayudar a conseguir unos resultados homogéneos en todos
los laboratorios y contribuir a la seguridad del personal del laboratorio y prevenir asi

los riesgos de que se produzcan infecciones.

ISO 6887-1 “Preparacion de las muestras de ensayo, suspension inicial y diluciones
decimales para examen microbioldgico” e ISO 6887-2, “Preparacion de las muestras
de ensayo, suspension inicial y diluciones decimales para examen microbioldgico,

parte 2, reglas especificas para la preparacion de carnes y productos carnicos”. [8]

En la norma ISO 6887-1 vienen descritas aquellas operaciones a realizar para la
obtencion de la porcién analitica en condiciones asépticas, requisito imprescindible
para la realizacidn de andlisis microbioldgicos. En la misma viene detallada la forma de
proceder para la preparacion de la dilucion madre, homogenizacion de la muestray la

realizaciéon de diluciones decimales seriadas.
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En la Norma ISO 6887-2 se describen las reglas especificas para la preparacion de las
muestras de carne y productos carnicos y de las suspensiones para el examen
microbioldgico, describiendo de forma especifica como tratar matrices pertenecientes

a la categoria de productos carnicos curados o fermentados.

ISO 6579:2002 “Microbiologia de los alimentos para consumo humano vy

alimentacion animal. Método horizontal para la deteccidon de Salmonella spp.” [7]

Para la determinacién de Salmonella spp. en el Chorizo Asturiano se siguieron las
pautas definidas en la correspondiente norma ISO para la investigacion del patégeno.
En el mismo se establece para la deteccidn de Salmonella cuatro etapas sucesivas que
requieren enriquecimientos previos de la muestra en medio liquido general y de

caracter selectivo y todas las etapas necesarias para su identificacién.

ISO 1649-1:2001 “Microbiologia de los alimentos para consumo humano vy
alimentacion animal. Método horizontal para la enumeracion de E. coli B-

glucuronidasa positiva”. [6]

Para la determinacion de E. coli B-glucuronidasa + en el Chorizo Asturiano se siguieron
las pautas definidas en la correspondiente norma ISO para la investigacidon y recuento
del microorganismo del patdogeno. El método se basa en el empleo de un medio de
cultivo que contiene un sustrato cromogénico para el revelado de la actividad (-

glucuronidasa.

Validacion AFNOR Protocolo 520080:01/04/2010, “Método para el recuento de
Listeria monocytogenes”, 1SO 11290-1 e I1SO 11290-2 “Microbiologia de los alimentos
para consumo humano y alimentaciéon animal. Método horizontal para la detecciéon y

el recuento de Listeria monocytogenes”. [15]

Para la investigacion y recuento se empled un método alternativo descrito en el
protocolo AFNOR mencionado y basado en el uso de un medio cromogénico, ALOA,
gue permite la deteccion de colonias con actividad B-glucosidasa gracias a un sustrato
cromogénico especifico, presentando ademas las colonias de Listeria monocytogenes
un halo opaco, vinculado a la actividad de una fosfolipasa implicada en el proceso

infeccioso de la bacteria.
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Para las pruebas de confirmacion e identificacion se emplearon las directrices descritas

en las normas I1SO 11290-1 e ISO 11290-2.

ISO 15214:1998 “Microbiologia de los alimentos para consumo humano vy
alimentacion animal. Método horizontal para la enumeracidon de bacterias acido

lacticas. Técnica de recuento de colonias a 30 2C”. [10]

En el caso de investigacidn y recuento de bacterias acido lacticas en condiciones de
mesofilia se aplicéd la técnica de recuento de colonias a 30 2C en los medios vy

condiciones especificadas en la norma mencionada.
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3. METODOLOGIA
3.1 Segmentacion de las muestras y evaluacion sensorial

Se llevd a cabo una segmentacion de las muestras a incluir en el estudio siguiendo los

siguientes criterios generales:

* Formar parte de la Marca Colectiva Chorizo Asturiano, lo que garantiza las
condiciones de elaboracidon del producto en base a la receta de Chorizo
Asturiano, siguiendo las premisas del reglamento de uso y por tanto sometido a

las inspecciones y controles establecidos en dicho reglamento.

¢ Interés de las empresas en caracterizar la microbiota propia de sus productos e

interesadas en el desarrollo y empleo de cultivos iniciadores.

e Producto representativo por sus condiciones de elaboracién (como se
menciond anteriormente, las establecidas en el reglamento de uso), su

localizacion geografica o por sus caracteristicas organolépticas.

La toma de muestras se llevd a cabo tratando de asegurar en todo momento que dicho
proceso y el posterior almacenamiento de las mismas no invalidaran los resultados del

estudio.

Se realizd una selecciéon mediante una evaluacidn sensorial de la muestras, eligiendo

de esta forma aquellas representativas de la Marca Colectiva.

Ninguna de las muestras presentaba defectos y/o alteraciones tales como rancidez,

pérdida de color, mohos en superficie, indicios de alteracién microbiana, etc...

Todas las muestras seleccionadas presentaban un grado de fermentacion, maduracion
y ahumado caracteristico del Chorizo Asturiano, lo que sera corroborado

posteriormente gracias a los analisis fisico-quimicos de pH, a,, y humedad.

Uno de los criterios clave para la seleccion de las muestras y por tanto su inclusidn en
la caracterizacién microbioldgica, fue la evaluacién organoléptica de las mismas
determinado aquellos productos que representan las caracteristicas del Chorizo

Asturiano.
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Para ello se desarrollé un panel de cata entrenado en el producto, formado finalmente

por un total de seis miembros y siguiendo el siguiente esquema de trabajo:

RECLUTAMIENTO
(Primera seleccion e iniciacion)

ENTRENAMIENTO CON PRINCIPIOS
GENERALES Y METODOS

SELECCION PARA OBJETIVOS
PARTICULARES

(Caracterizacion de Chorizo Asturiano)

CONTROL DE RESULTADOS

PANEL ENTRENADO

Figura 2. Esquema de trabajo para la creacion
del panel de cata del Chorizo Asturiano

Los atributos de calidad valorados fueron:

e Color

* Olor

* Flavor

e Textura

Los descriptores analizados dentro de cada uno de los atributos de calidad fueron:

* Color: intensidad de color desde naranja a rojo oscuro.

e Olor: olor a carne fresca/curada, olor a pimentén, olor a especias (ajo,
pimienta, etc...), olor ahumado.

e Flavor: sabor acido, sabor a carne fresca/curada, sabor a pimentdn,
sabor a especias, sabor ahumado.

e Textura: cohesividad de la loncha, grado de curacién, jugosidad,

untuosidad y masticabilidad.
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Se incluyé ademas una valoracion heddnica del producto donde se traté de buscar la
valoracion global del producto por parte de los jueces del panel y evaluar asi el grado

de aceptacion o de preferencia.
La ficha de cata desarrollada esta incluida en el Anexo | del presente documento.

El niumero de muestras seleccionadas finalmente para su caracterizacién fisico-quimica

y microbioldgica y evaluacién tecnoldgica de su microbiota fueron 15.

Una vez seleccionadas las muestras, para los analisis microbiolégicos se siguieron las
especificaciones descritas en las normativas 1ISO 6887-1 e ISO 6887-2. La porcién de
muestra no empleada en los andlisis microbiolégicos fue homogeneizada y congelada a

— 18 + 2 2 C para su posterior caracterizacion a nivel fisico-quimico.

