1. INTRODUKTION

Denne rapport er udarbejdet pa anmodning af virksomheden Hanegal A/S. Den
omhandler anvendelsen af nitrit i fadevarer, herunder de teknologiske fordele og de
sundhedsmaessige aspekter ved nitragse forbindelser i fedevarer og vurderer pa bag-
grund af faktuelle oplysninger fra videnskabelige studier om nitritsaltning, fraen
sikkerhedsmaessig vinkel og med saalig fokus pa Clostridium botulinum, er en
nadvendighed.

Rapporten er udarbejdet af Teknologisk Ingtitut, der er et uvildigt konsulentfirma.

2. NATRIUM NITRIT (NaNOy)

Natrium nitrat (NaNOs) og natrium nitrit (NaNO,) anvendesi forbindelse med salt-
ning af en raskke levnedsmiddel produkter fordi egenskaberne for disse tilsagnings-
stoffer er mangfoldige. Saledes stabiliserer de den rede farve i kadprodukter, de
inhiberer vaeksten af visse mikroorganismer og de bidrager til smagsudviklingen.
Nar anvendelsen af nitrat og nitrit i fedevarer i naesten 40 ar har vagret kontroversiel
skyldes det pavisningen af, at nitritkonservering medfarer dannelse af nitrosaminer,
der er kraftigt cancerogene’.

Nar virkningen af nitrit i levnedsmidler skal belyses er nedenstdende punkter af
interesse:

e Nitrits kulgrdannende egenskaber
¢ Nitrits konserverende egenskaber
e Dannelse af cancerogene forbindel ser

Kulgrdannende egenskaber

Det er amindelig kendt, at natrium nitrat ved bakteriel nedbrydning reduceres til
nitrit, hvorefter nitrit, enten kemisk eller bakterielt, kan reduceres til kvad stofilter
eller frit nitrit (N,). Kvadstofilterne binder sig til det rede muskel- og blodfarvestof
myoglobin og haamaglobin under dannelse af nitroso-myoglobin, der er radt. Ved
kogning eller saltning denatureres denne forbindel se til en forbindelse der stadig er
red, hvorimod ked saltet i rent salt (NaCl) eller kogt ked bliver grat. Nitroso-
myoglobinet er altsa varmestabilt men meget oxidationsfalsomt, hvorfor nitritkon-
serverede kadvarer beskyttes mod atmosfaarensilt ved fx vakuumpakning.

Den nadvendige maangde af nitrit i kadvarer for en kortvarig kulardannelse er pa-
vist til ca. 5 ppm NaNO, (5 mg/kg ked)? mens en koncentration pd ca. 20 ppm an-
ses for ngdvendig for at opna en farvestabilitet, der er acceptabel i kommerciel fo-
devareproduktion. Nitritkoncentrationer pa ca. 50 ppm er nadvendige for at opnaen
tilfredsstillende smagsudvikling? °.



Konserverende egenskaber

Nitrit additivet virker heanmende pa mange sygdomsfremkal dende og holdbar-
hedsbegramsende bakterier. Men ndr nitritsaltning gennem arene har vaaret anvendt
har det vearet med saalig fokus pa stoffets evne til at haanme CI. botulinum. Fryg-
ten for forekomst og vakst af Cl. botulinum i fedevarer haanger sammen med bakte-
riens produktion af et exotoxin, der selv i ganske sma maangder er dedelig for men-
nesker. Tilsaaning af nitritsalt er sdledes en billig og effektiv metode til eliminering
af Cl. botulinum og bidrager som naevnt samtidig til farvestabiliteten.

