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RESUMEN

En la actualidad, los alimentos contienen alta cantidad de aditivos que pueden
tener efectos adversos o acumula una cantidad residual en el organismo del
consumidor, por lo cual, este estudio propone la aplicacion de antioxidantes
naturales en los alimentos. La investigacion comprobo el efecto antioxidante de
las soluciones de aceite esencial de guayaba y &cido ascOrbico como
preservante natural en salchichas de pollo; se realizaron dosificaciones con el
fin de estudiar el crecimiento microbiologico y los cambios fisicoquimicos en
este embutido. De acuerdo, a la informacion obtenida, los tratamientos con
mayor efectividad son aquellos tratamientos con altas concentraciones de
soluciones antioxidantes. El estudio de vida util se realiz6 en tiempo real
durante un periodo de 30 dias, en los cuales se determiné que las soluciones
antioxidantes permitieron la estabilidad de la salchicha de pollo mediante la
disminucién de unidades formadoras de colonias y el control de los cambios
fisicoquimicos. Las soluciones antioxidantes actuaron efectivamente sobre
Staphylococcus aureus reduciendo notablemente la presencia de unidades
formadoras de colonias, asi como en aerobios mesofilos en menor cantidad. El
tratamiento con la solucién antioxidante de 1000 ppm de aceite esencial de
guayaba en combinacién con 700 ppm de &acido ascérbico, asi también el
tratamiento con la solucién antioxidante de 1000ppm de aceite esencial de
guayaba fueron efectivos para las salchichas de pollo. Para verificar que el
estudio in vivo fue efectivo, se realiz6 la evaluacion del efecto antioxidante a las
soluciones 6ptimas mediante el método de decoloracion DPPH (2,2-difenil-1-
picrilhidrazil). Este método determind la capacidad de captacion de radicales
libres de la solucién, de manera que la capacidad antioxidante del tratamiento 6

fue de 73% Yy el tratamiento 7 que fue de 92%.
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ABSTRACT

Currently, food contains high amount of additives that gradually can develop
side effects and let residual toxins into the body system of consumers, therefore
this study proposes the application of natural antioxidants in food. This research
found the antioxidant effect of the solutions with guayaba essential oil and
ascorbic acid as a natural preservative in chicken sausages; dosages were
performed in order to study microbial growth and physicochemical changes in
this food. According to the information that was obtained in this research, the
most effective treatments are those treatments with high concentrations of
antioxidants solutions. The study of shelf life was performed in real time during
a period of 30 days, during which it was determined that the antioxidant
solutions allowed the stability of the chicken sausage by reducing colony
forming units and control of physical and chemical changes. The antioxidant
solutions effectively acted on Staphylococcus aureus reducing significantly the
presence of cfu, as well as aerobic mesophilic bacteria in smaller amounts. As a
result, the treatment of antioxidant solution with 1000 ppm of guayaba essential
oil combined with 700 ppm of ascorbic acid and the treatment with 2000pmm
essential oil was effective in chicken sausages. In order to verify that the in vivo
study was effective, the evaluation of the antioxidant effect optimal solutions in
vitro was performed by the method of DPPH discoloration (2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl). This method determines the ability of free radical scavenging of
the solution. Finally, the antioxidant capacity in treatment 6 was 73% and in

treatment 7 was 92%.
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INTRODUCCION

Desde la antigiedad, el ser humano se ha enfocado en buscar métodos de
conservacion para los alimentos que se ven afectados por factores intrinsecos
y extrinsecos (Lopez, 2007). La industria alimentaria produce alimentos con
antioxidantes sintéticos para alargar el tiempo de vida util e inhibir el
crecimiento de microorganismos (Cardona y Mejia, 2009). Estudios
relacionados con el consumo de alimentos que contienen antioxidantes
sintéticos revelan que los individuos presentan problemas de salud, como
algunos tipos de cancer, envejecimiento, enfermedades vasculares entre otras,
debido a la acumulacién de radicales libres en el organismo (Cardona y Mejia,
2009). La inocuidad de un alimento se encuentra estrechamente relacionada
con las sustancias antimicrobianas que son afiadidas para su conservacion; sin
embargo, el consumidor en la actualidad demanda productos mas naturales
con menos conservantes de sintesis quimica (Davidson, 1997). Las tendencias
del mercado hacia productos sanos, seguros y de buena calidad, han dado
paso a las investigaciones de antioxidantes naturales provenientes de plantas
(Inouye, Takisawa, y Yamaguchi, 2001). Algunas plantas presentan una
fraccion de aceite esencial con actividad antimicrobiana, como es el caso de
Psidium guajava L. Esta especie, mejor conocida como guayaba es una
especie frutal perenne tropical y se encuentra distribuida en el continente
Americano; se adapta a diferentes tipos de suelos y crece a temperaturas de
15 a 30°C (Morton, 1987). Psidium guajava L. ha sido usada en la medicina
tradicional por su actividad biolégica (Oh et al, 2005). Los aceites esenciales
son extractos liquidos aromaticos y volatiles provenientes de material vegetal;
las diferentes industrias han utilizado estos compuestos debido a sus
propiedades biol6gicas. En las plantas, los aceites esenciales son
considerados  metabolitos  secundarios  debido sus  propiedades
antimicrobianas, antiparasitos, insecticida, antiviral, antifingica y antioxidante
(Deans y Ritchie , 1987). Las hojas de la guayaba contienen aceites esenciales
con una gran cantidad de componentes entre los mas conocidos se puede
mencionar el 1,8 cineol y el transcariofileno (Li, Chen y Luo, 1999); la