3.2 Anadlisis fisico-quimicos

Previo a la realizacién de los analisis fisico-quimicos se realizd una preparacidn previa
de las muestras de manera que fueron homogeneizadas en un triturador, ya que las

caracteristicas del Chorizo Asturiano hace que no sea homogéneo en todos sus puntos.

Las muestras congeladas se descongelaron en condiciones de refrigeracion.

3.2.1 Determinacion de pH y actividad de agua (ay)

En todas las muestras incluidas en el estudio se determinaron pH y a,, ya que ambos

parametros son de enorme importancia en el crecimiento microbiano.

Los métodos empleados para la determinacion estan basados en los procedimientos
normalizados de trabajo PNT-FQ-014 para determinacion de pH por método

potenciométrico y PNT-MB-FQ-019 para determinacién de la a,.

Para todos los microorganismos existe un oOptimo de pH en que su nivel de
proliferacion es maximo, siendo para la mayoria de los microorganismos un valor
proximo a la neutralidad, mientras que para determinada microbiota bacteriana, como

es el caso de las bacterias acido lacticas, el éptimo de pH es entre 4-8.

La determinacién del pH se realiz6 mediante medida directa sobre las muestras

homogeneizadas con un electrodo de penetracion de membrana de vidrio. El potencial
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producido en el sistema del electrodo de vidrio varia linealmente con el pH y esta
relacion lineal se obtiene comparando el potencial medido con el pH de diferentes

tampones, el pH de la muestra se determina por interpolacidn.

La ay, nos proporciona informacidn sobre el estado en el que se encuentra el agua en el
producto (libre o ligada) y su disponibilidad para ser utilizada por los microorganismos,

informando por tanto de la estabilidad microbioldgica de los alimentos.

Muchos de los métodos mas antiguos de conservacidn estan basados en la desecacién
o deshidratacion (eliminacion de agua) y en la salazén (aumento de la osmolaridad), en

ambos procesos se disminuye la actividad de agua.

e A valores de a, = 0,95 casi todos los microorganismos se desarrollan bien. En
estas condiciones predominan las bacterias, sobre todo los bacilos Gram
negativos, ya que, por lo general, crecen con mayor rapidez que las bacterias
Gram positivas y las levaduras, y con mucha mayor rapidez que los mohos.
Dentro de este grupo se encuadran varios de los microorganismos patégenos

con importancia en el Chorizo Asturiano (E. coliy Salmonella spp.).

e A valores de a,, inferiores a 0,95 hasta 0,85 juegan un papel importante los
cocos Gram positivos y los lactobacilos, grupos microbianos con una mayor

osmotolerancia.

El valor de a,, puede ser una referencia para determinar el grado de secado del Chorizo
Asturiano. La ay, se determind con un equipo Novasina Thermoconstanter TH-500 a 25

oC.

3.2.2 Determinacion del contenido de sodio

La determinaciéon del contenido de sodio ha sido realizada por fotometria de llama
(emision atdmica).

3.2.3 Determinacion de la humedad

La determinacién del contenido de humedad de los alimentos es una de los
parametros mas ampliamente usados en el control de los alimentos ya que indica la

cantidad de agua involucrada en la composicidén de los mismos.
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El analisis del porcentaje de humedad se realiza por la determinacién de la pérdida de
masa que sufre un alimento cuando se somete a wuna combinacidon
tiempo/temperatura adecuada. El residuo que se obtiene se conoce como sélidos

totales o extracto seco.

La determinacién de la humedad fue desarrollada bajo las especificaciones descritas en

el PNT-FQ-004 por gravimetria.

3.2.4 Determinacion de cenizas

Las cenizas constituyen la materia inorgdnica que forma parte constituyente de los
alimentos (sales minerales). Las cenizas son los minerales presentes en la carne y los
productos cdrnicos y se encuentran generalmente en forma de sales. Las principales

son: sodio, potasio, calcio, magnesio, hierro y fésforo.

Las cenizas se obtienen al someter el alimento a un proceso de incineracién, mediante
el cual se destruye la materia orgdnica. La determinacién en seco es el método mas
comun para cuantificar la totalidad de minerales en alimentos y se basa en la
descomposicion de la materia organica quedando solamente materia inorganica en la
muestra. En el método empleado toda la materia organica se oxida y el material
inorganico que no se volatiliza a la temperatura de incineracién (550 + 59C) se conoce

como ceniza.

La determinacion del contenido de cenizas fue desarrollada bajo las especificaciones

descritas en el PNT-FQ-002 por gravimetria.

3.2.5 Determinacién de proteina

El método empleado para la determinacion del porcentaje de proteina total es el
método Kjeldahl. En esta técnica se digieren las proteinas y otros componentes
organicos de los alimentos en una mezcla con &cido sulfdrico en presencia de
catalizadores, destruyendo la materia organica y formandose sulfato de amonio. El
método se basa en la determinacion del nitrégeno organico, donde el sulfato de

amonio en exceso de hidréxido sédico libera amoniaco. Este se destila recogiéndolo
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sobre acido bérico y formandose asi borato de amonio, valorado posteriormente con

acido clorhidrico.

La determinacién de la proteina fue desarrollada bajo las especificaciones descritas en

el PNT-FQ-001 mediante destilacidon Buchi.

3.2.5 Determinacién de grasa

El método se basa en la determinacién del porcentaje de grasa total o grasa bruta a
partir de una muestra sometida a hidrdlisis acida. Dicha muestra es sometida a un
proceso de extraccion continua (Soxhlet) utilizando como extractante mezclas de
disolventes organicos, en concreto éter etilico y éter de petrdleo. Tras esto se procede
a la eliminacion del disolvente, desecacion del residuo y posterior determinacion

gravimétrica una vez alcance temperatura ambiente.

La determinacién de la grasa fue desarrollada bajo las especificaciones descritas en el

PNT-FQ-003.

3.3 Andlisis microbioldgicos

El procesado de las muestras para la realizaciéon de los analisis microbioldgicos, se
realiza en base a las directrices definidas en la norma ISO 6887-1, “Preparacién de las
muestras de ensayo, suspension inicial y diluciones decimales para examen
microbioldgico” vy la norma I1SO 6887-2, “Preparacion de las muestras de ensayo,
suspension inicial y diluciones decimales para examen microbioldgico, parte 2, reglas

especificas para la preparacion de carnes y productos carnicos”. [8]

Para preparar la dilucidn inicial de las muestras, se pesa en el diluidor automatico, la
cantidad de muestra necesaria, segun el pardmetro que vaya a ser analizado (por
ejemplo 10 g £+ 0,1 g 6 25 g + 0,25 g), de manera aséptica, en bolsas de pesada de
muestra estériles. Una vez tenemos pesada la muestra, al bajar el brazo dosificador, el
diluidor dispensara la cantidad de agua de peptona tamponada necesaria para
conseguir una dilucién madre 1:10 (X g 6 X mL de muestra de ensayo + 9X de agua de

peptona tamponada).
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Las diluciones decimales seriadas son suspensiones o diluciones obtenidas al mezclar
un volumen determinado nueve veces superior de disolvente y repitiendo esta
operacion con diluciones sucesivas, hasta llegar a un nivel de dilucién adecuado para el

recuento.

A un tubo que contenga 9 mL + 0,18 mL de agua de peptona tamponada, se transfiere
con una pipeta 1 mL + 10 pL de la dilucion madre. Posteriormente se mezcla en el
vortex y se obtiene asi la dilucion 1:100. Esta operacidn es repetida sucesivamente
para obtener las diluciones deseadas para las siembras (107, 10?, 102, 10 etc.) que
se empleardn para realizar las determinaciones con un nidmero de microorganismos en

placa adecuados para el recuento.