Virkningen af nitrit er koblet til forekomsten af NaCl, vandaktiviteten, pH og var-
mebehandlingen. Effekten af ikke varmebehandlet nitrit er pH afhaangig og relativt
hgje koncentrationer er nadvendige for at hindre vaekst ved neutrale pH vaadier.
Derimod er det pavist, at nar nitrit tilssettes inden varmebehandlingen er langt min-
dre koncentrationer af nitrit tilstrakkeligt til at hindre udspiring og effekten er sam-
tidig pH uafhaangig”®. Princippet omtales som Perigo-effekten. Gramserne for
vakst af sporer af Cl. botulinum ved varierende pH-vaadier, saltkoncentrationer og
nitritkoncentrationer og de indbyrdes forhold af disse parametre er kendte® og gen-
givesi tabel 1. Det ses af resultaterne, at ved lavere vandaktivitet og lavere pH re-
duceres behovet fratilsagning af nitrit. Det skal endvidere bemaakes, at forsggene
af udfert under temperaturforhold der er optimale for vakst (35 °C). Ved lavere
temperaturer haammes vaksten yderligere hvorfor den nadvendige koncentration
under disse forhold vil kunne reduceres yderligere. Derudover skal tallenei tabel 1
sesi lyset af det i praksis naturligt forekommende indhold af Cl. botulinum, idet det
er pavist, at den ngdvendige maangde af nitrit for at hindre toksindannel se af haanger
af sporekontaminationsgraden. | et forseg med hakket, varmebehandlet svinekad
med et salt i vand forhold pa 5,16, var et indhold pa 300 ppm nitrit ngdvendigt for
at hindre toksindannel se ved en podning pa 10° sporer/g, mens det ved podning
med 10? sporer/g ikke var nedvendigt at tilsadte nitrit overhovedet®. Dette skal sesi
lyset af, at det gennemsnitlige indhold i kedprodukter er estimeret til under
0,0/gram, jf. nedenstéende.

Mekanismen af nitrits effekt er kortlagt® og omfatter blokering af to vitale punkter i
spiringsprocessen af anaerobe sporer.

Tabel 1: Effekt af varierendeindhold af NaCl, NaNO; og pH overfor Cl. botulinum type A, B,
E og F ved 35 °C* Tallene angiver den hgjeste nitritkoncentration i ppm, ved hvilken Cl. botu-
linum for merede sig ved for skelligt pH. (-: ingen vaekst ved 50 ppm NaNO3)

NaCl % i vand | vandaktivitet, Aw pH 6,2 pH 6,0 pH 5,8 pH 5,6
0 1,0 300 300 250 150
1 0,994 300 250 250 150
2 0,989 300 250 200 50
3 0,983 250 250 150 -
4 0,977 200 150 100 -
5 0,971 50 50 50 -
6 0,965 50 - - -




Dannelse af cancerogene forbindelser

N&r nitrit reagerer med sekundaare og tertiaare aminer dannes nitrosaminer. Mere
end 100 af de 130 testede nitrosaminer vides at vaget cancerogene i samtlige dyre-
arter, de er afprovet i°. Der dannes meget sm& maangder (mélesi ppb), men nitro-
saminer virker cancerogent i s sma maangder, at det ikke er lykkedes at fastsadte
en "no level effect”’® og der er derfor ikke fastsat en nedre grassevaadi for carci-
nogenitet.

Dannelsen af nitrosaminer ud franitrit og/eller kvadstofilter sker ved lavere pH
mens mange bakterierarter, herunder E. coli, Proteus og Serratia der er amindeligt
forekommende i kadvarer, spontant kan danne nitrosaminer ud fra sekundaere ami-
ner ved neutrale pH vaadier. Undersggelser af nitrosamin i kedvarer konserveret
med nitrit afslgrer indhold af nitrosaminer fra meget lave niveauer (tagt panul) og
op til ca. 80 ppb 12112,

3. FOREKOMST OG VAKST AF CLOSTRIDIUM BOTULINUM

@kologi

Botulisme skyldes visse stammer af Cl. botulinum, en gram-positiv, anaerob spore-
dannende stavbakterie. Syv typer er kendte: A, B, C, D, E, Fand G. Type A, B og E
fordrsager botulisme hos mennesker mens de @vrige primaat relateres til botulisme
hos dyr. For alle tre typer gadder, at de primaat findesi vand og dermed ferst og
fremmest udger enrisiko i fisk og skaldyr. Langt de fleste tilfadde af human botu-
lisme er sdledes knyttet til indtag af fiskeprodukter. Dog kan alle tre typer findesii
jordprever og risikoen for kontamination i vegetabilske og animalske fedevarer er
derfor til stede. Med hensyn til den overordnede forekomst af Cl. botulinum i jord
er det estimeret, at antallet pr. gram sandsynligvis er under 1.

