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Estudio de la calidad microbiolégica de un nuevo alimento: Tuliva

RESUMEN

En este trabajo se planifica el control de calidad microbiolégica, asi como los distintos
controles organolépticos que condicionan la aceptabilidad de un nuevo envase
comestible, siguiendo los criterios establecidos para este tipo de alimentos. Se tratan
todos los métodos normalizados existentes para que el nuevo producto pueda llegar a
los consumidores con las condiciones necesarias de Seguridad Alimentaria. Tuliva es el
nuevo alimento presentado por la empresa Cruixents, una StartUp formada por cuatro
alumnas de Ciencia y Tecnologia de los alimentos; una alumna del Grado de Disefio; y
un alumno del grado de Administracion y Direccién de empresas.

Se trata de un nuevo envase comestible que fue disefiado con la finalidad de reducir el
empleo de envases de un solo uso y asi ayudar, en la medida de lo posible, a la
sostenibilidad del planeta. Al tratarse de un nuevo producto alimentario, ha de pasar por
los controles microbioldgicos necesarios, es por ello por lo que en este trabajo se
planifican los distintos controles microbiolégicos y organolépticos que condicionan la
aceptabilidad del producto. Ademas, se detalla la elaboracién de Tuliva y como ha sido
la aceptaciéon de este nuevo alimento.

Palabras clave: Tuliva, Cruixents, envase comestible, snack, galleta, control
microbioldgico, humedad, andlisis sensorial.



Estudi de la qualitat microbiologica d’un nou aliment: Tuliva

RESUM

En aquest treball es planifica el control de qualitat microbiologica, aixi com diferents
controls organoléptics que condicionen l'acceptabilitat d'un nou envas comestible,
seguint els criteris establits per a aguesta mena d'aliments. Es tracten tots els metodes
normalitzats existents perque el nou producte puga arribar als consumidors amb les
condicions necessaries de Seguretat Alimentaria.

Tuliva és el nou aliment presentat per I'empresa Cruixents, una StartUp formada per
guatre alumnes de Ciéncia i Tecnologia dels aliments; una alumna del Grau de Disseny;
i un alumne del grau d'Administracié i Direccié d'empreses.

Es tracta d'un nou envas comestible que va ser dissenyat amb la finalitat de reduir I'is
d'envasos d'un sol Us i aixi ajudar, en la mesura que siga possible, a la sostenibilitat del
planeta. En tractar-se d'un nou producte alimentari, ha de passar pels controls
microbiologics necessaris, és per aixd que en aquest treball es planifiquen els diferents
controls microbioldgics i organoléptics que condicionen l'acceptabilitat del producte. A
més, es detalla I'elaboraci6 de Tuliva i com ha sigut I'acceptacio d'aquest nou aliement.

Paraules clau: Tuliva, Cruixents, envas comestible, snack, galeta, control microbiologic,
humitat, analisi sensorial.



Study of the microbiological quality of a new foodstuff: Tuliva

ABSTRACT

In this work the microbiological quality control is planned, as well as the different
organoleptic controls that condition the acceptability of a new edible package, following
the criteria established for this type of food. All the existing standardized methods are
dealt with so that the new product can reach consumers with the necessary conditions
of Food Safety. Tuliva is the new food presented by the company Cruixents, a StartUp
formed by four students of Food Science and Technology; a student of the Degree in
Design; and a student of the Degree in Business Administration and Management.

It is a new edible packaging that was designed with the aim of reducing the use of single-
use packaging and thus help, as far as possible, to the sustainability of the planet. Since
it is a new food product, it has to undergo the necessary microbiological controls, which
is why in this work the different microbiological and organoleptic controls that condition
the acceptability of the product are planned. In addition, the elaboration of Tuliva is
detailed and how has been the acceptance of this new food.

Key words: Tuliva, Cruixents, edible packaging, snack, cookie, microbiological control,
humidity, sensory analysis.
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1. Introduccidén

1.1. Los envases comestibles

Hoy en dia los plasticos son uno de los principales problemas del cambio climatico. Es
por esto, que cada vez se estan desarrollando soluciones para combatir este problema.
Una de las soluciones que mas importancia esta cogiendo es la fabricacién en envases
y platos comestibles (Ecoosfera, 2019).

Se estd estudiando el uso de sustancias alimenticias como algas marinas o almidén de
patata para fabricar envases y vajillas comestibles, pero estos envases presentan
algunos desafios. Como, por ejemplo, la preocupacion de los consumidores ante la
higiene de estos envoltorios, por lo que se opina que se deberian recubrir con un
embalaje externo, que puede ser biodegradable. Otro gran desafio que se presenta es
la aceptacion del puablico ante comerse algo que normalmente se desecha (Residuos
Profesional, 2020).

Es cierto que el empleo de plasticos en los envases tiene un gran impacto en el medio
ambiente, sobre todo en el ecosistema marino, y se prevé que sobre el 2050 habrd mas
cantidad de plastico en el mar que peces, por lo que es una cuestién que preocupa
mucho a la sociedad actualmente. Aunque estos plasticos son nocivos para el
medioambiente, son Utiles para envolver alimentos y que éstos se mantengan seguros
y estables en el tiempo. Ademas, son faciles de producir y se les pueden otorgar
diferentes formas y disefios. Es por esto, que se esta estudiando el desarrollo de nuevos
polimeros que pueden tener un impacto minimo con el medio ambiente (MERCK
GROUP, 2018).

1.2. Un nuevo envase comestible: Tuliva

El Grado de Ciencia y Tecnologia de los alimentos pretende formar a los estudiantes
para que adquieran los conocimientos de las bases fundamentales de la alimentacion,
la elaboracion y la conservacion de los alimentos, la calidad y la seguridad alimentaria.

El grupo de Generacion Espontanea formado por alumnos del Grado de Ciencia y
Tecnologia de los alimentos (CTA), junto a algunos profesores de la asignatura de
alimentacién y cultura, dietética y nutricion, seleccionaron Tuliva como uno de los
representantes de la Universidad Politécnica de Valéncia (UPV) para el concurso de
Ecotrophelia, concurso a nivel nacional de productos innovadores.

Mediante diversos talleres de Design Thinking, nacio la idea de Cruixents, una StartUP
formada por cuatro alumnas de Ciencia y Tecnologia de los alimentos; Maria Cabrera,
Lucia Cano, Marta Maravilla y Maria Rovira, una alumna del Grado de Disefio; Laura
Junco, y un alumno del grado de Administracion y Direccién de Empresas, Carlos J.
Enguix.

Es esta StartUp, Cruixents, quien nos presenta el proyecto Tuliva. Se trata de un pétalo
hecho a base de harina de semilla de aceituna y creada como envase comestible para
presentar platos preparados de una forma diferente. Se trata de un producto con una
gran versatilidad, convirtiéndose asi en el mejor complemento tanto para postres dulces



como para aperitivos salados, ya que aporta un toque distintivo y exético al plato en el
gue se incluya.

Figura 1. Pétalo de Tuliva junto con los diferentes envases.

Tuliva esta dirigido especialmente a ser distribuido a través del canal de hoteles,
restaurantes y cafeterias HORECA, aunque también se podria comprar en tienda online,
y asi reducir el uso de envases de un solo uso. Abarca a un gran nimero de nichos en
la industria alimentaria, ya que, se engloban grupos mas especificos como los celiacos,
intolerantes a la lactosa, vegetarianos y a grupos concienciados con el medio ambiente.