En el caso de que los resultados sean cuantitativos, el resultado final se expresara

como ufc por g de muestra analizada.

En general, para obtener el resultado de los recuentos de microorganismos en medio
solido, se utiliza la media ponderada del resultado obtenido en dos diluciones

consecutivas.
La expresidn utilizada es: N =3C/1,1xd siendo:
N: n2 de microorganismos por g.

2C: sumatorio de las colonias contadas en todas las placas retenidas de dos

diluciones sucesivas.

d: nivel de dilucidn correspondiente a la primera dilucion retenida.

3.3.1 Determinaciéon de microbiota patdgena

Se determinaron los patégenos microbianos mas habituales en el producto que nos
ocupa, Chorizo Asturiano y atendiendo a lo definido en la legislacion aplicable,

Reglamento CE 2073/2005. [13]

Se realiza un triplicado para la determinacion de patdgenos, de cada una de las

muestras incluidas en el estudio.

Los limites establecidos en base a los criterios microbioldgicos para cada uno de los

parametros determinados son:
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* E. coli B-glucuronidasa +: 5x10 ufc/g
e Salmonella spp.: Ausenciaen 25 g

* Ljsteria monocytogenes: <100 ufc/g

Determinacion de E. coli B-glucuronidasa +

Para la determinacion de E. coli 8-glucuronidasa +, se sigue la metodologia descrita en

la norma 1SO 1649. [6]

E. coli 3-glucuronidasa +, son bacterias que a 44 °C forman colonias caracteristicas en

el agar con Tergitol, adicionado con un sustrato cromogénico que revele la presencia

de B-glucuronidasa cuando el ensayo se realiza segun el siguiente método:

A partir de la serie de diluciones decimales, se depositaron con una pipeta

estéril, 1 mL de cada dilucién en una placa Petri.

Posteriormente se afladieron a cada placa unos 15 mL de Agar TBX, esterilizado

y atemperado a unos 47 + 2 °C.

Tras mezclar perfectamente medio e indculo sobre la mesa de trabajo, se dejo

gelificar el agar y las placas se introdujeron en la estufa.
La incubacién fue a 44 + 1 °C, durante 24 horas.

Transcurrido el tiempo de incubacién, se cuentan las colonias en aquellas
placas que muestren entre 10 y 150 colonias aisladas y caracteristicas de E. coli

B-glucuronidasa +, colonias de 0,5 a 2 mm de didmetro y coloracién verde.

La media de colonias contadas, multiplicadas por el opuesto del factor de
dilucién de la placa elegida, da como resultado el recuento total de bacterias

por g de muestra analizada.

Determinacion de Salmonella spp.

Para la determinacion de Salmonella spp. se sigue la metodologia descrita en la norma

ISO 6579:2002. [7]
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El ensayo para la determinacion de Salmonella spp. se realiza en varias etapas
sucesivas, etapa de pre-enriquecimiento, etapa de enriquecimiento, aislamiento y en

caso de encontrar colonias sospechosas, identificacion.
Pre-enriquecimiento

e Se prepara la dilucion madre 1:10 que serd incubada a 37 = 1 2C, durante 18-24

horas.
Enriquecimiento

e Tras la incubacién, se sembré 1 mL de dilucién madre en 10 mL de caldo
Rappaport-Vassiliadis (RV) y ImL de la dilucion madre en 10 mL de caldo

Muller-Kauffman Tetrationato (MKTTn).

e El tubo de MKTTn fue incubado a 37 + 1 2C, durante 18-24 horas y el tubo de
RV fue incubado a 41,5 + 1 C durante 18-24 horas.

Aislamiento

e A partir del caldo RV, se siembra en superficie y por agotamiento agar Hektoen

(HK) y agar xilosa lisina desoxicolato (XLD).

* A partir del caldo MKTTn, se siembra en superficie y por agotamiento agar

Hektoen (HK) y agar xilosa lisina desoxicolato (XLD).
e Las placas fueron incubadas a 37 + 1 2C, durante 18-24 horas.
Tras la incubacion de las placas se procede a la lectura de las mismas.

Las colonias sospechosas de Salmonella spp. crecen en HK como colonias azul-

verdosas. Habitualmente aparecen con centros negros, aquellas cepas SH, positivas.

Las colonias sospechosas de Salmonella spp. sobre agar XLD son rojas, debido a un
cambio de pH por fermentacion de la xilosa y descarboxilacion de la lisina. Los centros
de las mismas son negros, debido a la produccion de SH,. A veces no se forman centros

negros o, por el contrario, las colonias son negras casi por completo.

La ausencia de colonias tipicas de Salmonella spp. se expresara como un resultado

negativo (ausencia en 25 g).
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Para confirmar las colonias sospechosas de Salmonella spp. se realizaron una serie de
pruebas bioquimicas e inmunoldgicas a partir de cultivos puros en agar nutritivo:
tincion Gram, prueba de la oxidasa, APl 20 E, aglutinacion en latex y siembra en medio

Triple Sugar Iron Agar.
Recuento de Listeria monocytogenes

El recuento de Listeria monocytogenes se realizd mediante un protocolo con validacion
AFNOR, en el que se emplea para el aislamiento un medio selectivo y diferencial,

ALOA, que ademas en su formulacion lleva incorporado un sustrato cromogénico. [15]

El ensayo para el recuento de Listeria monocytogenes consta de una etapa de
revivificacion en medio liquido y posterior siembra en medio sdlido selectivo y

diferencial.
Revivificacién en medio liquido

e Se prepara la dilucién madre 1:10 y se mantuvo durante 1 hora a una

temperatura de 20 + 22 C en el bafio termostatico.
Siembra en medio soélido y diferencial

* A partir de la dilucién madre se siembra en superficie 1 mL en tres placas de
ALOA de 90 mm de diametro con el uso de una micropipeta. El indculo se

extiende mediante un asa de Digralski estéril.
e Las placas asi sembradas son incubadas durante 48 + 2 horasa 37 £+ 1 °C.

Los microorganismos sospechosos de ser Listeria monocytogenes forman colonias
circulares, regulares, de 1 a 2 mm de diametro, de color azul-verdoso y con un halo

opaco alrededor.

La ausencia de colonias tipicas de Listeria monocytogenes se expresard como <10

ufc/g.

Para confirmar las colonias sospechosas de Listeria monocytogenes se realizaron una
serie de pruebas a partir de cultivos puros en agar TSYEA a partir de los cuales se
procedid a realizar las pruebas de identificacién descritas en la norma ISO: tincién
Gram, prueba de la catalasa, API Listeria, test CAMP.
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Para el recuento se seleccionaron placas con colonias sospechosas de Listeria
monocytogenes y se realizaron las correspondientes pruebas de confirmacion. El
numero de colonias confirmadas que cumplian los criterios de identificacion se
denominaron “a” y se realizaron los calculos segun la siguiente férmula: a = (b/A)xC,

siendo:
a: n2 de colonias confirmadas como Listeria monocytogenes
A: n2 de colonias seleccionadas para la confirmacién (5 colonias en general).
b: n2 de colonias que cumplen los criterios de confirmacidn.

C. n? total de colonias consideradas como presuntas positivas en las placas

seleccionadas segun el criterio establecido de lectura.

El resultado indicaréa el numero total de colonias, teniendo en cuenta las
confirmaciones realizadas. El ensayo es cualitativo, por tanto los resultados se
expresaran como numero de unidades formadoras de colonias de Listeria

monocytogenes, por gramo de muestra analizada.

