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Baggrund EU har skaerpet reglerne for, hvor meget nitrit der ma tilsaettes til kedproduk-

ter. Tidligere har det veeret tilladt at tilsaette op til 150 ppm Na-nitrit i konser-
ves, men med de nye EU-regler ma der for produkter varmebehandlet til en
FO > 3 (en varmebehandling, der er aekvivalent med 121,1°C i mindst 3 minut-
ter) kun tilsaettes 82 ppm Na-nitrit, og for produkter varmebehandlet til en FO
< 3 ma der tilseettes 120 ppm Na-nitrit. Dette er en udfordring, da de Codex
Alimentarius guidelines, der i dag anvendes som udgangspunkt for valg af FO-
kog <3 for forskellige produkter tilsat forskellige maengder salt, er baseret p3,
at der tilseettes 150 ppm Na-nitrit. Der mangler derfor dokumentation for, om
reduktion af maengde tilsat nitrit pavirker holdbarheden af kadkonserves.

Formdl At undersgge effekt pa holdbarhed af kadkonserves med reduceret maengde
tilsat nitrit ved forskellige niveauer af salt i vand (WPS) og forskellige varmebe-
handlinger i en accelereret challengetest, som kan anvendes til at se pa rela-
tive holdbarhedstider.

Konklusion Data fra 29 serier af challengetest med ddsekonserves med varierende
maengde nitrit tilsat, WPS, tilsaetning af laktat/acetat og varmebehandlet til
forskellige FO-veerdier viser, at der er en tendens til lidt darligere holdbarhed
(vurderet ud fra den observerede tid til 50% bombage under accelereret test
ved 37°C) ved reduktion af maengden af tilsat nitrit fra 139-150 ppm til 118-
120 ppm, iseer jo lavere WPS er. Forskellen er dog meget lille, idet den vurde-
res at veere 1-2 dage, hvilket dog ogsa svarer til 4-8%, nar produkterne er po-
det med 3-4 log Clostridium sporer/g fgr varmebehandling. Det skal efterprg-
ves i kommende forsgg, om denne forskel har en signifikant betydning for
holdbarheden.

Enkelte forsgge indikerer, at forskellen i den haemmende effekt af nitrit ved
tilseetning af forskellige maengder nitrit er starre, jo starre varmepavirkning
sporerne har faet. Dette undersgges neermere i kommende forsgg.

Forsggene har dog ogsa vist, at det kan veere sveert altid at se en tydelig sam-
menhang mellem kimtal og bombage, idet der godt kan observeres kimtal >6
log CFU/g, uden der ngdvendigvis observeres bombage. | fremtidige forsag vil
sammenligning af serier med forskellig maengde tilsat nitrit derfor bade base-
res pa kimtal og pa tiden til 50% bombage.

Tilsaetning af laktat/acetat har en betydelig forlaengende effekt pa tiden til
50% bombage, som langt overstiger den eventuelle holdbarhedsforringende
effekt af at reducere maengden af tilsat nitrit fra 139-150 ppm nitrit til 118-
120 ppm.
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Fremgangsmade

Der fremstilles et luncheon meat-produkt som modelprodukt med forskellige
maengder tilsat Na-nitrit og salt, som podes med Clostridium sporogenes. | en-
kelte serier tilseettes desuden K-laktat og K-acetat. Fars fyldes pa daser, der
lukkes og opbevares pa kel (2°C) til naeste dag, hvor de varmebehandles i au-
toklave i pilot plant. Daserne lagres efter varmebehandling ved 37°C, hvor de
jaevnligt inspiceres for bombage. Holdbarheden bestemmes relativt ud fra tid,
til at 50% af daserne i en serie er bomberet, sammenlignet med tid til at 50%
af daserne fra en anden serie er bomberet.

Der er udvalgt 3 stammer af C. sporogenes, som tidligere er brugt i forsgg med
konserves (Projektet "C. botulinum i helkonserves”, 2011-2013). C. sporogenes
er accepteret som surrogat for mesofile C. botulinum. De 3 udvalgte stammer
er kendte fordeervere, som producerer luft og altsd medfgrer bombage af da-
serne ved vaekst.