Tuliva contara con un envase primario con un sistema Flow Pack, pelicula en forma de
bolsa sellada térmicamente con triple costura que envuelve al producto, se trata de una
bolsa de polipropileno bio-orientado (BOPP; biaxially orientes polypropylene) que se
estira en direccién transversal a la maquina y en la direccién de la maquina, sellada por
triple costura para evitar que el producto se pueda reblandecer y actuando como barrera
para garantizar su calidad y propiedades. En cuanto a los envases secundarios se
pueden diferenciar dos:

e Paraladistribucion en el canal HORECA, se emplea una caja de cartén ondulado
de fondo y tapa, en su interior encontraremos unas separaciones para colocar
10 paquetes Flow Pack del0 unidades de pétalos de Tuliva cada uno.

e Paralaventaonline, se emplea un envase tubular de cartén donde se introducira
un unico paquete Flow Pack de 10 pétalos de Tuliva.

Actualmente Cruixents propone el empleo de un plastico biodegradable para el sistema
Flow Pack, ya que con la tecnologia actual se permite que plasticos hechos a través de
fuentes vegetales puedan emplearse en las maquinas de envasado.

Figura 2. Envase primario junto con los envases secundarios.



1.3. Calidad microbiol6gica de Tuliva

El Reglamento CE 2073/2004 D.O.U.E. 22/12/2005 modificado por el Reglamento CE
1441/2007 D.O.U.E. 07/12/2007 define:

-Criterio microbioldgico: criterio que define la aceptabilidad de un producto o lote de
productos alimenticios o un proceso basandose en la ausencia, presencia o nimero de
microorganismos, y/o en la cantidad de sus toxinas/metabolitos, por unidad de masa,
volumen, superficie o lote.

-Criterio de seguridad alimentaria: criterio que define la aceptabilidad de un producto
0 un lote de productos alimenticios y es aplicable a los productos comercializados.

-Criterio de higiene de proceso: criterio que indica que el funcionamiento aceptable
del proceso de produccion: este criterio, que no es aplicable a los productos
comercializados, establece un valor de contaminacion indicativo por encima del cual se
requieren medidas correctoras para mantener la higiene del proceso conforme a la
legislacién alimentaria.

-Cumplimiento de los criterios microbiolégicos: la obtencion de resultados
satisfactorios 0 aceptables, segun lo establecido, al efectuar pruebas comparando con
los valores fijados para los criterios, mediante la toma de muestras, la realizacion de
analisis y la aplicacion de acciones correctoras, de conformidad con la legislacion
alimentaria y las instrucciones de la autoridad competente.

Para determinar el criterio de calidad microbiolégica que hay que seguir para ofrecer un
producto seguro se debe determinar en qué tipo de alimento se encuentra el producto.

La legislacion alimentaria espafiola es extensa y se ha consultado para la realizacion de
este trabajo de base bibliografica. Nos hemos basado en la Recopilacion de Normas
microbioldgicas de los alimentos y asimilados y otros parametros fisico-quimicos de
interés sanitario actualizada a 1 de enero de 2021 y elaborada desde 1998 hasta la
actualidad por Moragas y Valcéarcel (2021).

2. Objetivos

El objetivo principal de este Trabajo Final de Grado consiste en determinar el criterio
microbioldgico de calidad para un nuevo alimento, Tuliva. Para ello, se han seleccionado
las categorias en las que se podria clasificar el producto y los distintos parametros a
analizar. Para conseguir cumplir el objetivo principal, se han planteado los siguientes
objetivos especificos:

1. Presentar el nuevo alimento, su composicion y proceso de elaboracion.
2. Determinar en qué grupo de alimentos se clasifica Tuliva.

3. Describir el criterio microbiol6gico para garantizar la seguridad alimentaria y
detallar los parametros microbiolégicos que se han de analizar y recopilar los
métodos normalizados UNE-EN-ISO actualizados para poder realizar
correctamente cada andlisis, asi como los limites permitidos de cada grupo de
microorganismos que puedan estar presentes en el producto.



4. Cuantificar el contenido en humedad de Tuliva, y asi garantizar una buena
practica de fabricacidén y de conservacion ante una pérdida de valor nutricional y
de desarrollo de microorganismos.

5. Recopilar los diferentes actos para la aceptacion de Tuliva, mediante los
resultados obtenidos en diferentes concursos y la realizacion de entrevistas para
la presentacion del producto.

3. Materiales y Métodos

3.1. Composicion y Elaboracion de Tuliva

Para cumplir el primer objetivo de este trabajo detallamos las materias primas y los
equipos y utensilios necesarios para elaborar el producto, asi como los pasos
necesarios para su elaboracion.

Materias primas

-Aceite de Girasol.

-Azlcar.

-Clara de Huevo.

-Esencia de Vainilla.

-Harina de semilla de aceituna.
-Maizena.

-Sirope de Agave.

Equipos

-Amasadora.
-Barquillera.
-Bascula.
-Tamiz.

-Vaso medidor.

Utensilios

-Espétula.
-Molde circular.
-Molde de forma conica.

Preparaciéon de Tuliva

-Pesar y afadir a la amasadora los ingredientes secos previamente tamizados (Maizena,
harina de semilla de aceituna y azdcar) y mezclar.

-Medir y afiadir a la mezcla anterior los ingredientes himedos (aceite de girasol, esencia
de vainilla, sirope de agave y clara de huevo), batir hasta conseguir una masa
homogénea.

-Introducir la masa en la barquillera previamente precalentada. Dejar cocinar el pétalo 3
minutos aproximadamente.

-Retirar el pétalo de la barquillera, enrollarla en el molde rapidamente para que adquiera
la forma que se desea y dejarla enfriar.



3.2. Criterio de calidad microbiol6gica de Tuliva

En la Recopilacion de Normas microbioldgicas de los alimentos de Moragas y Valcarcel
(2021) se detallan todos los pardmetros microbioldgicos que habria que valorar en los
distintos tipos de alimentos que podemos encontrar, pero Tuliva, al ser un producto
nuevo, se puede considerar como un alimento incluido dentro del grupo de galletas
simples ya que su composicion es muy similar a éstas, y también lo consideramos como
productos de aperitivo, ya que es un alimento perfecto para saciar el hambre que nos
entra a media mafiana o media tarde.

La reglamentacion y las normas que se han consultado para determinar cual es el
criterio microbiolégico para este nuevo producto ha valorado ambas posibilidades.

Para el caso de las galletas simples, se ha consultado el Real Decreto 1124/1982,
incluido en el BOE 4/6/82, en el que se aprueba la Reglamentacion Técnico-Sanitaria
para la Elaboracion Fabricacion, Circulacion y Comercio de galletas, y el Real Decreto
135/2010, incluido en el BOE 25/2/10, por el gue se derogan disposiciones relativas a
los criterios microbiolégicos de los productos alimenticios, y en el Real Decreto
176/2013, por el que se derogan total o parcialmente determinadas reglamentaciones
técnico-sanitarias y normas de calidad referidas a productos alimenticios.

Para el caso de los productos de aperitivo, se ha consultado el Real Decreto 126/89,
incluido en el BOE 8/2/89, en el que se aprueba la Reglamentacion Técnico-Sanitaria
para la elaboracion y comercializacion de patatas fritas y productos de aperitivo, y en el
Real Decreto 135/2010, incluido en el BOE 25/2/10, por el que se derogan disposiciones
relativas a los criterios microbiolégicos de los productos alimenticios.