3.3.2 Determinacion de microbiota beneficiosa

Los métodos de microbiologia clasica que fueron empleados para la determinacién de
los microorganismos de interés, estan basados en medios de cultivo especificos para

aislar y enumerar las células bacterianas viables.
Estos métodos son sensibles y proporcionan informacion cualitativa y cuantitativa.

Para iniciar el estudio microbioldgico del Chorizo Asturiano, fue necesaria la
preparacion de soluciones madre que sirvieron de punto de partida para las diferentes

determinaciones.
Determinacion de bacterias acido lacticas (BAL)

Son microorganismos que producen acido lactico como producto metabdlico final de la
fermentacion de carbohidratos. Asi, estos microorganismos influyen en el proceso de
acidificacion de los productos fermentados, imprescindible para otorgarle al embutido
sus caracteristicas propias (textura, sabor y aroma) e impedir el desarrollo de bacterias

alterantes y/o patdégenas.
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Para la determinacion y recuento de las BAL, a partir de la dilucion madre se realizé un
banco de diluciones decimales seriadas. Posteriormente se realizd la siembra en
superficie de 1 pL de las diluciones adecuadas para los recuentos y para un buen
aislamiento de los microorganismos, mediante asa de Digralski, sobre placas
preparadas de agar Man, Rogosa, Sharpe (MRS). Las placas asi sembradas, fueron

incubadas a 30 + 1 2C y durante 72 * 2 horas en condiciones de anaerobiosis. [10]
Determinacion de Cocos Gram + Catalasa + (CGC+)

El desarrollo de este tipo de microbiota puede tener una influencia determinante en el

flavor de los embutidos crudo-curados fermentados.

Las caracteristicas organolépticas de los embutidos fermentados estan originadas por

la actividad enzimatica de los grupos bacterianos anteriormente mencionados.

Tras los analisis microbiolégicos se llevd a cabo un recuento para determinar el

numero de unidades formadoras de colonias por gramo de embutido (ufc/g).

En el estudio se tratd de incluir aquellos microorganismos mds numerosos, que
pudieran influir de forma positiva en el desarrollo de las caracteristicas organolépticas
del producto y que ademds estan presentes en las diferentes de muestras para

alcanzar el criterio de homogenizacién del Chorizo Asturiano.

Para la determinacion y recuento de los CGC+, a partir de la dilucién madre se realizd
un banco de diluciones decimales seriadas. Posteriormente se realizd la siembra en
superficie de 1 plL de las diluciones adecuadas para los recuentos y para un buen
aislamiento de los microorganismos, mediante asa de Digralski sobre placas
preparadas de agar Sal Manitol. Las placas asi sembradas, fueron incubadas a 30 + 1 eC

y durante 72 + 2 horas. [5]

3.4 Aislamiento, conservacion y caracterizacion de cepas aisladas

3.4.1 Aislamiento de cepas de interés tecnologico

Las caracteristicas organolépticas de los embutidos fermentados estan originadas por
la actividad enzimatica de las BAL y los CGC+. Sin embargo estos ultimos parecen tener

un mayor efecto que las BAL en el desarrollo del flavor de los embutidos.
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En la seleccidn de cultivos iniciadores no sélo deberian tenerse en cuenta propiedades
tecnolédgicas, sino que también deben considerarse aspectos higiénico-sanitarios y de

calidad.

Del conjunto de bacterias obtenidas mediante las técnicas clasicas de -cultivo
microbioldgico, se llevd a cabo un aislamiento para la obtencion de un cultivo puro y
su posterior estudio y caracterizacion. Se seleccionaron por cada producto y grupo
microbiano (bien BAL 6 CGC+) un total de 5 colonias escogidas, teniendo en cuenta la

morfologia mas numerosa y el azar, para cada una de las muestras.

En el caso de las BAL los cultivos puros aislados se realizaron en agar MRS y en el caso

de los CGC+ en caldo de triptona y soja (TSB).

3.4.2 Conservacion de cepas de interés tecnolégico

Los aislados de interés fueron conservados mediante crio-conservacion para
posteriormente ser caracterizados y evaluar su posible potencial como cultivos

iniciadores.

Para su identificacion, conservacién y trazabilidad se establecié un cddigo interno de

identificacion de muestras:

e XX-YYY-BAL, para las BAL donde XX es el numero de colonia identificada
en la placa; YYY, cédigo interno de la muestra en el laboratorio y BAL,
como identificacion de grupo bacteriano de bacterias acido lacticas.

e XX-YYY-CGC+, en el caso de cocos Gram + Catalasa + donde XX es el
nimero de colonia identificada en la placa; YYY, cédigo interno de la
muestra en el laboratorio y CGC+, como identificacion de grupo

bacteriano de cocos Gram + Catalasa +.

Se elabord un cepario para el mantenimiento de los microorganismos de interés en

congelacion a— 18 + 2 oC.

Para la conservacidn de las cepas se usan crioviales con MRS+15% glicerol para BAL y
TSB+15% de glicerol en el caso de CGC+. El glicerol es afiadido al caldo de cultivo de

conservacién como agente criopreservador. [3]
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A partir del cultivo puro las cepas se conservan congeladas en un nimero suficiente de
viales para que al preparar la cepa de trabajo se use un sélo criovial, que
posteriormente es eliminado en el autoclave, evitando asi contaminaciones de los
viales conservados o posibles modificaciones génicas de los aislados consecuencia de

procesos sucesivos de congelacidén/descongelacion.
Los viales se prepararon de la siguiente forma:

1.- Se prepard una suspension turbia de un cultivo puro de la cepa en medio MRS+
15% glicerol 6 TSB+15% glicerol, correspondiente a un valor de absorbancia de 0.5 a
una longitud de onda de 550 nm. La concentracion estimada de las suspensiones

bacterianas preparadas para la crio-conservacion se situa en torno a 10% ufc/mL.
2.- Se repartié la suspension bacteriana en los crioviales a razén de 1 mL por criovial.

3.- Los crioviales se cerraron y se identificaron con el cddigo de la cepa y fecha de

preparacion.

4.- Los crioviales se almacenaron manteniéndolos en vertical en el congelador a-18 + 2

eC.

Las cepas asi conservadas pueden mantenerse, si no sufren descongelaciones, durante

anos.

3.4.3 Caracterizacion de los aislados

A partir de los cultivos puros aislados tanto de BAL, como de CGC+ se emplearon

diferentes técnicas de identificacion para su caracterizacion.

En todos los caso se hizo una observacion microscépica mediante tincion Gram de los
microorganismos aislados para una primera caracterizacién y comprobar asi que la

morfologia se correspondia con el grupo bacteriano.

En cuanto a las pruebas de identificacion bioquimica, se siguieron protocolos de

identificacion diferente en funcion de si se trataba de BAL o bien de CGC+.
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Caracterizacion de bacterias acido lacticas

Para la identificacion de las BAL se emplearon un total de 50 ensayos bioquimicos
destinados fundamentalmente al estudio del metabolismo de los hidratos de carbono
en los microorganismos. Para ello se utilizaron galerias de identificacion API 50 CH,
combinadas con el uso de APl 50 CH Medium. Se prepard una suspension bacteriana
de cada uno de los microorganismos de BAL en estudio y a partir de cultivos de trabajo
sobre el medio API 50 CH. Posteriormente se inoculan los diferentes microtubos donde

se lleva a cabo el estudio de la fermentacion de los diferentes sustratos. [1]

Cada microtubo lleva un sustrato perteneciente a la familia de los hidratos de carbono
y carbohidratos (heterdsidos, polialcoholes, acidos urénicos). Una vez inoculados v si
hay fermentacion, esto se traduce en un cambio de color en el microtubo, debido a la
produccién de acido en anaerobiosis, revelada por el indicador de pH del medio

elegido. Ademas se incuba un microtubo, sin principio activo, que sirve como testigo.