Stammernes D-vaerdier er tidligere undersggt (Jacobsen, 2011). Her blev
D120°c bestemt til ca. 1,9 for alle 3 stammer, hvilket er ca. 4 gange hgjere end
de mest varmeresistente proteolytiske C. botulinum med D10ec pa 0,48 (Van
Asselt & Zwietering, 2006).

Clostridium sporogenes og specifikt stammen PA3679, som indgar i den benyt-
tede bakteriecocktail i forseg beskrevet i dette notat, har vaeret brugt til de
fleste forsgg med dokumentation af varmebehandling af C. botulinum og der-
ved dannet grundlag for anbefalinger i Codex Alimentarius (Bagh-Sarensen &
Zeuthen, 2002).

Produktionen foregar over to dage, hvor kad hakkes og luncheon meat-farser
produceres i hurtighakker, fyldes i daser med 200 + 1g, som lukkes og saettes
pa kel ved 2°C natten over. Naeste dag autoklaveres daserne og placeres ef-
terfalgende i inkubatorer ved 37 + 2°C. Der inkuberes 70-80 daser pr. serie.

Farserne podes med sporer, sa der fgr varmebehandling er ca. 3-4 log sporer
pr. g.

Der produceres 18 kg fars for hver serie. Der podes med 1 ml sporecocktail
pr. kg, dvs. 18 ml i alt under produktion i hurtighakker.
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Tabel 1. Undersggte kombinationer af konservering og varmebehandling.

FO WPS Nitrit (ppm) | Laktat/ Serie
acetat %
0 24
75 25,30
1,0 2,5 75 1,47%/0,1 | 26, 31
100 27,32
118 28,33
150 29,34
1,6-1,8 | 2,2 100 13
118 15
150 17
2,6-2,7 | 120 11
139 10,12
3,2-33 | 120 7,19
120 1,6%/0,12 | 20
3,5-36 | 120 21
120 1,6%/0,12 | 8
139 22,23
2,0 2,2 120 9
2,9 2,2 100 14
118 16
150 18
33 2,2 100 1
118 2
150 3
2,7 100 4
118 5
150 6
*|-laktat

Temperaturen i daserne blev Igbende registreret under varmebehandlings-
processen med ELLAB termologgere, som blev skruet ind i 3 daser pr. varme-
behandling med temperaturfgler placeret, s& temperaturen blev malt i ker-
nen af produktet. Efterfalgende blev den samlede FO-vaerdi beregnet. Til be-
regning benyttes varmepavirkningen i hele varmebehandlingsforlgbet, dvs. in-
klusiv stige-, holde- og afkelingstid, nar temperaturen er over 98°C.

Efter varmebehandling blev to daser fra hver serie analyseret for salt, vand og
pH. Der blev ikke analyseret for nitrit i de fgrste serier; dette blev eendret, sa
der efter varmebehandling ogsa blev analyseret for residual-nitrit.

Vandaktivitet blev malt i de fgrste serier, men da analysen, der blev kart i det
kemiske laboratorium, kun er praecis nok til, at resultater kan angives med to
decimaler, blev der ikke analyseret for au.

| serier tilsat K-laktat og K-acetat blev der desuden analyseret for L-laktat

samt acetat.
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ling blev analyseret pa Reinforced Clostridium Medium agar (RCM) (dybdeud-
seaed, anaerob inkubering 30°C i 3-4 dage). Desuden blev sporetallet i lun-
cheon meat efter varmebehandling bestemt pa RCM-agar.

Ved bombage af daser blev kimtallet bestemt; for serie 24-29 blev der desu-
den bestemt kimtal en gang om ugen frem til bombage.

Alle prgver blev udtaget anaerobt.

Daserne blev tjekket 2-3 gange ugentligt for luftproduktion (=bombage) ved at
trykke pa siden samt pa toppen og bunden af daserne.