El criterio microbiolégico actualizado Unicamente se refiere al andlisis de Listeria
monocytogenes, que se ha de realizar para ambos grupos de alimentos, segun el
Reglamento (CE) n° 2073/2005, relativo a los criterios microbiolégicos aplicables a los
productos alimenticios, y el Reglamento (CE) n° 1441/2007, que modifica al reglamento
anteriormente citado, relativo a los criterios microbiolégicos aplicables a los productos
alimenticios.

Aunque el criterio microbiol6gico para Tuliva, segun las reglamentaciones que hemos
consultado, solamente valoraria la presencia de Listeria monocytogenes, el hecho de
mantener en las recopilaciones anuales los parametros analizados anteriormente,
muchos fabricantes quieren seguir analizando todos los parametros al menos, en el
inicio de las elaboraciones para asegurar la calidad microbiolégica de sus productos.

Por otro lado, para determinar el procedimiento (Métodos) que emplearemos para
analizar los parametros microbiol6gicos, los métodos normalizados UNE-EN ISO para
la deteccién y/o recuento de los diferentes microorganismos, éstos se han recopilado
mediante la herramienta de la Biblioteca online de la UPV, AENORmas, plataforma que
ayuda a encontrar las ultimas versiones de las normas mediante palabras clave, que en
este caso han sido los propios nombres de los microorganismos y el sector de la
alimentaciéon (AENORmas online, UPV Intranet).

En el caso de las galletas simples, consultando el Real Decreto 1124/1982, el Real
Decreto 135/2010, el Real Decreto 176/2013, el Reglamento (CE) n® 2073/2005, el
Reglamento (CE) n°® 1441/2007 y las diferentes normas UNE-EN ISO para cada
microorganismo, los parametros regulados y los valores maximos permitidos son los
siguientes:



Norma UNE-EN I1SO 4833-1:2013 para el recuento de aerobios mesdfilos.
Siendo el limite maximo permitido 10° unidades formadoras de colonias (ufc) por
gramo de muestra.

Norma UNE-EN ISO 21528-1:2017 para la deteccion y el recuento de
enterobacterias coliformes. Ausencia.

Norma UNE-EN ISO 16649-3:2015 para la enumeracion de Escherichia coli.
Ausencia.

Norma UNE-EN ISO 6888-1:1999 para el recuento de Staphylococcus aureus.
Ausencia.

Norma UNE-EN ISO 6579-1:2017 para la deteccion, enumeracion y serotipado
de Salmonella spp. Ausencia en 25 gramos.

Norma UNE-EN ISO 21527-2:2008 para el recuento de mohos y levaduras.
Siendo el limite maximo permitido 2x10? ufc por gramo de producto.

Norma UNE-EN ISO 7932:2004 para el recuento de Bacillus cereus presuntivos.
Ausencia.

Norma UNE-EN ISO 11290-2:2017 para la deteccion y el recuento de Listeria
monocytogenes, realizando un plan de muestreo de cinco muestras, teniendo en
cuenta que ninguna de ellas puede superar las 100 ufc por gramo de producto.

En el caso de los productos de aperitivo, consultando el Real Decreto 126/89, el Real
Decreto 135/2010, el Reglamento (CE) n°® 2073/2005, el Reglamento (CE) n° 1441/2007
y las diferentes normas UNE-EN ISO para cada microorganismo, los parametros
regulados y los valores maximos permitidos son los siguientes:

Norma UNE-EN ISO 21528:2018 para la deteccibn de enterobacterias
coliformes. Ausencia.

Norma UNE-EN ISO 6888-1:1999 para el recuento de Staphylococcus aureus.
Ausencia.

Norma UNE-EN ISO 6579-1:2017 para la deteccion, enumeracion y serotipado
de Salmonella spp. Ausencia en 25 gramos.

Norma UNE-EN ISO 7899-2:2000 para la detecciébn y el recuento de
estreptococos fecales, teniendo que el recuento debe ser inferior a 102 ufc por
gramo de producto.

Norma UNE-EN ISO 11290-2:2017 para la deteccion y el recuento de Listeria
monocytogenes, realizando un plan de muestreo de cinco muestras, teniendo en
cuenta que ninguna de ellas puede superar las 100 ufc por gramo de producto.

Recopilando la informacién obtenida, los parametros que se deberian analizar, al menos
al inicio de la produccion de Tuliva, serian:

Norma UNE-EN ISO 4833-1:2013 para el recuento de aerobios mesdfilos.
Siendo el limite maximo permitido 10° unidades formadoras de colonias (ufc) por
gramo de muestra.

Norma UNE-EN ISO 21528-1:2017 para la deteccion y el recuento de
enterobacterias coliformes. Ausencia.

Norma UNE-EN ISO 16649-3:2015 para la enumeracion de Escherichia coli.
Ausencia.

Norma UNE-EN I1SO 6888-1:1999 para el recuento de Staphylococcus aureus.
Ausencia.

Norma UNE-EN ISO 6579-1:2017 para la deteccion, enumeracion y serotipado
de Salmonella spp. Ausencia en 25 gramos.



o Norma UNE-EN ISO 21527-2:2008 para el recuento de mohos y levaduras.
Siendo el limite maximo permitido 2x10? ufc por gramo de producto.

o Norma UNE-EN ISO 7932:2004 para el recuento de Bacillus cereus presuntivos.
Ausencia.
o Norma UNE-EN ISO 7899-2:2000 para la deteccion y el recuento de

estreptococos fecales, teniendo que el recuento debe ser inferior a 102 ufc por
gramo de producto.

o Norma UNE-EN ISO 11290-2:2017 para la deteccion y el recuento de Listeria
monocytogenes, realizando un plan de muestreo de cinco muestras, teniendo en
cuenta que ninguna de ellas puede superar las 100 ufc por gramo de producto.

3.2.1. Recuento aerobios mesofilos segun UNE-EN ISO 4833-1:2013

Para realizar el recuento de microorganismos aerobios mesdéfilos se emplea el método
descrito en la norma UNE-EN I1SO 4833-1 de febrero de 2014, referente a la
microbiologia de la cadena alimentaria, concretamente método horizontal para el
recuento de colonias a 30 °C mediante la técnica de siembra en profundidad.
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Figura 3. Diagrama del procedimiento para el recuento de
aerobios mesoéfilos (UNE-EN I1SO 4833:2014).

Preparacion de la muestra

-Pesar 10 gramos de muestra y afiadir 90 gramos de APT.
-Llevar a un stomacher durante 1 minuto.

Siembra en placa

-Afiadir a dos placas Petri 1 mL de la suspension obtenida anteriormente con una pipeta

graduada.
-Realizar una dilucién 10 de la suspension inicial e introducir 1 mL de ésta en otra placa

Petri.



-Verter en cada placa entre 12 mL y 15 mL de agar PCA, rotar las placas
cuidadosamente para mezclar de forma adecuada el in6culo con el medio y dejar
solidificar.

-Verter 4 mL de medio de recubrimiento a cada placa para evitar el crecimiento de
microorganismos en la superficie del medio.

-Invertir las placas y llevar a incubar durante 72h+3 ha30°C = 1 °C.

Recuento de colonias

-Transcurrido el tiempo de incubacion, se realiza el recuento de colonias observando las
placas Petri bajo una luz indirecta. Hay que tener en cuenta que las placas han de
contener mas de 15 pero menos de 300 colonias.