Type A findes ofterei jordprever i det vestlige USA og type B i jordpraver i gststa
terne og i Europa. Type E sporer findes primaat i sedimentet i havmiljg, issa ved
kysterne, og ansesi Danmark som en typisk marin bakterie®. Den adskiller sig
desuden fratype A og B ved sine non-proteo-lytiske egenskaber som betyder, at en
eventuel vakst ikke vil kunne erkendes sensorisk ved en afvigende lugt. Dermed
udger type E en saalig risiko og er ogsa den type, der har forarsaget flest humane
tilfadde i Danmark.

Temperaturkrav

Nogle non-proteolytiske type E stammer kan danne toksin helt ned til 3,3 °C selv-
om produktionen sker meget langsomt. Nedre vakstgraanse for de proteolytiske
stammer A og B angivestil hhv. 10 og 12,5 °C. Optimum for toksinproduktion lig-
ger for type E paca. 20-25 °C og for A og B typerne omkring 30 — 37 °C. | kedpro-
dukter, hvor type E ikke anses for en stor risikofaktor, vil man ved en overholdelse
af gaddende lovgivning p&5 °C i kelekaaden med stor sikkerhedsmargin kunne
undga vakst af Cl. botulinum uanset kedproduktets gvrige konserverende egenska-
ber.

Med hensyn til varmeresistens er det veldokumenteret, at type A og B sporer er
betydeligt mere varmeresistente end type E sporer. Varmeresistensen er som for de



gvrige inhiberende faktorer afhamngige af de faktuelle forhold i produktet, men ogsa
den vegetatives celles " historie” har betydning for sporernes varmeresistens. De
omtrentlige D-vaardier for type A, B og E fremgar af tabel 2, hvoraf det ses, at de
nedvendige varmebehandlinger for eliminering af sporer af type A og B vil betyde
en autoklavering af produktet, hvilket oftest er ugnsket.

Salt og pH.

Cl. botulinum type A og B kan danne toksin ved vandaktiviteter ned til 0,93-0,94
svarendetil ca. 10% salt i vandfasen eller 50% saccharose. Ved over 10% salt kan
Cl. botulinum ikke formere sig. Type E er mere fglsom for salt, hvor vakstgraansen
sker ved ca. 4% salt. pH haanmer generelt vasksten af bakterier og ved pH under
4,5 standser vaksten af Cl. botulinum helt — ogsd under fravaa af alle andre inhibe-
rende principper, hvilket betyder, at ved stigende saltindhold vil hgjere pH ogsa
vage heammende.

It

It er staarkt toksisk for Cl. botulinum, men vaekst kan finde sted selvom ilt diffun-
derer fraomgivelserne og ind i fadevaren, blot iltspaandingen holdes under vakst-
graansen som falge af miljgets egen reducerende evne, eventuelt suppleret med en
sankning af redoxpotentialet forarsaget af vaekst af andre mikroorganismer. Den
praktiske erfaring fra fedevareindustrien er derfor, at vakuumpakning af levneds-
midler ikke gger risikoen for vaekst af Clostridier betydeligt.

Konkurrenceflora

Forekomst og vakst af fx laktobaciller der reducerer pH som falge af syreprodukti-
on virker inhiberende pa Clostridium botulinum. Ogsa vakst af nisinproducerende
lactis streptokokker og vaekst af E. coli og fakade streptokokker haammer vaksten
af Clostridium botulinum,

Tabel 2: Sammenligning af Cl. botulinum stammer

Serologisk type

A B E
Proteolytisk + + -
Primaae habitat jord jord vand
Min. vakst temperatur 10°C 10°C 33°C
Max. vakst temperatur 50 °C 50 °C 45°C
Min. pH for vaskst 4.7 4.7 4.8
Min. Aw for vakst 0,94 0,94 0,97
D-vaadi for endosporer D110=2.72-2.89 D110=1.34-1.37 Dgo=0.80
Max. NaCl for vaekst 10% 10% 4-5%
Primaae forekomst i vegetabilier/ked vegetabilier/ked fisk
fadevarer

4. RISSIKOVURDERING AF CL. BOTULINUM
Vurderingen af behovet for nitrittilsagning til fadevarer som en indbygget sikker-
hedsfaktor mod toksindannelse af CI. botulinum ber indeholde to hovedpunkter:




1. Hvor stor er risikoen for dannelse af cancerogene nitrosaminer ved nitritsalt-
ning?
2. Hvor stor er risikoen for toksindannelse fra Cl. botulinum i produktet?