La oxidacién se traduce por un cambio de color en la cupula, debido a la produccién de

acido en anaerobiosis revelada por un indicador de pH.

La asimilacién se traduce por un crecimiento del microorganismo en la clipula cuando

el sustrato se utiliza como unica fuente de carbono presente.

Las pruebas en base a las cuales se hizo la identificacion de las bacterias acido lacticas

son las siguientes:

Testigo Esculina/citrato férrico 1,16 / 0,152
Glicerol 1,64 Salicina 1,04
Eritritol 1,44 D-Celobiosa 1,32
D-Arabinosa 1,4 D-Maltosa 1,4
L-Arabinosa 1,4 D-Lactosa 1,4
D-Ribosa 1,4 D-Melibiosa 1,32
D-Xilosa 1,4 D-Sacarosa 1,32
L-Xilosa 1,4 D-Trehalosa 1,32
D-Adonitol 1,6 Inulina 1,28
Xillc\)/lpei:!;i)Dsi_da 1,28 D-Melezitosa 1,32
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D-Galactosa 1,4 D-Rafinosa 1,56
D-Glucosa 1,56 Almidon 1,28
D-Fructosa 1,4 Glicégeno 1,28

D-Mamnosa 1,4 Xilitol 1,4
L-Sorbosa 1,4 Gentiobiosa 0,5

L-Rhamnosa 1,36 D-Turanosa 1,32

Dulcitol 1,36 D-Lixosa 1,4
Inositol 1,4 D-Tagatosa 1,4
D-Manitol 1,36 D-Fucosa 1,28
D-Sorbitol 1,36 L-Fucosa 1,28
Mar'\]/(';tiir';z;i i 1,28 D-Arabitol 1,4
Glu'cv'oiti'r'aigsi 0 1,28 L-Arabitol 1,4
N-AcetilGlucosamina 1,28 Gluconato potasico 1,84
Amigdalina 1,08 z'cesgf;‘;ccoo”ato 2,12
Arbutina 1,08 5-Cetoc|lu$:onato 1,8
potasico

Tabla 1. Pruebas bioquimicas empleadas para la identificacion de BAL.
Caracterizacion de CGC+

La identificacién bioquimica de las cepas seleccionadas como cocos Gram + Catalasa +
se realizd mediante el sistema API STAPH que permite la identificacion de especies de
Staphylococcus, Micrococcus y Kocuria a partir de pruebas bioquimicas estandarizadas

y miniaturizadas. [2]

La identificacién se basa en la capacidad de las cepas para hidrolizar o no los

compuestos que contienen las diferentes pruebas de la galeria.

Las pruebas en base a las cuales se hizo la identificacién de los CGC+ fueron las

siguientes:
. Cantidad .2 .
Componente activo ' Reaccion / Enzimas
(mg)
Sin sustrato - Testigo negativo
D-glucosa 1,56 Testigo positivo
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D-fructosa 1,4 Acidificacion
D-manosa 1,4 Acidificacion
D-maltosa 1,4 Acidificacion
D-lactosa 1,4 Acidificacién
D-trehalosa 1,32 Acidificacion
D-manitol 1,36 Acidificacion
Xilitol 1,4 Acidificacion
D-melibiosa 1,32 Acidificacion
Nitrato de potasio 0,08 Reduccién nitratos a nitritos
B-nafti fosfato 0,0244 Fosfatasa alcalina
Piruvato de sodio 1,904 Produccion de acetil-metil-carbinol
D-rafinosa 1,56 Acidificacion
D-xilosa 1,4 Acidificacién
D-sacarosa 1,32 Acidificacién
Metil-aD-glucopiranosida 1,28 Acidificacion
N-acetil-glucosamina 1,28 Acidificaciéon
L-arginina 1,904 Arginina dihidrolasa
Urea 0,76 Ureasa

Tabla 2. Pruebas bioquimicas empleadas para la identificacion de los CGC+.

3.5 Evaluacion del potencial de los diferentes aislados como cultivos iniciadores
3.5.1 Determinacion de requerimientos nutricionales

La fermentacion tiene lugar por la accion de los microorganismos presentes en la masa
carnica, los cuales son capaces de metabolizar los azlcares presentes y transformarlos
en acido lactico. El descenso del pH puede ser mas o menos pronunciado segun los
microorganismos presentes, condiciones extrinsecas de temperatura, humedad,... y de

los azucares presentes.

Los microorganismos pueden usar los azUcares presentes de forma natural en la masa,
o bien ser éstos afiadidos de forma deliberada para favorecer las reacciones de
fermentacion. La glucosa es rapidamente asimilada por la mayor parte de los

microorganismos, pero también pueden ser utilizados lactosa, sacarosa u otros.

En esta tarea se evalud la capacidad de los aislados en cuanto a su capacidad para

fermentar azucares, en concreto glucosa y lactosa, ya que ambos se introducen en
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ocasiones de forma deliberada en la masa para favorecer las reacciones de
fermentacion. Para ejecutarla se analizaron los datos obtenidos de las reacciones

fermentativas empleadas en las pruebas bioquimicas de identificacién.
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4. RESULTADOS EXPERIMENTALES
4.1 Determinacion de pH y a,,
Los resultados obtenidos en cuanto a pH y a,, se muestran a continuacion.

A la vista de los mismos se comprueba que los valores de pH obtenidos favorecen la
proliferaciéon de BAL, inhibiendo crecimiento del resto de microbiota acompanante
(banal, alterante y/o patogena). Los valores de a,, en todos los casos son inferiores a
0,95, lo que favorece la proliferacion de microbiota Gram positiva (BAL y CGC+) con
posible interés tecnoldgico, frente a microbiota Gram negativa, dentro de la que se
pueden encuadrar muchos de los grupos bacterianos alterantes y/o patégenos del

Chorizo Asturiano.

Para cada una de las muestras incluidas en el estudio se analizaron tres réplicas (n=3).

5,2

1 0,83
2 5,6 0,86
3 5,3 0,84
4 51 0,84
5 5,0 0,86
6 5,2 0,89
7 5,4 0,88
8 5,2 0,87
9 5,5 0,83
10 5,6 0,87
11 5,7 0,81
12 51 0,86
13 4,9 0,77
14 5,5 0,72
15 5,5 0,77
Promedio 5,3 0,84

Tabla 3. Media de los valores de pH y a,, obtenidos en las muestras.
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Teniendo en cuenta los resultados de pH y a,, obtenidos, se puede decir que el Chorizo
Asturiano es un producto microbiolégicamente estable, siempre y cuando las piezas se
mantengan correctamente envasadas (lo recomendable es un envase al vacio para
evitar fundamentalmente la proliferacion de mohos en superficie), perfectamente

integras y en condiciones de conservacion adecuadas.

Ademas atendiendo a los resultados obtenidos de a,,, en todos los casos con valores <
0.92 y en base a la legislacion vigente de criterios microbiolégicos, se puede considerar
gue el Chorizo Asturiano puede ser encuadrado como alimento listo para el consumo
gue no puede favorecer el desarrollo de Listeria monocytogenes, y por tanto aplicable
como criterio el limite de 100 ufc/g (frente al criterio mas restrictivo de Ausencia en 25
g para aquellos alimentos listos para el consumo que puedan favorecer el desarrollo de

Listeria monocytogenes).