3.2.2. Deteccion y recuento enterobacterias coliformes segun UNE-
EN ISO 21528-1:2017

Para realizar la deteccién y el recuento de enterobacterias coliformes se emplea el
método descrito en la norma UNE-EN ISO 21528-1 de marzo de 2018, referente a la
microbiologia de la cadena alimentaria, concretamente al método horizontal para la
deteccién y el recuento de Enterobacteriaceae, donde se realiza la deteccion de
Enterobacteriaceae.
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Expresion de los resultados

Figura 4. Diagrama del procedimiento para la deteccion y el
recuento de enterobacterias coliformes (UNE-EN ISO 21528-
1:2017).



Preparacion de la muestra

-Pesar 10 gramos de muestra y afiadir 90 gramos de APT.
-Llevar a un stomacher durante 1 minuto.

Enriquecimiento

-La suspension obtenida anteriormente se lleva a incubar a 37 °C durante 18 h £ 2 h.

Aislamiento

-Empleando un asa de siembra se siembran estrias de la suspensién inicial incubada
en una placa Petri con el medio VRBG.
-Se invierten las placas y se llevan a incubar a 37 °C durante 24 h £ 2 h.

Confirmacion y subcultivo de las colonias escogidas

-Transcurrido el tiempo de incubacion se seleccionan las colonias de color rosa o
purpura, las cuales pueden tener o no halo de precipitacion.

-Las colonias escogidas se siembran en estrias en placas de agar nutritivo.

-Las placas se llevan a incubar a 37 °C durante 24 h = 2 h.

-Transcurrido el tiempo de incubacién se selecciona una colonia bien aislada para
realizar los analisis de confirmacion bioquimica.

Confirmacién bioquimica: reaccién de la oxidasa

-La colonia aislada se extiende, empleando un alambre de inoculacién, sobre un papel
de filtro humedecido en el reactivo de oxidasa.
-Se observan los cambios que se puedan producir en el papel de filtro.

Confirmacion bioquimica: andlisis de la fermentacion

-Las colonias aisladas que resultan negativas en la reaccion de la oxidasa se inoculan
utilizando un alambre de inoculacién en tubos con medio de glucosa.

-Se recubre la superficie del medio con aceite mineral estéril hasta una altura de 1 cm
como minimo.

-Se lleva a incubar a 37 °C durante 24 h + 2 h.

-Transcurrido el tiempo de incubacion se observan los cambios producidos en el tubo.

3.2.3. Enumeracion de Escherichia coli segun UNE-EN ISO 16649-
3:2015

Para realizar la enumeracion de Escherichia coli se emplea el método descrito en la
norma UNE-EN ISO 16649-3 de diciembre de 2017, referente a la microbiologia de la
cadena alimentaria, concretamente meétodo horizontal para la enumeracion de
Escherichia coli beta-glucoronidasa positiva. Parte 3: Deteccién y técnica del niumero
mas probable utilizando 5-bromo-4-cloro-3-indol beta-D-glucoronato. En este caso, se
va a emplear el método para la deteccion.



Figura 10. Diagrama del procedimiento para la enumeracion de
Escherichia coli (UNE-EN ISO 16649-3:2015).
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Incubara 37°C +1°C durante24h+2h

Subcultivo en medio TBX

Incubar 21 h # 3 h durante
44°C +1°C

Expresion de los resultados

Preparacion de la muestra

-Pesar 10 gramos de muestra y afiadir 90 gramos de APT.

-Llevar a un stomacher durante 1 minuto.

Enriquecimiento
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-Afadir 10 mL de la suspension obtenida antes a tres tubos de 10 mL con media

glutamato modificado con minerales de concentracion doble.

-Los tubos se llevan a incubar a 37 °C + 1 °C durante 24 h + 2 h.

Incubacién secundaria

-Tras la incubacion se seleccionan aquellos tubos en los que haya aparecido una
coloracién amarilla debido a la presencia de &cido.

-Se cultivan empleando un asa de siembra en estrias en una placa con agar TBX.

-Las placas se llevan a incubar durante 21 h+ 3 ha 44 °C + 2 °C.
-Tras la incubacién se observan las placas.

Examen de placas

-Transcurrido el tiempo de incubacién, se observan las placas en busqueda de

presencia de colonias con sombra de color azul claro, oscuro o verdeazulado.
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3.2.4. Recuento Staphylococcus aureus segun UNE-EN ISO 6888-
1:1999

Para realizar el recuento de Staphylococcus aureus se emplea el método descrito en la
norma UNE-EN ISO 6888 de abril de 2019, referente a la microbiologia de los alimentos
para consumo humano y animal, concretamente método horizontal para el recuento de
estafilococos coagulasa-positivos (Staphylococcus aureus y otras especies). Parte 1.
Técnica que utiliza el medio agar de Baird-Parker.
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Incubar a 37 °C durante 4 h -
6h

Incubar a 37 °C durante 24 h

Expresion de los resultados

Figura 6. Diagrama del procedimiento para el recuento de
Staphylococcus aureus (UNE-EN ISO 6888-1:1999).
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Preparacion de la muestra

-Pesar 10 gramos de muestra y afiadir 90 gramos de APT.
-Llevar a un stomacher durante 1 minuto.

Siembra en placa

-Realizar dos diluciones decimales de la suspension inicial obtenida anteriormente.

-Se toma 0,1 mL de la suspension inicial y 0,1 mL de las diluciones que hemos realizado,
empleando pipeteas estériles para cada dilucion se distribuye el volumen en placas Petri
de Baird-Parker, y se extiende con asa de plastico estéril.

-Se deja secar el indculo durante 15 minutos y se llevan a incubar durante 24 h + 2h a
37 °C.

-Tras esta primera incubacién se marcan las colonias caracteristicas presentes.

-Se lleva a incubar por segunda vez durante otras 24 h + 2 h.

Confirmacion Staphylococcus aureus: prueba de coagulasa en tubo

-Se toma una colonia caracteristica empleando un asa de siembra estéril y se transfiere
a un tubo con caldo de infusién corazén-cerebro.

-Se lleva a incubar a 37 °C durante 24 h + 2 h.

-Tras la incubacion se toma 0,1 mL de cada cultivo y se afiade a 0,3 mL de plasma de
conejo.

-Se lleva a incubar a 37 °C, se realiza una primera observacion de los tubos pasadas
las 4 h — 6 h, en caso de ser negativo se vuelve a observar después de 24 h de
incubacion.

-Transcurrido el tiempo de incubacién se observan los cambios producidos o no en los
tubos.

-Paralelamente se realiza un control afiadiendo 0,1 mL de caldo infusibn corazén-
cerebro estéril en 0,3 mL plasma conejo, se lleva a incubar a 37 °C durante 4h -6 hy
se confirma la no aparicion de coagulo en el tubo.

3.2.5. Deteccion, enumeracion y serotipado Salmonella spp. segun
UNE-EN ISO 6579-1:2017

Para realizar la deteccion, enumeracion y serotipado de Salmonella spp. se emplea el
método descrito en la norma UNE-EN ISO 6579 de julio de 2017, referente a la
microbiologia de la cadena alimentaria, concretamente el método horizontal para la
deteccion, enumeracion y serotipado de Salmonella. Parte 1: Deteccién de Salmonella

Spp.
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Figura 7. Diagrama del procedimiento para la deteccion,
enumeracion y serotipado de Salmonella spp. (UNE-EN ISO
6579-1:2017).