Resultater

%-del bomberede daser blev plottet som funktion af tid i Excel (se eksempel i
bilag 1). | tabel 2 er tiden til bombage af 50% af daser i en serie (aflaest pa
plottene) noteret. Detaljerede oplysninger om de enkelte serier kan ses i ta-
bel i bilag 2.

Tabel 2. Kombinationer af FO, WPS, tilsat nitrit, laktat/acetat og den observerede tid til
50% bombage.

FO WPS | Nitrit Laktat/ Serie Tid til 50%
(ppm) acetat % bombage
(dage)
0 24 <4
75 25 19,8
1,0 2,5 75 | 1,47*/01 | 26 25
100 27 18
118 28 19
150 29 19,8
1,6- 2,2 100 13 22
1,8 118 15 23
150 17 26
2,6- 120 11 23
2,7 139 10,12 23-24
3,.2- 120 7,19 23
33 120 | 1,6%/0,12 | 20 49
3,5- 120 21 24
3,6 120 | 1,6*/0,12 | 8 49
139 22,23 24-26
2,0 2,2 120 9 21
29 2,2 100 14 20
118 16 23
150 18 23
33 2,2 100 1 24
118 2 27
150 3 28
2,7 100 4 27
118 5 24
150 6 32

*| -laktat
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Figur 1. Kimtal pd RCM i 2 déser fra serie 25-29 pd dag 1 (lige efter autoklavering), dag
13, 15 0g 18. Sgjlerne angiver kimtal i én dase. Sgjler markeret med "*" angiver, at kim-
tal er analyseret pa dase med bombage; de gvrige kimtal stammer fra daser uden syn-
lig bombage. Kimtal for serier 25, 27, 28 og 29 pa dag 18 er "mindst X log CFU/g", da
der var teeppevaekst pd RCM-pladerne i den hgjeste fortynding.
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Under lagring af serierne 24-29 blev der udover observation af luftproduktion
ogsa malt kimtal (RCM, anaerobt).

Startkimtallene i denne forsaegsraekke 13 pa 3-3,5 log CFU/g.

Da der blev observeret bombage i alle daser fra serie 24 (0 ppm nitrit) efter 4
dages lagring, blev der ikke malt kimtal pa serie 24. Efter 7 dage blev der kun
malt kimtal pa serie 25, da det forventedes, at der ville kunne males vaekst i
serie 25 (75 ppm nitrit), fer der kunne males veekst i de resterende serier.
Kimtallet i serie 25 var pa hhv. 2,53 log CFU/g og 2,30 log CFU/g i to daser ef-
ter 7 dages inkubering ved 37°C.

Som det ses i figur 1, blev der ikke observeret en tydelig sammenhang mel-
lem tilsat nitrit og kimtal, idet serie 25 med laveste maengde tilsat nitrit (75
ppm) havde leengere lagfase end serier med st@rre maengder nitrit tilsat (se-
rie 27-29). Dog ses der pa dag 13 og 15 en tendens til, at kimtallene er lavest i
serie 29 med 150 ppm nitrit, nar serie 27, 28 og 29, som er tilsat hhv. 100
ppm, 118 ppm og 150 ppm nitrit, sammenlignes. Dette peger altsa pa, at spo-
respiring har laengere lagfase, nar der tilseettes 150 ppm nitrit sammenlignet
med 100 ppm hhv. 118 ppm. Men som det ses i tabel 2, resulterer den Izn-
gere lagfase af sporespiring kun i en meget lille stigning i tid til 50% bombage,
som ligger indenfor den usikkerhed, som forsggssetuppet vurderes at have.
Observationen, at serie 25 har den leengste lagfase for sporespiring, kan ikke
umiddelbart forklares, derfor gentages forsagsraekken.