Som omtalt ovenfor kan det if@lge en ragkke videnskabelige undersagel ser med stor
sikkerhed konkluderes, at tilsagning af nitrit vil medfere dannelse af nitrgse aminer,
hvoraf sterstedelen er cancerogenei ekstremt sma mamngder. Selvom indholdet af
nitrosaminer i fadevarer er sma matilsagning af nitrit isoleret set vurderes som
ugnsket og nitrittilssetning ber derfor undgas.

Risikoen for dannelse af nitrosaminer skal i denne sammenhaeng vurderesi relation
til riskoen for dannelse af exotoksiner fra Cl. botulinum. Ved en risiko for toksin-
dannelse kan nitrittilsaetning sdl edes retfaardiggeres mens nitrittilseetning er uned-
vendig i tilfadde hvor risikoen for vakst af Cl. botulinum ikke er til stede. Med an-
dre ord ber nitrit udelades i fedevareproduktionen i de tilfadde, hvor forekomsten af
Cl. botulinum er lig nul og/eller hvor vakstkravene ikke er opfyldt.

Praevalensen af Cl. botulinum i ked

Det er karakteristisk i statistikker over botulisme, at &rsagen i de fleste tilfadde
skyldes hjemmelavet mad, der direkte eller indirekte er jordforurenede. | USA var i
perioden 1899-1967 langt den hyppigste arsag grentsager, frugt og krydderier mens
kad, fjerkraeog madk kun siaddent gav anledning til udbrud. Det samme forhold
afspejlesi Danmark hvor hjemmelavede fiskeretter har vaaret den primaare &rsag til
botulisme. Fadles for de beskrevne udbrud er, at adskillelsen mellem urene og rene
arbejdsprocesser under private forhold har vearet mangelfuld og medfert kontami-
nering af "urene” ravarer til "rene” faadigvarer. Desuden har en grov tilsideszdtel se
af almindelige konserveringsprincipper som varmebehandling og temperaturopbe-
varing fundet sted. Praevelensen af Cl. botulinum i ked og fjerkraeer ekstremt lav.
Et summary af pulicerede datai en 14 ars periode over botulinum sporer afslarer et
gennemsnitligt indhold af sporer p& under 0,01/g™.

Forebyggelse mod veekst af Cl. botulinum

Patrods af den meget ringe forekomst af sporer i kad har CI. botulinum aligevel
vaget genstand for betydelige overvejelser i forbindelse med sous-vide' produktion
af ked, fordi denne metode giver gunstige forhold for sporespiring under opvarm-
ningen og derfor kan udgere en reel risiko for botulisme med mindre der udeves
effektive konserveringsprincipper i produktionen og i distributionen. | sous vide
produktion af ked destrueres stort set ale vegetative celler mens sporerne overle-
ver. Produktet har en meget lav iltspaanding og er uden konkurrenceflorai et neu-
tralt pH omréde. Forholdene er saledes ideelle for vaskst af sporer med mindre tem-
peratur og tidsforhold moniteres omhyggeligt. Netop styringen af produktion og
distribution er baggrunden for metodens succes og stigende udbredel se.

! Sous-vide er betegnelsen for vakuumerede fadevarer, der opvarmesi emballagen, nedkales og
opbevares pa kal inden genopvarmning.