Preparacion de la muestra

-Pesar 25 gramos de muestra y afiadir 225 mL de APT.
-Llevar a un stomacher durante 1 minuto.

Preenriquecimiento

-La suspension obtenida anteriormente se incuba a 37 °C durante 18 h £ 2 h.

Enriquecimiento

-Se transfiere 0,1 mL del preenriquecimiento en un tubo con 10 mL del medio RVS.
-Se incuba a 41,5 °C durante 24 h = 3 h.
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-De forma paralela se transfieren 0,1 mL del preenriquecimiento a un tubo con 10 mL
del medio MKTTn.
-Se incuba a 37 °C durante 24 h + 3 h.

Siembra en placa

-Empleando un asa de siembra se inocula el cultivo que se ha obtenido en el medio RVS
sobre la superficie de una placa XLD.

-Se repite el procedimiento para el cultivo obtenido en el medio MKTTn.

-Se invierten las placas XLD y se llevan a incubar a 37 °C durante 24 h £ 3 h.

Confirmacion

-Transcurrido el tiempo de incubacién se seleccionan las colonias sospechosas.

-En el medio XLD las colonias tienen una zona central negra y una zona ligeramente
transparente de color rojo.

-A las colonias sospechosas se les van a realizar ensayos bioquimicos y analisis
seroldgicos para confirmar la presencia o ausencia de Salmonella spp.

Ensayo bioguimico: Agar TSI

-Se siembran las colonias sospechosas de ambos medios en la superficie de un agar
inclinado en estrias y se inocula el fondo del agar introduciendo el asa de siembra en el
interior del agar.

-Se lleva a incubar a 37 °C durante 24 h + 3 h.

Ensayo bioquimico: Agar de urea

-Se siembran las colonias sospechosas de ambos medios en la superficie de un agar
inclinado en estrias.

-Se lleva a incubar a 37 °C hasta 24 h.

Ensayo bioquimico: medio LDC

-Se inoculan las colonias sospechosas de ambos medios por debajo de la superficie del
medio liquido.

-Se lleva a incubar a 37 °C durante 24 h + 3 h.

Analisis serolégicos: eliminacion de las cepas auto-aglutinantes

-Se dispersa parte de la colonia sospechosa obtenida de los medios sobre una gota de
disolucién salina en un portaobjetos.

-Se dispersa durante 5 s a 60 s hasta obtener una suspension turbia y homogénea.
Analisis seroldgicos: examen de los antigenos-O

-Se realiza el mismo procedimiento que en el andlisis anterior, pero dispersando la
colonia sobre suero anti-O polivalente.

Andlisis seroldgicos: examen de los antigenos-H

-Se realiza el mismo procedimiento que los dos andlisis anteriores, pero dispersando la
colonia sobre suero anti-H polivalente.
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3.2.6. Recuento mohos y levaduras segun UNE-EN ISO 21527-
2:2008

Para realizar el recuento de mohos y levaduras se emplea el método descrito en la
norma UNE-EN ISO 21527-2 de julio de 2008, referente a la microbiologia de alimentos
y piensos, concretamente el método horizontal para el recuento de levaduras y mohos.
Parte 2: Técnica de recuento de colonias en productos con actividad de agua inferior o
igual a 0,95.
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Figura 8. Diagrama del procedimiento para el recuento de
mohos y levaduras (UNE-EN ISO 21527-2:2008).

Preparacion de la muestra

-Pesar 10 gramos de muestra y afiadir 90 gramos de APT.
-Llevar a un stomacher durante 1 minuto.

Siembra e inoculacién

-Se transfiere 0,1 mL de la suspension inicial a una placa con Agar DG18.

-Se realiza una dilucién 102 de la suspension inicial y se introduce 0,1 mL de ésta en
otra placa Petri.

-Se incuban las placas Petri de forma aerobia boca arriba a 25 °C + 1 °C durante entre
5y 7 dias.

Recuento colonias

-Transcurrido el tiempo de incubacién, se seleccionan las placas que tengan menos de
150 colonias.
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3.2.7. Recuento Bacillus cereus presuntivos segun UNE-EN ISO

7932:2004

Para realizar el recuento de Bacillus cereus se emplea el método descrito en la norma
UNE-EN ISO 7932 de septiembre de 2005, referente a la microbiologia de los alimentos
para consumo humano y animal, concretamente método horizontal para el recuento de

Bacillus cereus presuntivos. Empleando la técnica de recuento de colonias a 30 °C.

Figura 9. Diagrama del procedimiento para el recuento de
Bacillus cereus (UNE-EN ISO 7932:2004).
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Expresion de los resultados

Preparacion de la muestra

-Pesar 10 gramos de muestra y afiadir 90 gramos de APT.

-Llevar a un stomacher durante 1 minuto.

Siembraen placa
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-Empleando una pipeta estéril se transfieren a la superficie de dos placas con agar MYP,
0,1 mL de la suspension que hemos obtenido anteriormente.

-Se extiende el in6culo con un asa estéril de plastico y se deja secar.
-Se llevan las placas invertidas a incubar a 30 °C entre 18 h 'y 24 h.
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Recuento de colonias

-Transcurrido el tiempo de incubacién, se realiza el recuento de colonias observando las
placas Petri bajo una luz indirecta. Hay que tener en cuenta que las placas han de
contener mas de 15 pero menos de 300 colonias.

Confirmacién: Prueba hemolisis en agar sangre de carnero

-Transcurrido el tiempo de incubacién se seleccionan cinco colonias de cada placa de
color rosa bien aisladas.

-Las colonias escogidas se siembran por estrias en la superficie de agar sangre de
carnero.

-Las placas se llevan a incubar a 30 °C durante 24 h = 2 h.

-Transcurrido el tiempo de incubacién se selecciona una colonia bien aislada para
realizar los analisis de confirmacion bioquimica.

3.2.8. Deteccion y recuento estreptococos intestinales segun UNE-
EN ISO 7899-2:2000

Para realizar la deteccion y el recuento de enterococos intestinales se emplea el método
descrito en la norma UNE-EN ISO 7899-2 de mayo de 2001, referente a la calidad del
agua, concretamente a la deteccion y el recuento de enterococos intestinales. Parte 2:
Método de filtracion en membrana.
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Figura 11. Diagrama del procedimiento para la deteccion y el
recuento de estreptococos intestinales (UNE-EN ISO 7899-
2:2000).
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Preparacion de la muestra

-Pesar 10 gramos de muestra y afiadir 90 gramos de APT.
-Llevar a un stomacher durante 1 minuto.

Filtracion e incubacioén

-Se toman 10 mL de la suspensién obtenida en la preparacion de la muestra y filtra a
través de un filtro de membrana.

-El filtro se lleva al medio Slanetz y Bartley y se lleva a incubar las placas a 36 °C + 2 °C
durante 44 h £ 4 h.

Confirmacion: Agar biliar de esculina-azida

-Transcurrido el tiempo de incubacién, se observan si las colonias muestran color rojo,
marrén o rosa en el centro o por toda la colonia.

-En caso afirmativo, se transfiere la membrana, sin invertirla, en una placa con agar biliar
de esculina-azida.

-Se llevan a incubar las placas a 44 °C £ 0,5 °C durante 2 h.

Recuento de colonias

-Tras la incubacion se lee la placa inmediatamente, considerando que las colonias
sospechosas de enterococos intestinales tienen un color entre marrén y negro, y
alrededor de las colonias se muestra reaccion positiva.