4.2 Determinacion del contenido de Na.

En la tabla a continuacion se muestran los contenidos en Na obtenidos en las

diferentes muestras. Se analizaron tres réplicas (n=3).

1 9,74
2 13,09
3 12,23
4 11,25
5 11,30
6 10,92
7 11,75
8 12,13
9 12,93
10 8,65
11 16,65
12 10,53
13 11,74
14 10,73
15 11,71

37



Promedio 11,69
Tabla 4. Media de los valores de Na obtenidos en las muestras.

La sal juega un papel importante en los productos carnicos tanto por su accion
conservante y estimulante del sabor, como por sus propiedades tecnoldgicas. El
cloruro de sodio permite la solubilizacién y extraccion de las proteinas miofibrilares

favoreciendo la ligazén y la textura caracteristica de los embutidos crudo-curados.

Por otro lado juega un efecto sinérgico en la estabilidad y seguridad microbiana,
basada en la combinacidon de varios factores estableciendo lo que se conoce como

“efecto barrera”.

El contenido de sal determinado en las diferentes muestras, asi como el proceso de
secado y maduracion al que el producto es sometido, favorecen una a, baja,
contribuyendo de esta forma a la obtencién de un producto microbiolégicamente
estable como ya se ha sefialado anteriormente, hecho que dificulta la proliferacién de

microbiota patogena y/o alterante.

4.3. Determinacion del perfil nutricional

Humedad Cenizas Proteinas Grasa
% % % %

1 37,37 3,91 19,93 36,87
2 32,22 4,37 20,00 42,37
3 39,30 4,11 19,33 34,28
4 25,22 4,34 21,88 44,05
5 37,76 3,70 20,65 32,25
6 34,04 3,58 21,46 37,95
7 44,58 3,21 23,45 28,06
8 41,71 3,57 18,76 34,02
9 30,29 4,12 22,51 39,44
10 36,20 3,62 19,52 38,17
11 30,79 4,30 28,56 31,85
12 35,47 3,35 21,45 32,54
13 36,81 4,13 14,96 39,21
14 34,37 4,56 23,15 34,17
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15 37,70 4,92 25,19 33,56

Promedio 35,93 3,96 21,39 36,21
Tabla 5. Media de los valores del contenido en macro-nutrientes.

Para cada una de las muestras incluidas en el estudio se analizaron tres réplicas.

Se determind el contenido en nutrientes porque éstos son necesarios para la correcta
proliferacién de los microorganismos.

4.4 Determinacion de microbiota patogena.

Se comprueba que en ninguno de los casos las muestras superan el criterio

microbioldgico marcado como limite para cada uno de los patégenos analizados.

m E. coli B-glucuronidasa + Salmonella spp.
<10 <10

1 Ausencia

2 <10 Ausencia <10
3 1,2x10? Ausencia <10
4 3,0x10" Ausencia <10

5 7,0x101 Ausencia 7,0x101
6 1,2x102 Ausencia 5,0x101
7 <10 Ausencia <10
8 <10 Ausencia <10
9 <10 Ausencia <10
10 <10 Ausencia <10
11 <10 Ausencia <10
12 <10 Ausencia <10
13 <10 Ausencia <10
14 <10 Ausencia <10
15 <10 Ausencia <10

Tabla 6. Resultados obtenidos del analisis de patégenos.

En el caso de E. coli B-glucuronidasa +, el limite superior definido es de 500 ufc/g

(5.0x10% ufc/g), que en ninguno de los casos es superado.

En ninguna de las muestras analizadas se detecta la presencia de Salmonella en los 25
g de muestra analizada, corroborando el efecto barrera que sobre los patdgenos

ejercen las caracteristicas intrinsecas del Chorizo Asturiano como pH, a,, contenido en
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Na, etc. asi como el efecto competidor que podrian ejercer las BAL presentes en la

masa y responsable de los procesos fermentativos.

En dos de las muestras analizadas se detecto Listeria monocytogenes, pero en ninguno
de los casos el recuento supera las 100 ufc/g establecidas en el reglamento de criterios
microbioldgicos para productos con los valores de a,, propios del Chorizo Asturiano.

4.5 Determinacion de microbiota beneficiosa

A continuacién se muestran los resultados obtenidos de los diferentes grupos

bacterianos analizados.

m Bacterias acido lacticas | Cocos Gram + Catalasa +

1 9,8x10° <10°
2 6,4x10° <10°
3 4,8x10° <10°
4 3,7x10° <103
5 1,1x10’ <10°
6 2,0x10’ 4,2x10°
7 1,5x10’ 4,0x10°
8 3,9x10’ 4,0x10°
9 7,3x10° 1,0x10°
10 2,2x10’ 5,0x10°
11 8,8x10’ 3,4x10°
12 7,1x10’ 1,3x10%
13 7,3x10’ <10°
14 4,3x10’ 1,8x10°
15 8,3x10’ 4,0x10°

Tabla 7. Resultados obtenidos del recuento de BAL y CGC+.

Analizando los resultados se comprueba que la carga bacteriana de BAL oscila entre 6
log ufc/gy 7 log de ufc/g, estableciéndose las BAL como grupo microbiano mayoritario

y responsable de la fermentacién del producto.

Los niveles encontrados entre 6-7 log ufc/g son los adecuados para que se lleven a

cabo los procesos fermentativos en los embutidos crudo-curados.
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La concentracion de CGC+ es como minimo 3 dérdenes de magnitud inferior a la
concentraciéon de BAL, en muchos casos inferior al limite de deteccién (10° ufc/g)
definido en a las diluciones empleadas en la determinacién. La concentracion en el
producto final no justifica claramente algun tipo de funcidn tecnoldgica en el producto.

No obstante en las siguientes etapas del proyecto se continud con su caracterizacién.

4.6 Caracterizacion de BAL

Los resultados de identificacién de los microorganismos para cada una de las muestras

se reflejan a continuacion:

m Bacterias acido lacticas

Leuconostoc mesenteroides ssp.
1 mesenteroides / dextranicum

Lactococcus lactis

Leuconostoc mesenteroides ssp.
mesenteroides [ dextranicum

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus plantarum

Leuconostoc mesenteroides ssp.
mesenteroides / dextranicum

Lactococcus lactis spp. lactis

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus delbrueckki 6
4 Lactobacillus curvatus

Lactobacillus fermentum

Leuconostoc mesenteroides ssp.
5 mesenteroides [ dextranicum

Lactobacillus plantarum

6 Leuconostoc mesenteroides

Leuconostoc mesenteroides

7 Lactococcus lactis

Pediococcus pentosaceus

8 Lactococcus lactis

9 Leuconostoc mesenteroides
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Lactococcus lactis
10 Lactobacillus lactis
Lactococcus lactis
11
Lactobacillus brevis
Lactobacillus pentosus
12
Lactobacillus brevis
Leuconostoc mesenteroides
13
Lactobacillus plantarum
Lactococcus lactis
14
Lactobacillus brevis
Lactococcus lactis
15 Lactobacillus fermentum
Lactobacillus brevis

Tabla 8. Microorganismos identificados tras las pruebas de identificacién bioquimica
dentro del grupo de BAL.