Det ses desuden, at der ikke altid er en sammenhang mellem observeret
bombage og kimtal, idet der pa dag 18 blev malt hgje kimtal (>6 log CFU/g) for
begge replikater af serierne 25, 27, 28 og 29, mens der kun blev observeret
bombage i det ene replikat. | begge replikater af serie 26 var kimtallene pa
dag 18 >5,5 log CFU/g, men der blev ikke observeret bombage i nogen af
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daserne fra denne serie. Til sammenligning var der pa dag 13 bombage i det
ene replikat af serie 27, hvor der blev malt et kimtal pa 4,9 log CFU/g.

Reproducerbarhed og  Enkelte af serierne blev gentaget og kan derfor benyttes som en indikation
usikkerheder pa, hvor reproducerbart forsggssetuppet er, samt pa hvor stor usikkerhed
der er pa den observerede tid til 50% bombage.

Sammenligning af serierne 8 og 20, der er tilsat laktat/acetat, og hvor tiden til
50% bombage for begge serier er 49 dage, indikerer, at setuppet er reprodu-
cerbart.

Som det ses i tabel 2 og i bilag 2, er parametrene for serie 10 og 12 direkte
sammenlignelige. Det samme gaelder for serie 22 og 23. Tiden til 50% bom-
bage i disse serier varierer mellem 1 og 2 dage.

Serierne 9, 15 og 16 er sammenlignelige i konservering, men varmebehandlet
til forskellig FO. For disse serier ses der ligeledes op til 2 dages variation i ti-
den til 50% bombage. Sporetal efter varmebehandling varierer fra 2,7-3,1 log
CFU/g (bilag 2) i serierne.

Serierne 13-14, 15-16 og 17-18 er ogsa sammenlignelige i tilsat konservering,
men varmebehandlet til forskellig FO. Her er den starste forskel mellem seri-
erne pa 3 dage. Forskellene kan ikke umiddelbart forklares af forskelle i var-
mebehandling og antal sporer efter varmebehandling.

Sammenligning af serierne 7 og 19 giver 5 dages forskel pa tid til 50% bom-
bage.

Baseret pa disse forsgg vurderes det altsd, at usikkerheden p& maling af tid til
50% bombage ligger pa omkring 1-5 dage. Et skan pa en middel usikkerhed
vil derfor vaere 2-3 dage.

Det skal dog i denne sammenhang noteres, at der, som tidligere beskrevet,
er observeret en forsinkelse mellem hgje kimtal (>6 log CFU/g) og observer-
bar bombage. Derfor vil serier, hvor tiden til 50% bombage varierer med >3
dage, godt kunne opna et kimtal pa >6 log CFU/g pa samme tid.

Effekt af reduktion af ~ Regnes der med en usikkerhed pa op til 2-3 dage, ses der i starstedelen af

nitrittilscetning data i tabel 2 og bilag 1 altsd, at holdbarheden ikke reduceres, nar tilsat nitrit
reduceres fra 150 ppm til 118 ppm eller fra 139 ppm til 120 ppm. Dog er for-
skellen mellem serie 5 og 6, som er tilsat hhv. 118 ppm og 150 ppm nitrit,
WPS% pa 2,7% og er varmebehandlet til F0=3,3, pa 8 dage. En hypotese, der
kan forklare denne forskel, kan veere, at den hardere varmebehandling gar
sporene mere fglsomme overfor eendringer i nitritindhold. Denne hypotese
stemmer ogsa overens med, at der i sammenligning mellem serie 28 og 29,
der er tilsat hhv. 118 ppm og 150 ppm nitrit og varmebehandlet til en FO=1,
er <1 dags forskel i tiden til 50% bombage. Denne teori skal efterproves.
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Ses der til gengeeld bort fra usikkerheden pa 2-3 dage, er der dog en tendens
til, at tiden til 50% bombage er 1-2 dage leengere ved de hgje nitrittilsaetnin-
ger (139 ppm og 150 ppm), isaer ved lavere WPS. Dette skal dog undersages
naermere, for der kan konkluderes pa dette.