3.2.9. Deteccion y recuento Listeria monocytogenes segun UNE-EN
ISO 11290-2:2017

Para realizar la deteccién y el recuento de Listeria monocytogenes se emplea el método
descrito en la norma UNE-EN ISO 11290-2 de enero de 2018, referente a la
microbiologia de la cadena alimentaria, concretamente método horizontal para la
deteccion y el recuento de Listeria monocytogenes y de Listeria spp. Parte 2: Método de
recuento.
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Expresion de los resultados

Figura 5. Diagrama del procedimiento para la deteccion y el
recuento de Listeria monocytogenes (UNE-EN ISO 11290-
2:2017).

Preparacion de la muestra

-Pesar 10 gramos de muestra y afiadir 90 gramos de APT.
-Llevar a un stomacher durante 1 minuto.

Siembra en placa

-Realizar cuatro diluciones decimales de la suspension inicial obtenida anteriormente.
-Se toma 0,1 mL de la suspension inicial y 0,1 mL de las diferentes diluciones que hemos
realizado, empleando pipeteas estériles para cada dilucion se distribuye el volumen en
placas Petri de Agar de Listeria conforme a Ottavani y Agosti, y se extiende con asa de
plastico estéril.
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-Se deja secar el indculo durante 15 minutos, se invierten las placas y se llevan a incubar
durante 24 h+ 2 ha 37 °C, seguida de una segunda incubacién adicional a 37 °C durante
otras 24 h+ 2 h.

Enumeraciéon de colonias caracteristicas

-Se cuentan las colonias sospechosas de todas las placas Petri que contengan menos
de 150 colonias caracteristicas de L. monocytogenes.

Confirmacién de Listeria monocytogenes

-Se seleccionan cinco colonias sospechosas de L. monocytogenes de cada placa Petri
que representa cada dilucién y se siembran en estrias sobre placas de agar nutritivo.
-Se lleva a incubar las placas a 37 °C entre 18 hy 24 h.

Confirmacion: analisis de hemdlisis en agar sangre

-Transcurrido el tiempo de incubacién se selecciona una colonia de la placa de agar
nutritivo y se inocula en una parte del agar sangre. En la misma placa se inoculan
cultivos positivos y negativos de L. monocytogenes.

-Se llevan a incubar las placas a 37 °C durante 24 h + 2 h.

-Transcurrido el tiempo de incubacién se observan las cepas de analisis.

Confirmacion: empleo de hidratos de carbono

-Transcurrido el tiempo de incubacion se inoculan los medios de utilizacion de hidratos
de carbono junto con los cultivos obtenidos en el medio de agar nutritivo empleando un
asa de siembra en tubos que contengan por un lado L-ramnosa Yy, por otro lado, D-
Xilosa.

-Se lleva a incubar a 37 °C durante 48 h.

-Una vez ha transcurrido el tiempo de incubacién se observan los cambios producidos
0 no en los tubos.

3.3. Analisis de la humedad segun el método de secado a vacio

Materiales y equipos

-Estufa secado a vacio a 70 °C.
-Balanza analitica.

-Capsula de vidrio.

-Arena de mar.

-Varilla de vidrio.

Procedimiento

-Se pesa la capsula de vidrio junto con la varilla de vidrio y unos 30 g de arena de mar
para obtener la masa inicial (mo).

-Se pesan 5-10 g de muestra triturada junto con la capsula, la varilla y la arena y se
mezcla todo.

-Se vuelve a pesar todo el conjunto para obtener m;.

-Se introduce la cdpsula junto con todo lo anteriormente citado en una estufa a vacio a
70°Centre3hy6h.
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-Transcurrido el tiempo se saca la capsula y se introduce en un desecador hasta
alcanzar la temperatura ambiente. Una vez alcanzada se pesa para obtener m..

-Se repite el procedimiento de introducir en la estufa hasta que dos pesadas salgan el
mismo valor (GARCIA et al., 2012).

4. Resultados y discusion
4.1. Clasificacion y Criterio de calidad microbiologica de Tuliva

4.1.1. Recuento aerobios mesofilos segun UNE-EN ISO 4833-1:2013

Una vez realizado el recuento de colonias de las placas Petri, teniendo en cuenta que
estas deben tener mas de 15 pero menos de 300 colonias, hemos de expresar los datos
obtenidos para ello, vamos a emplear el método descrito en la norma UNE-EN I1SO 7218
de febrero de 2008, en el que se describen los requisitos generales y las guias para el
examen microbioldgico de los alimentos para el consumo humano y para la alimentacion
animal.

Para calcular el nUmero de microorganismos vamos a emplear la ecuacion 1;

»c
N=—"-————
Vx1,1xd

Siendo:

- > C la suma total de las colonias en ambas placas.
- Vel volumen inoculado que hemos empleado en cada placa (en mililitro).
- dla dilucién que corresponde a la primera dilucién escogida.

Una vez calculado el resultado se ha de redondear a dos cifras significativas
(preferiblemente un nimero entre 1,0y 9,9) multiplicado por la potencia de 10 apropiada,
en el caso de que la tercera cifra sea inferior a 5, no se modifica la cifra anterior, y en el
caso de que sea mayor o igual a 5, la cifra anterior se incrementa una unidad.

El resultado se expresara como el nimero de microorganismos N por gramo.

Empleando como referencia el R.D. 1124/1982, referente a la Reglamentacién Técnico-
Sanitaria para la Elaboracion Fabricacion, Circulacion y Comercio de galletas, se indica
que el contenido de aerobios mesofilos no puede superar las 10° ufc/g de muestra. Por
ello, valores por encima pueden indicar una incorrecta manipulacion durante los
procesos de elaboracion del producto, una contaminacién de una o varias materias
primas, una posible existencia de patdégenos y/o una alteracion del alimento (Food News
Latam, 2015).

4.1.2. Deteccion y recuento enterobacterias coliformes segun UNE-
EN ISO 21528-1:2017

Una vez se han realizado los dos andlisis bioquimicos que se describen en la norma
UNE-EN ISO 21528-1:2017, se expresan los resultados.

21



Reaccion oxidasa

Tras extender la colonia sobre el papel de filtro humedecido en el reactivo oxidasa se
observan si dicho papel adquiere una coloracion purpura en aproximadamente 10 s, en
caso de eso suceda se considera que el analisis ha dado positivo en presencia de
enterobacterias coliformes.

Analisis de fermentacién

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se observan los tubos, si aparece una
coloracion amarillenta a lo largo del tubo, se considera que el andlisis de fermentacion
es positivo y, por tanto, hay presencia de enterobacterias coliformes en la muestra.

Empleando como referencia el R.D. 1124/1982, referente a la Reglamentacion Técnico-
Sanitaria para la Elaboracién Fabricacién, Circulacion y Comercio de galletas y el R.D.
126/1989, referente a la Reglamentacién Técnico-Sanitaria para la Elaboraciéon
Fabricacién, Circulacion y Comercializacion de patatas fritas y productos de aperitivo,
se indica que en estos alimentos debe haber ausencia de enterobacterias coliformes.

4.1.3. Enumeracion de Escherichia coli segun UNE-EN ISO 16649-
3:2015

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién y habiendo observado las placas, se
considera que el resultado de presencia de E. coli es positivo cuando en las placas
encontramos colonias azules o verdeazuladas.

Empleando como referencia el R.D. 1124/1982, referente a la Reglamentacién Técnico-
Sanitaria para la Elaboracion Fabricacion, Circulacién y Comercio de galletas, se indica
que debe haber ausencia de Escherichia coli.