Den kommercielle sous-vide produktion af sdvel grentsager som kedprodukter i
Europaog USA i dag dokumenterer, at det er muligt at producere tilberedte fadeva-
rer uden tilsagning af nitrit. Det er et uomgaangeligt krav, at produktionen skal ind-
rettes efter de sdkaldte "hurdle principper” eller ” combined methods for Food Pre-
servation”. Denne teknologi er betegnelsen for en bevidst anvendel se af kombinati-
oner af kendte konserveringsprincipper som vandaktivitet, pH, temperatur osv. hvis
synergistiske effekt medferer at vakst ikke kan finde sted.

| et 3-&rigt forskningsprogram™®*’ vedr. fadevarekonservering stettet af EU-
kommissionen viste hurdle teknologien at en bevidst kombination af kendte kon-
serveringsprincipper i sig selv er tilstragkkeligt til at producere sikre fedevarer. |
tabel 3illustreres hurdle effekten af vandaktivitet, pH og temperatur for CI. botuli-
num type A, B og E. Den laveste vandaktivitet ved hvilken der forekommer vaskst
er vassentligt hgjere ved lav end ved hgj temperatur, og er naesten pH-uafhaangig i
omradet 6-8, mens pH 5 eller 9 udelukker vakst. Der kan altsd ikke fastsadtes spe-
cifikke gramnser for de enkelte konserveringsprincipper, da der er tale om multifak-
torielle faanomener og sikkerheden ma vurderesi denne sammenhaang.

Detteillustreres yderligere af japanske undersggel ser af nudel suppe, hvori det af-
slgredes for type A og B sporer, at der ikke fandt toksin produktion sted ved (1) pH
6.5, 4% NaCl og 20 °C, (2) pH<5.0, 1% NaCl og 30 °C, (3) pH < 5.5, 3% NaCl og
30 °C og (4) pH<6.0, 4% NaCl og 30 °C™. Disse oplysninger skal ssmmenholdes
med data i tabel 2, hvoraf det ses, at de enkelte parametre i de japanske studier lig-
ger inden for vakstkravene, men at kombinationen udel ukker vakst.

Nér disse forhold tagesi betragtning skal det isoleret set bemaarkes, at opbevarings-
temperaturen af fagdigvaren alene kan medvirkettil at sikre produktet. Type A og B
sporer, der som naavnt oftest er relateret til kedvarer, vokser ikke ved temperaturer
under 10°C, hvorfor en overholdelse af kalekasden alene vil eliminere risikoen for
vakst af type A og B. Med hensyn til type E ma det anses som tvivlisomt, om den
overhovedet er relevant betragte som en risiko i kad, og skulle det vage tilfaddet vil
det vagrei et ekstremt lille omfang. Af tabel 3 ses en vakst ved 10 °C og det er rap-
porteret, at denne type kan vokse helt ned til 3,3 °C, men det kraever optimale
vakstforhold — herunder et Aw over 0,99 ved neutralt pH og selv under disse for-
hold vil nglefasen vaare meget lang. Ved industriel forarbejdning af kedvarer be-
gramnses vakstforholdene, hvorfor risikoen for toksindannel se fratype E ma vurde-
res som urealistisk, safremt amindelige hygiejne- og konserveringsprocedurer
overholdes.



Tabel 3. Hurdleeffekt for Cl. botulinum®. Tabellen viser antal dage fer vaskst. Et tomt felt indikerer ingen vaskst efter 4 maneder.
Temp. |pH TypeA TypeB TypeE
Aw Aw Aw
0.997 098 [0.97 |096 [0.95 |0.94 |0.997 098 097 |096 [0.95 |0.94 |0.997 |O0. 098 |097 |096 |095 |0.94
5
6 9 14
10 7 7 9
8 8
9
5
6 5 5 16 4 9 2 2 7
20 7 5 5 5 2 4 9 1 2 2 7
8 5 5 9 2 4 14 1 2 2
9
5
6 2 5 7 12 2 3 9 1 1 2
30 7 2 1 7 9 12 1 2 3 9 14 1 1 1 2
8 1 5 7 9 1 2 4 14 1 1 1 2
9
5
6 1 3 9 9 1 2 3 14 3 1
40 7 1 1 5 5 5 1 1 2 3 9 17 1 1 1
8 1 1 5 5 5 1 1 2 9 14 1 17 1 7
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5 IMPLEMENTERING AF HACCP