Der ses en tydelig effekt af tilseetning af en blanding af K-laktat og K-acetat.
Koncentrationen pd 1,6% laktat og 0,12% acetat i serie 8 og 20 er valgt, da er-
faringen siger, at produkter tilsat denne mangde er sensorisk acceptable. |
begge forsag ses ca. en fordobling af tiden til 50% bombage sammenlignet
med serierne uden laktat/acetat (sammenligning af serie 7+8 og serie 19+20).

Tilseetning af en lidt mindre maengde laktat/acetat (1,47% laktat/0,1% acetat)
til serie 26 resulterede i en stigning af tiden til 50% bombage med ca. 25%
sammenlignet med serie 25, hvor der ikke var tilsat laktat/acetat. Dog var det
forventet, at tiden til 50% bombage i serie 25 havde vaeret kortere (sammen-
lignet med serierne 27-29). Det er derfor muligt, at der har vaeret noget galt
med serie 25, og at den forggede holdbarhed ved tilsaetning af laktat/acetat
til serie 26 reelt er starre. Forsgget gentages.

Konklusion

Data fra 29 serier af challengetest med ddsekonserves med varierende
maengde nitrit tilsat, WPS, tilsaetning af laktat/acetat og varmebehandlet til
forskellige FO-veerdier viser, at der er en tendens til lidt darligere holdbarhed
(vurderet ud fra den observerede tid til 50% bombage under accelereret test
ved 37°C) ved reduktion af maengden af tilsat nitrit fra 139-150 ppm til 118-
120 ppm, iseer jo lavere WPS er. Forskellen er dog meget lille, idet den vurde-
res at veere 1-2 dage, hvilket dog ogsa svarer til 4-8%, nar produkterne er po-
det med 3-4 log Clostridium sporer/g for varmebehandling. Det skal efterpre-
ves i kommende forsgg, om denne forskel har en signifikant betydning for
holdbarheden.

Enkelte forsgge indikerer, at forskellen i den heammende effekt af nitrit ved
tilseetning af forskellige maengder nitrit er starre, jo starre varmepavirkning
sporerne har faet. Dette undersgges naermere i kommende forsgg.

Forsggene har dog ogsa vist, at det kan veere sveert altid at se en tydelig sam-
menhaeng mellem kimtal og bombage, idet der godt kan observeres kimtal >6
log CFU/g, uden der ngdvendigvis observeres bombage. | fremtidige forsag vil
sammenligning af serier med forskellig maengde tilsat nitrit derfor bade base-
res pa kimtal og pa tiden til 50% bombage.

Tilsaetning af laktat/acetat har en betydelig forlaengende effekt pa tiden til
50% bombage, som langt overstiger den eventuelle holdbarhedsforringende
effekt af at reducere maengden af tilsat nitrit fra 139-150 ppm nitrit til 118-
120 ppm.
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Bilag 1

Eksempel pa plot af %-del bomberede daser som funktion af tiden
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Bilag 2
Tabel over tid til bombage for serie 1-29.

Resi- L- Sporetal | Tid til Tid til
dual Ace- | Lak- daser start af | 50%
Nitrit | nitrit | tat tat start bom- bom-
Salt |Vand | WPS tilsat | (malt, | malt | malt (log bage bage
Serie |pH [(%) [(%) (%) (ppm) |ppm) |(%) |(%) |FO |CFU/g) |(dage) |(dage)