4.1.4. Recuento Staphylococcus aureus segun UNE-EN ISO 6888-
1:1999

Una vez realizada la prueba de confirmacion para Staphylococcus aureus descrita en la
norma UNE-EN ISO 6888-1:2000, se expresan los resultados.

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, si al observar los tubos si en ellos aparece
un coagulo que ocupa un volumen superior a la mitad del volumen original que ocupaba
el liquido se considera positivo.

Empleando como referencia el R.D. 1124/1982, referente a la Reglamentacion Técnico-
Sanitaria para la Elaboracion Fabricacion, Circulacién y Comercio de galletas y el R.D.
126/1989, referente a la Reglamentacion Técnico-Sanitaria para la Elaboracion
Fabricacion, Circulacion y Comercializacion de patatas fritas y productos de aperitivo,
se indica que en estos alimentos debe haber completa ausencia de Staphylococcus
aureus.

Una presencia de S. aureus en alimentos nos puede indicar que el alimento no ha sido
cocinado de forma adecuada y que, por tanto, puede estar contaminado con toxinas
producidas por el microorganismo, las cuales son muy dificiles de eliminar y producen
toxiinfecciones (ELIKA, 2021).
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4.1.5. Deteccion, enumeracion y serotipado Salmonella spp. segun
UNE-EN ISO 6579-1:2017

Una vez se han realizado los diferentes andlisis para determinar la confirmacion de
Salmonella que se describen en la horma UNE-EN I1SO 6579-1:2017, se expresan los
resultados:

Agar TSI

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se observa la superficie y el fondo de la
placa. En la mayoria de los cultivos de Salmonella, la superficie inclinada es de color
rojizo, el fondo de la placa es de color amarillo y se puede observar la formacién de gas
y de sulfuro de hidrégeno el cual ennegrece el agar.

Agar de urea

Se considera que la prueba es positiva cuando se observa un cambio de color de rojo a
rosaceo y posteriormente a color cereza debido a la hidrélisis de la urea liberando
amoniaco.

Medio LDC

Se considera que la prueba es positiva cuando el medio liquido se encuentra enturbiado
y de color purpura. En el caso de que el medio liquido cambiara a color amarillo la prueba
seria negativa.

Eliminacién de las cepas auto-aglutinantes

Se considera que la prueba es positiva si tras haber dispersado la colonia sobre el suero
se forman granulos en la suspensién debido a la auto-aglutinacién.

Examen antigeno-O y examen antigenos-H

Se considera que las pruebas son positivas si tras haber dispersado la colonia sobre el
suero se observa aglutinacion.

Se consideran que las cepas son Salmonella si las reacciones bioquimicas son las
tipicas, no se ha producido auto-aglutinacion y las pruebas de antigenos-O y -H son
positivas.

Empleando como referencia el R.D. 1124/1982, referente a la Reglamentacion Técnico-
Sanitaria para la Elaboracién Fabricacién, Circulacion y Comercio de galletas y el R.D.
126/1989, referente a la Reglamentacién Técnico-Sanitaria para la Elaboracion
Fabricacién, Circulacion y Comercializacion de patatas fritas y productos de aperitivo,
se indica que en estos alimentos debe haber completa ausencia de Salmonella spp. por
cada 25 g de producto.

4.1.6. Recuento mohos y levaduras segun UNE-EN ISO 21527-
2:2008

Una vez se ha realizado el recuento de colonias de mohos y levaduras, descrito en la
norma UNE-EN ISO 21527-2:2008, se expresan los resultados empleando el mismo
método descrito en el apartado 4.1.1.
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Empleando como referencia el R.D. 1124/1982, referente a la Reglamentacién Técnico-
Sanitaria para la Elaboracion Fabricacion, Circulacion y Comercio de galletas, se indica
gue el contenido de mohos y levaduras no puede superar las 2x10? ufc/g de muestra.

4.1.7. Recuento Bacillus cereus presuntivos segun UNE-EN ISO
7932:2004

Una vez se ha realizado el recuento en placa de colonias y el analisis de confirmacion
descrito en la norma UNE-EN ISO 7932:2004, se expresan los resultados:

Recuento en placa

Las colonias caracteristicas de Bacillus cereus son grandes, de color rosa y rodeadas
por una zona de precipitacion. Se expresan los resultados mediante el mismo método
descrito en el apartado 4.1.1.

Prueba hemdlisis en agar sangre de cabra

Se considera que la prueba de confirmacion ha sido positiva si se produce una zona de
hemodlisis alrededor de la zona de inoculacion.

Si ambas pruebas son positivas se confirma que en la muestra encontramos Bacillus
cereus presuntivo.

Empleando como referencia el R.D. 1124/1982, referente a la Reglamentacion Técnico-
Sanitaria para la Elaboracion Fabricacion, Circulacion y Comercio de galletas, se indica
que debe haber completa ausencia de Bacillus cereus.

4.1.8. Deteccion y recuento estreptococos intestinales segun UNE-
EN ISO 7899-2:2000

Una vez se ha realizado el recuento de colonias de mohos y levaduras, descrito en la
norma UNE-EN ISO 7899-2:2001, se expresan los resultados empleando el mismo
método descrito en el apartado 4.1.1.

Empleando como referencia el R.D. 126/1989, referente a la Reglamentacion Técnico-
Sanitaria para la Elaboracidon Fabricacién, Circulacion y Comercializacion de patatas
fritas y productos de aperitivo, se indica que el contenido en estreptococos fecales no
puede superar las 102 ufc por gramo de muestra.

4.1.9. Deteccion y recuento Listeria monocytogenes segun UNE-EN
ISO 11290-2:2017

Una vez se han realizado los tres andlisis que confirman Listeria monocytogenes
descritos en la norma UNE-EN ISO 11290-2:2018, se expresan los resultados.

Anadlisis de hemolisis en agar de sangre

En el caso de que aparezcan zonas estrechas, claras y limpias alrededor de la zona de
inoculacion determina que se trata de L. monocytogenes, si no apareciera ninguna zona
clara alrededor se trata de L. innocua.
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Empleo de hidratos de carbono

Una vez transcurrido el tiempo de incubacién se observan los tubos, si estos han
adquirido un color amarillo, se debe a que se ha generado &cido y por tanto la reaccion
ha sido positiva.

Para la L. monocytogenes se ha determinado que el andlisis de L-ramnosa es positivo,
mientras que el andlisis de D-xilosa es negativo.

Enumeracidn de colonias

Una vez se ha determinado con los andlisis que las supuestas colonias eran realmente
colonias de L. monocytogenes, se han de expresar los resultados del recuento de
colonias sobre las placas Petri. Las colonias caracteristicas son de color verde azulado
rodeadas por un halo opaco.

Para expresar los resultados vamos a emplear el mismo método descrito en el apartado
4.1.1.

Empleando como referencia el Reglamento (CE) n°® 2073/2005 y el Reglamento (CE) n°
1441/2007, ambos relativos a los criterios microbioldgicos aplicables a los productos
alimenticios.

El contenido en Listeria monocytogenes no puede superar las 100 ufc/g de muestra,
unos niveles superiores a estos pueden infectar al consumidor provocando listeriosis,
enfermedad producida por Listeria monocytogenes, que puede provocar abortos
espontaneos en mujeres embarazadas, meningitis, septicemias entre otros sintomas
(MUNOZ et al., 2011).