Som et vigtigt og relativt nyt led i hurdleteknologien er indfering af et HACCP system i fedevare-
virksomheder. HACCP stér for Hazard Analysis of Critical Control Points og er et forebyggende,
dokumenterbart og verificerbart kvalitetsstyringssystem, der til enhver tid sikrer, at virksomheden
forebygger enhver tamkelig hazard (fx Cl. botulinum) ved at indbygge kritiske gramser (fx Aw eller
temperaturopbevaring) i produktionen og dokumenterer, at disse gramser overholdes. Implemente-
ring af HACCP er obligatorisk for alle fadevarevirksomheder i EU, jf. Direktiv 91/118/EEC og
1993 blev HACCP ligeledes et krav for international handel i GATT (nu WTO) udstedt af
FAO/WHO Codex Alimentarius Commission®.

Det betyder, at der i a produktion af fedevarer skal forebygges mod kemiske og biologiske risici
samt mod fremmediegemer. Blandt disse hazards er Clostridier og nitrosaminer. | risikovurderingen
skal risikoen for en eventuel forekomst af de pagad dende hazards tages i betragtning. Det er klart, at
safremt nitrit tilseettes i fadevareproduktion tilferes en hazard (nitrosaminer), der hygiejnemaesssigt
kun kan forsvares safremt risikoen for vaekst af Clostridier eller andre patogene bakterier er sterre.
Inhibering af mikroorganismer er som ovenfor beskrevet betinget af de specifikke vakstforhold i
produkterne. For sdvidt angér Cl. botulinum er muligheden for vakst af type A og B ikke il stede
ved temperaturer under 10 °C, mens type E kan vokse ned til 3,3 °C, men nagope udger en reel risi-
ko pga. dens marine tilharsforhold og begraasede mulighed for vaskst ved reduceret Aw.

Safremt HACCP programmet inddrager muligheden for forekomst af Cl. botulinum og produktio-
nen tilrettel aagges sa vakstforhol dene reduceres/elimineres ma det derfor anses som hgjst usandsyn-
ligt, at produktet vil udgere en risiko for botulisme.

6. KONKLUSION

Nitritkonservering har i mange ar vaget et teknologisk hjadpemiddel, der har sikret fadevareprodu-
center mod Cl. botulinum, der uden tvivl er den mest frygtede bakterie af alei fadevarer. Samtidig
har nitrit som sidegevinst nogle egenskaber, der stabiliserer produktet og fremmer en gnsket farve-
og smagskvalitet. Da nitrits konserverende egenskaber blev opdaget var det en teknologisk revolu-
tion fordi sikkerheden med é kunne I gftes til et hidtil uset niveau.

Nar nedvendigheden af at anvende nitrit som konserveringsmiddel skal vurderes som en sikker-
hedsfaktor ber den reelle risiko for toksinproduktion fra Cl. botulinum evalueresi forhold til de
sundhedsskadelige virkninger ved dannelsen af kradtfremkaldende nitrosaminer.

| takt med ny viden om indretning af fedevarevirksomheder, hygiejneprocedurer i primaaprodukti-
on og fedevareindustri, konserveringsteknologi samt kortlaegning af vaekstbetingel ser for mikroor-
gansimer og praevalensen af bakterier i fadevarer er behovet for nitrit og andre konserveringsmidler
faldet. Dette medfarer, at fedevareindustrien og deres leveranderer i dag er langt mere bevidste om
fadevaresikkerhed og har forstaet at udnytte forskningsresultaterne paisaar konserveringsomradet.

De seneste forskningsresultater dokumenterer, at en korrekt anvendelse af hurdle princippernei sig
selv er tilstraskkelige til at producere sikre fedevarer. Dette indebaarer bl.a. at produktionen tager
hensyn til muligerisici og at der tilkobles et HACCP program, hvilket desuden er et krav for sam-
handel. | praksis betyder det, at nitrit kan udelades uden risiko for toksindannelse fra Cl. botulinum,
forudsat at levnedsmidlerne produceres/sammensadtes og/eller opbevares under forhold, der ikke
giver mulighed for vakst og at disse forhold kan dokumenteresi HACCP programmet. Udbredel sen
af sous vide produkter er det mest naaliggende eksempel pa at toksindannelse kan undgési kadpro-
dukter, der i @vrigt opfylder vakstkravene for Cl. botulinum.
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