4.7 Caracterizacion de CGC+

En 10 de las 15 muestras analizadas, o bien los microorganismos pertenecientes al
grupo de Cocos Gram + Catalasa + se encontraban por debajo del limite de deteccion
determinado por las diluciones de andlisis (limite de deteccién de 10° ufc/g) y cuando
se obtuvieron aislados, en la mayoria de los casos fue imposible realizar una

identificacion bioquimica aceptable.
Unicamente fue posible la identificacién en 8 aislados.

Los resultados de identificacion de los Cocos Gram + Catalasa + se muestran en la tabla

m Cocos Gram + Catalasa +

a continuacion:

vi AW N |R
1

Sthaphylococcus saprophyticus
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Sthaphylococcus saprophyticus
° Kocuria varians
Sthaphylococcus haemolyticus
’ Kocuria varians
8 Kocuria varians
Sthaphylococcus sp.
> Kocuria varians
10 -
11 -
12 -
13 -
14 -
15 -

Tabla 9. Microorganismos identificados tras las pruebas de identificacion
bioquimica dentro del grupo de los CGC+.

4.8 Determinacion de requerimientos nutricionales

La determinacion de los requerimientos nutricionales se establecié en base a la
capacidad de fermentacion de dos azucares, la glucosa y la lactosa y mediante la

recuperacién de los datos obtenidos en las pruebas bioquimicas de identificacion.

En el caso de las BAL se comprueba que como cabia esperar, todos los aislados son
capaces de fermentar la glucosa. En el caso de la lactosa y si atendemos a este criterio
para la posible seleccion de microorganismos en el desarrollo futuro de cultivos
iniciadores especificos del Chorizo Asturiano se comprueba que muchas de las cepas

aisladas no son capaces de fermentar este azlcar.

m Bacterias acido lacticas m Lactosa

Leuconostoc mesenteroides ssp. N
1 mesenteroides [ dextranicum
Lactococcus lactis + +
Leuconostoc mesenteroides ssp. N
2 mesenteroides | dextranicum
Lactobacillus fermentum + ?
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Lactobacillus plantarum

Leuconostoc mesenteroides ssp.
mesenteroides | dextranicum

Lactococcus lactis spp. lactis

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus delbrueckki 6
Lactobacillus curvatus

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus acidophilus

Leuconostoc mesenteroides ssp.
mesenteroides [ dextranicum

Lactobacillus plantarum

Leuconostoc mesenteroides

Leuconostoc mesenteroides

Lactococcus lactis

Pediococcus pentosaceus

Lactococcus lactis

Leuconostoc mesenteroides

Lactococcus lactis

10

Lactobacillus lactis

11

Lactococcus lactis

Lactobacillus brevis

12

Lactobacillus pentosus

Lactobacillus brevis

13

Leuconostoc mesenteroides

Lactobacillus plantarum

14

Lactococcus lactis

Lactobacillus brevis

15

Lactococcus lactis

Lactobacillus fermentum

Lactobacillus brevis

+: Fermentacidn azucar positiva / -: Fermentacién azlcar negativa.

Tabla 10. Requerimientos nutricionales de las BAL identificadas.
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Para la determinacién de los requerimientos nutricionales de los CGC+ se establecio el

mismo esquema de trabajo que en el caso de las BAL. Algunos de los aislados no

fermentan la glucosa y Unicamente dos cepas aisladas, correspondientes a la especie

Stahphylococcus saprophyticus son capaces de fermentar la lactosa.

Esto parece reafirmar el hecho de que las cepas de CGC+ aisladas no presentan unas

caracteristicas tecnoldgicas adecuadas para el futuro desarrollo de cultivos iniciadores

especificos del Chorizo Asturiano.

Muestra ‘ Cocos Gram + Catalasa + ‘ Glucosa ‘ Lactosa

5 Sthaphylococcus saprophyticus + +
Sthaphylococcus saprophyticus + +

° Kocuria varians - -
Sthaphylococcus haemolyticus + -

! Kocuria varians - -

8 Kocuria varians - -
Sthaphylococcus sp. + -

? Kocuria varians + =

+: Fermentacidn azucar positiva. / -: Fermentacién azucar negativa.

Tabla 11. Requerimientos nutricionales de los CGC+ identificadas.
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5. CONCLUSIONES

El producto estudiado y caracterizado en este trabajo, el Chorizo Asturiano, es un
producto de gran tradicion en el Principado de Asturias, actualmente amparado bajo el

desarrollo de una Marca Colectiva.

Este proyecto es una primera aproximacion a la caracterizacidon del Chorizo Asturiano,
tanto a nivel sensorial y fisico-quimico, como microbiolédgico, para establecer las

caracteristicas estandar y contribuir a una mejora de su calidad y salubridad.

El Chorizo Asturiano es un producto tradicional, elaborado en la mayoria de los casos
sin la adicion de cultivos iniciadores, de manera que en el proceso de fermentacion
participan microorganismos aportados por la contaminacién natural de la masa. Esta
microbiota no sélo esta constituida por microorganismos de interés tecnolégico, si no
gue en ocasiones, pueden aparecer microorganismos relacionados con el deterioro o

incluso patogenos.

En cuanto a la evaluacién sensorial de las muestras para su posterior seleccion se
observé que las mayores diferencias se establecian en funcion del grado de curacién
de los productos, que influia directamente en la percepcion de los atributos flavor y
olor, encontrdndose también diferencias en el nivel de ahumado. La evaluacién
sensorial establecio las bases para determinar las muestras a incluir en la posterior

caracterizacion fisico-quimica y microbioldgica.

Se analizaron un total de 15 lotes de Chorizo Asturiano, pertenecientes a otros tantos

fabricantes.

Se comprueba que la estabilidad y seguridad del Chorizo Asturiano se basa en la
combinacion de varios factores (obstaculos) que no deberian ser vencidos por los
microorganismos. Este llamado “efecto barrera” es el resultado de las complejas
interacciones entre las caracteristicas intrinsecas de pH, a,, contenido en Na, etc... del
Chorizo Asturiano con las que se logra alcanzar una estabilidad microbiana una vez

finalizados los procesos fermentativos en el producto.

En el caso de la determinacion de patégenos, se comprueba que en ninguno de los
casos supera los limites marcados por la legislacion en el Reglamento (CE) 2013/2005
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relativo a los criterios microbiolégicos aplicados a los productos alimenticios. En el
reglamento se establece como criterio microbioldgico Ausencia de Salmonella spp. en
25 g de matriz analizada y el limite de 100 ufc/g en el caso de recuento de Listeria
monocytogenes para alimentos que no favorezcan el crecimiento del patégeno. El
Chorizo Asturiano por sus caracteristicas intrinsecas de pH y a,, no puede favorecer la
proliferaciéon de Listeria a lo largo de la vida util del producto. En el caso de la
determinacién de E. coli B-glucuronidasa positiva en ningln caso se supera el limite de
5x10° establecido legislacion que aunque derogada, se sigue usando como referencia.
Ademas gracias a sus propiedades intrinsecas, es un producto donde se genera un
ambiente desfavorable para la proliferacion de microorganismos tales como E. coli,
Salmonella o Listeria monocytogenes. El desarrollo futuro de cultivos iniciadores
especificos podria ser un elemento favorecedor del cumplimiento de los criterios de
seguridad alimentaria si se seleccionaran cepas capaces de inhibir Listeria

monocytogenes y/o Salmonella y/o E. coli.