4.2. Determinacion humedad segun método de secado a vacio

Para calcular la humedad de un alimento se calcula por diferencia de peso, empleando
la ecuacion:
1—m2

m
% Humedad (g agua / 100 g muestra) = mxwo

Empleando como referencia el R.D. 1124/1982, referente a la Reglamentacién Técnico-
Sanitaria para la Elaboracién Fabricacién, Circulacion y Comercio de galletas, la
humedad no debe exceder los 6 g de agua/100 g muestra. Por otro lado, empleando el
R.D. 126/1989, referente a la Reglamentacion Técnico-Sanitaria para la Elaboracion
Fabricacion, Circulacion y Comercializacion de patatas fritas y productos de aperitivo,
se indica que en este tipo de alimento no se pueden superar el 5 % de humedad.

Por tanto, se determina que el producto no puede superar una humedad superior al 5%.

4.3. Aceptacion de un nuevo producto: Tuliva

Tuliva fue seleccionado como finalista para los Premios de Ecotrophelia de Espafia en
el afio 2020 por la Federacion Espafiola de Industria de Alimentacién y Bebidas (FIAB).
En Ecotrophelia se present6 Tuliva con distintos acompafiamientos, tanto dulces como
salados, como es el hummus de garbanzos o la crema catalana, para asi demostrar su
gran versatilidad como envase comestible.
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Figura 12. Ejemplos de Tuliva con diferentes
acompafiamientos.

Gracias a ser un producto apto para vegetarianos, celiacos e intolerantes a la lactosa,
ademas de ser innovador por la introduccién de una harina hecha a partir de un residuo
de la industria aceitera, el equipo Cruixents consiguié ser subcampedn en Ecotrophelia.

>
Figura 13. Entrega de premios Ecotrophelia 2020.

A raiz del premio conseguido en el concurso, el equipo Cruixents se presentd a
StartUPV, que se trata de un programa que favorece la creacion de startups por alumnos
y graduados de la UPV, para ir un paso mas alla e intentar emprender con Cruixents.
En este concursé Tuliva se presenté en la modalidad de premios idea, donde consiguié
uno de los terceros premios en la categoria de proyecto empresarial, categoria donde
participan aquellas ideas de negocio que cuentan con un desarrollo bastante avanzado.
(IdeasUPV, 2021).

Debido a conseguir ser subcampeonas de Ecotrophelia, el grupo Cruixents tuvo la
oportunidad de realizar diferentes entrevistas en diversos blogs dedicados a la
alimentacion e incluso en un programa de radio. A continuacion, se muestras algunas
de las entrevistas realizadas:
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Entrevista en el blog Informacion gastronémica, el saber del sabor

Platados originales y con sello
Ko

Ecotrophetis EspaAs 3030 . o)

Figura 14. Entrevista en Informaciongastronomica.com
<https://informaciongastronomica.com/tuliva-emplatados-
originales-y-con-sello-km-0/>.

Entrevista en el blog EAMN (escuela agraria y del medio natural)

Equipo Cruixents: «La innovacion
es evolucién y la evolucién es
necesaria en la sociedad»

12 MAYO, 2020 / MJOFALLA

El equipo Cruixents, formado por las estudiantes de nuestra Escuela, Maria
Cabrera, Lucia Cano, Laura Junco, Marta Maravillay Marfa Rovira, ha sido
seleccionado por la Federacién Espanola de Industrias de Alimentaciony
Bebidas (FIAB) para participar en el certamen Ecotrophelia Espaiia 2020.

Figura 15. Entrevista en EAMN de la UPV
<https://eamn.blogs.upv.es/2020/05/12/equipo-cruixents-la-
innovacion-es-evolucion-y-la-evolucion-es-necesaria-en-la-

sociedad/>.

Entrevista en laradio en El forcat de Silvia

Por CV EL FORCAT DE SIL
A 15/09/2020- Tuliva, un premio que se come
E@I - 1%:.-09.-20.21 | 19 0 0

13:51

00:00

Figura 16. Entrevista en CV Radio, en el programa El forcat de
Silvia <https://www.ivoox.com/15-09-2020-tuliva-premio-se-
come-audios-mp3 rf 56720384 1.html>.
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Entrevista en Adeoliva

Tuliva, innovador alimento creado con harina de hueso de aceituna

Nace TULIVA, un alimento hecho a base de harina de
hueso de aceituna, con forma de tulipa, y con un potencial
uso en el sector gastronémico para acompafiar platos y
servir de base para elaboraciones.

Figura 17. Entrevista en el blog de Adeoliva
<https://adeoliva.com/tuliva-harina-hueso-de-aceituna/>.

Video realizado por la ETSIAMN
= Escola Técnica Superior

d'Enginyeria Agronomica i del

Medi Natural UPV

23 de septiembre de 2020 @
# # Las protagonistas de Tuliva, ganadoras del
segundo premio en el certamen nacional Ecotrophelia
Espafia, nos hablan en este video del innovador
producto con el que han alcanzado este éxito.
#ecotropheliaespafna Universitat Politécnica de
Valéncia UPV
| Ver menos

Figura 18. Video realizado por la ETSIAMN en Facebook
<https://www.facebook.com/watch/?v=1194021890982278>.

Gracias al impulso que adquiri6 Cruixents con ambos concursos y a las diversas
entrevistas realizadas, el grupo obtuvo la oportunidad de presentarse con un pequefio
puesto en Ftalks20, una feria sobre alimentacion y productos innovadores de la
Comunitat Valénciana (Ftalks, 2020).

Figura 19. Puesto de Tuliva en Ftalks20.

28


https://adeoliva.com/tuliva-harina-hueso-de-aceituna/
https://www.facebook.com/watch/?v=1194021890982278

5. Conclusiones

1. En este trabajo se ha presentado un nuevo alimento, Tuliva, su composicion y proceso
de elaboracion.

2. Tuliva se ha clasificado en dos grupos de alimentos: galletas y productos de aperitivo.

3. El criterio microbiol6gico para garantizar la inocuidad de Tuliva segun el grupo de
alimento en el que se ha clasificado, establece que, realizando un plan de muestreo de
cinco muestras, ninguna de ellas puede superar las 100 ufc de Listeria monocytogenes
por gramo de producto.

4. Para realizar este analisis se recomienda seguir las indicaciones de la Norma UNE-
EN ISO 11290-2:2017 para la deteccion y el recuento de Listeria monocytogenes.

5. Recomendamos asegurar la calidad microbiologica de sus productos al inicio de una
produccién a gran escala, analizando también otros pardmetros microbiolégicos como
la Presencia/Ausencia de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. o
Bacillus cereus, asi como el recuento de indicadores como aerobios mesofilos, 0 mohos
y levaduras, entre otros.

6. Se debe cuantificar el contenido en humedad de Tuliva para garantizar una buena
fabricacion y conservacion, ante una pérdida de valor nutricional y para evitar la
proliferacién de microorganismos.

7. Hemos presentado diferentes actos que justifican la aceptacion de Tuliva: concursos
y entrevistas para la presentacion del producto.

8. Podemos concluir que Tuliva ha tenido una buena aceptacién tanto a nivel
alimentario, debido a la obtencién del premio en Ecotrophelia y a las diferentes
entrevistas y entradas en blogs destinados a la alimentaciéon y a nuevos productos
alimentarios, como a nivel empresarial, por la obtencién de uno de los premios en
StartUPV, ya que plantea un modelo de negocio apto para poder emprender como
nueva empresa emergente.
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