1| 64| 145| 651 22| 100 n.d. - - 33 2,2 21 24
2| 64| 145| 653 22| 118| nd. - - 33 1,5 26 27
3| 64| 1,46 66 22| 150| n.d. - - 33 1,5 26 28
4| 64| 181| 659 27| 100 n.d. - - 33 2,0 26 27
5| 64| 1,81] 658 27| 118| nd. - - 33 1,9 24 24
6| 64| 18 66 27| 150| n.d. - - 33 1,6 30 32
7| 63| 229| 664 33| 120 n.d. - - 1,8 2,9 25 28
8| 64| 229| 638 35| 120| nd. | 02| 1,61| 18 3,1 44 49
9| 63| 148| 66,1 22| 120 nd. - - 2,0 3,1 19 21
10| 63| 1,81 66 27| 139| n.d. - - 1,8 3,1 22 24
11| 63| 18| 665 26| 120| n.d. - - 1,8 3,0 21 23
12| 63| 1,81| 661 27| 139| nd. - - 1,8 3,1 22 23
13| 64 2 66 22| 100 12] - - 1,7 3,8 21 22
14| 64 2 66 22| 100 11| - - 2,9 2,7 18 20
15| 64 2 66 22| 118 19| - - 1,7 2,8 22 23
16| 64 2 66 22| 118 12| - - 2,9 2,7 21 23
17| 64 2 66 22| 150 27| - - 1,7 2,5 25 26
18| 64 2 66 22| 150 12| - - 2,9 3,0 21 23
19| 62| 22| 669 32| 120 18| - - 1,7 3,2 23 23
20| 63| 22| 656 32| 120 16| 0,12| 1,64 1,7 33 41 49
21| 63| 25| 668 36| 120 19| - - 1,7 3,2 23 24
22| 63| 25 66 36| 139 17| - - 1,7 3,2 23 24
23| 63| 25| 664 36| 139 17| - - 1,6 3,1 23 25,5
24| 63| 18| 671 2,6 0| nd. - - 1,0 3,5 <4 <4
25| 63| 18| 667 2,6 75 17| - - 1,0 34| 1820 19,8
26| 63| 18| 664 2,6 75| 155| 01| 1,47| 1,0 3,4 21 25
27| 63| 18| 673 26| 100 21| - - 1,0 33| 15-18 18
28| 63| 18| 675 2,6 118 195| - - 1,0 34| 1820 19
29| 63| 18| 683 26| 150 23| - - 1,0 31| 18-20 19,8
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Bilag 3
Fremstilling af sporer
Der anvendes 3 stammer af Clostridium sporogenes: (Alle 3 er oprindeligt isole-
ret af Terry Roberts).
Stammerne er tidligere benyttet til forsgg med konserves (Hansen, 2013).
e DMRICC 4006 ("Putrefactive anaerobe” 93R)
e DMRICC 4008 ("Putrefactive anaerobe” 3679)
e DMRICC 4009 ("Putrefactive anaerobe” 1075)
Stammerne vaekkes fra frost eller kol ved at pode en frysevial (1 ml) til 10 ml
Tryptose Pepton Glucose Yeast extract (TPGY) og inkubere ved 30°Ci 3 -4

dage i anaerob baenk.

Fra ovenstaende TPGY-kulturer overfgres 1 ml videre til Cooked Meat Me-
dium (CMM) 2-fase substrat (12-13 dage ved 30°C).

CMM 2-fase system (pr. 75 ml).

15 g kadpiller, 1,12 g agar og 0,075 g glukose opblgdes i 75 mlvand i en 1/4 |
bluecap flaske og star 20-30 min. ved stuetemperatur.

Flaskerne autoklaveres i 15 min. ved 121°C og omrystes let efter autoklave-
ring. Straks inden podning daekkes den stivnede agar med 10 ml sterilt vand,
som er strgmmet umiddelbart inden brug.

OBS: Der anvendes dobbelt portion af CMM 2-fase system!

De podede CMM inkuberes anaerobt (anaerob baenk) i 12-13 dage ved 30°C.

Inden sporerne hgstes, kontrolleres kulturerne i mikroskop for sporer.

De 20 ml sporesuspension fra hver flaske med CMM overfgres til et sterilt
centrifugergr og centrifugeres i 20 min. ved 5000 rpm i kalecentrifugen.

Inden farste centrifugering keles centrifugen ned til 4°C.

Supernatanten fiernes forsigtigt, og der tilsaettes 20 ml kalet (4°C) sterilt vand.
Sporesuspensionerne opbevares pa kgl indtil senere anvendelse.
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