Las técnicas empleadas en la caracterizacion de los microorganismos presentes en el
Chorizo Asturiano, tanto en el caso de identificacion de BAL, como de CGC+, se han
basado en procedimientos microbioldgicos tradicionales (cultivo, aislamiento en placa,
identificacion bioquimica combinada o no con otras pruebas bioquimicas). Estas
metodologias de identificaciéon estan respaldadas por muchos afios de experiencia y
ademas proporcionan una herramienta imprescindible para abordar la tipificacion
bacteriana, ya que permiten el aislamiento diferenciado de las cepas microbianas. En
este caso los microorganismos han sido caracterizados a nivel de género y/o especie,

llegando a la identificacién de los mismos, pero no al nivel de tipificacion de especie.

Las principales especies determinadas fueron Lactococcus lactis y Leuconostoc
mesenteroides que constituyen casi un 58 % de la microbiota identificada. Las cepas de
Lactobacillus plantarum constituyen un 13 % de los microorganismos identificados y

Lactobacillus fermentum un 9 %.

En el caso de Lactococcus lactis, esta presente en un 60 % de los fabricantes de Chorizo

Asturiano y Leuconostoc mesenteroides en un 53%, que junto con cepas de
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Lactobacillus plantarum y Lactobacillus fermentum constituyen la microbiota

mayoritaria.

De las BAL mayoritariamente aisladas las que presentan unas mejores cualidades
tecnoldgicas en cuanto a su capacidad de fermentacién tanto de glucosa, como de

lactosa estan Lactococcus lactis y Lactobacillus plantarum.

Identificacion de aislados
% identificados por especies
Otros Leuconostoc

20% mesenteroides
29%

Lactobacillus
fermentum
9%

Lactobacillus
plantarum
13%

Lactococcus
lactis
29%

Figura 3. % de identificacidn por especies de
los aislados pertenecientes al grupo de BAL

En cuanto a los CGC+ aislados en el Chorizo Asturiano no parecen tener una funcién
tecnoldgica que se pueda definir claramente en el producto, ya que no esta justificada
ni por su concentracion final en la matriz, ni por las propiedades tecnolégicas

evaluadas.

Con el estudio parece demostrado que existe una microbiota predominante y comun a
la mayor parte de los fabricantes dentro de la Marca Colectiva Chorizo Asturiano y sus
caracteristicas tecnoldgicas podrian permitir el desarrollo futuro de un cultivo iniciador

especifico.

Como se menciond anteriormente, este estudio forma parte de un trabajo futuro, mas

ambicioso, en el que, en base a una tipificacién de los microorganismos aislados y una
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evaluacion de sus caracteristicas tecnoldgicas mas exhaustiva, permita el desarrollo de

uno o varios cultivos iniciadores especificos del Chorizo Asturiano.

Entre las acciones futuras previstas estaria una tipificacion de los productos a nivel
molecular, ya que estas técnicas permitirian superar las limitaciones de las técnicas de
microbiologia clasica tales como la baja sensibilidad, la no deteccion de
microorganismos no cultivables, en ocasiones su escasa reproducibilidad y permitir su
tipificacion distinguiendo cepas o aislamientos pertenecientes a la misma especie,

ademas de comprobar la trazabilidad de microorganismos.

Actualmente se considera que para el estudio de comunidades bacterianas en matrices
alimentarias, es preferible emplear el uso combinado de técnicas clasicas de cultivo y
técnicas moleculares, de manera que se obtenga una vision mas aproximada de la

ecologia microbiana en los procesos fermentativos y de maduracion.

Por otro lado se hace necesario un control mas exhaustivo de la capacidad tecnoldgica
de los aislados y su capacidad para su produccién a nivel industrial. Para ello deberia se

haria necesario como continuacion del presente trabajo:

e Evaluacién de la tasa de crecimiento. Los microorganismos a emplear como
cultivos iniciadores deberian tener una tasa de crecimiento y o multiplicacién
elevada, para asegurar un nivel de produccion industrial del cultivo/s
iniciadores.

e Evaluacién de los cultivos aislados para la mejora de la calidad higiénico-
sanitaria, determinando su potencial para la posible inhibicién y la capacidad
antagonista que pudieran ejercer sobre los patdgenos alimentarios mas
habituales en el Chorizo Asturiano.

e Evaluacion de los cultivos aislados para la mejora y/homogenizacion de las

caracteristicas sensoriales, determinando su actividad lipolitica y proteolitica.
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6. SIMBOLOS
+ Reaccion positiva

- Reaccidn negativa

? Reaccidn con resultado dudoso

puL Microlitro

% Porcentaje

aw Actividad de agua

BAL Bacterias acido lacticas

°eC Grados centigrados

CGC+ Cocos Gram-positivos catalasa-positivos
Log Logaritmo decimal

g Gramo

HK Agar Hektoen

mg Miligramo

MKTTn Caldo Muller Kauffman Tetrationato
mL Mililitro

MRS Man, Rogosa, Sharpe

n Numero de unidades de muestra

Na Sodio

nm Nanometro

RV Caldo Rappaport Vasilliadis

TSB Caldo de triptona y soja

TSYEA Agar triptona soja y extracto de levadura

ufc Unidad formadora de colonia



ufc/g

XLD

Unidad formadora de colonia por gramo

Agar xilosa, lisina, dexosicolato
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ANEXO | - FICHA DE CATA

Sesion: Fecha: Nombre:

Evaluaremos 6 muestras de chorizo asturiano. Analizar siguiendo este orden, de
izquierda a derecha: cdédigo-cddigo-cddigo-cddigo-cddigo-cddigo

Situar el cédigo de cada muestra sobre la escala (de 1 a 5). Valorar por completo cada
muestra antes de comenzar con la siguiente. La puntuacién de cada muestra puede
tener pequefias correcciones a lo largo de la sesidn de cata.

Antes de comenzar la cata, aclararse la boca con agua. Comenzar por una valoracién
visual del color (intensidad de color, de naranja a rojo oscuro). Después valorar el olor,
con inspiraciones cortas, detectando la intensidad de los siguientes atributos: carne
fresca-curada, pimentdn, especias y ahumado.

Seguidamente, separar la piel, cortar la loncha por la mitad y masticar lentamente,
valorando el flavor (sabor en boca y por via retro-nasal), detectando la intensidad de
atributos como acido, carne fresca-curada, pimentén, especias y ahumado.

Masticar la segunda mitad y valorar la textura: cohesividad de la loncha (poco o muy
compacta), curacion (poco curado-muy curado), jugosidad (facilidad para soltar el agua
durante la masticacion y/o estimular la secrecion salivar), untuosidad (sensacién de
grasa en la boca) y masticabilidad (nimero de masticaciones necesarias para poder
deglutir la muestra).

Al finalizar, hacer una valoracion general heddnica que recoja el conjunto de
sensaciones y permita definir cuanto ha gustado la muestra.
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EVALUACION COLOR (visual):

INTENSIDAD DE COLOR

1 2 3 4 5
naranja rojo oscuro
EVALUACION OLOR:

INTENSIDAD DE OLOR A CARNE FRESCA/CURADA:

carne fresca carne curada

INTENSIDAD DE OLOR A PIMENTON:

suave intenso

INTENSIDAD DE OLOR A ESPECIAS (AJO, ETC):

suave intenso

INTENSIDAD DE OLOR A AHUMADO:

suave intenso
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EVALUACION FLAVOR:

INTENSIDAD DE SABOR A ACIDO:

suave intenso

INTENSIDAD DE SABOR A CARNE FRESCA/CURADA:

carne fresca carne curada

INTENSIDAD DE SABOR A PIMENTON:

suave intenso

INTENSIDAD DE SABOR A ESPECIAS (AJO, ETC):

suave intenso

INTENSIDAD DE SABOR A AHUMADO:

suave intenso
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