proporcion de estos componentes esta regida estrictamente a factores



genéticos y condiciones ambientales. Los aceites esenciales de la guayaba que
han sido investigados por la industria farmacolégica, han revelado una
actividad de anti proliferacion, antioxidante y antimicrobiana (Sacchetti et al,
2005). La industria alimentaria usaba estos aceites esenciales como
saborizantes, en la actualidad, estos aceites son utilizados como conservante
natural antimicrobiano en alimentos. Para la aplicacion de aceites esenciales
como conservantes de alimentos se debe conocer la concentracion minima de
inhibicion, el tipo de microorganismos que combate, el modo de accion y el
efecto en los componentes del alimento con respecto a las propiedades
antimicrobianas (Mygind, Lou, y Hyldgaard, 2012). Generalmente, el efecto
antioxidante del aceite esencial es menor que el del acido ascérbico (Kulisica et
al, 2004). El &cido ascorbico junto con otras vitaminas posee una gran
capacidad antioxidante (Sangha y Stucki, 1998). La medicién de esta
capacidad antioxidante permite conocer el efecto antioxidante total en un fluido
bioldgico por los efectos sinérgicos. Para determinar la capacidad antioxidante
en un fluido, se utilizan diversos métodos de evaluacion (Lazaro y Salagucci,
1998). Los microorganismos como bacterias, mohos y levaduras, deterioran los
alimentos (Garcia, 2006). Debido a la naturaleza de los microorganismos, estos
se multiplican de forma homogénea hasta el momento en que los
microorganismos patdgenos predominan y colonizan el alimento excluyendo a
otros (Garcia, 2006). Para inhibir la actividad microbiolégia, se ha evidenciado
que los compuestos naturales tienen la capacidad de frenar su multiplicacion y
el deterioro en alimentos (Deans y Ritchie, 1987). En este contexto, se
comprobd el efecto antioxidante del aceite esencial de guayaba en
combinancion con el acido ascérbico en salchichas de pollo. Debido a sus
propiedades y caracteristicas, las soluciones antioxidantes determinaron el
retardo del crecimiento de microorganismos, reemplazando los conservantes
sintéticos y ofreciendo al consumidor un producto carnico estable con

antioxidantes naturales.



ALCANCE

La presente investigacion se realiz6 en los laboratorios de quimica y el
laboratorio de alimentos de la Universidad de las Américas. Con el fin de
evaluar la capacidad antioxidante de la combinacién de aceite esencial de
guayaba con acido ascorbico en salchichas de pollo, se realizaron los
siguientes procesos: en primer lugar, la formulacion de soluciones
antioxidantes a partir de la combinacion de aceite esencial de guayaba y acido
ascorbico; en segundo lugar, la evaluacion de microorganismos como Aerébios
Mesofilos, Escherichia coli y Staphylococcus aureus, asi como la evaluacion
fisico quimica de pH, peréxidos y acidez titulable en la muestra, y en tercer
lugar, la evaluacion del efecto antioxidante de las soluciones antioxidantes

Optimas.

La extraccion del aceite esencial se realizd a partir de la hoja, debido a que
estas estructuras contienen aceites esenciales (Li, Chen y Luo, 1999). Las
soluciones antioxidantes se prepararon en rangos de 100 ppm hasta 1000 ppm,
realizando diferentes combinaciones entre acido ascorbico y aceite esencial de
guayaba. A estas soluciones se midi6 la capacidad antioxidante y
antimicrobiana para determinar la de mayor eficiencia a menor costo (Cardona
y Mejia, 2009). La optimizacidén del antioxidante natural se determiné a través
del crecimiento de microorganismos en el alimento procesado y los cambios
fisicoquimicos en comparacion con la accion de un antioxidante sintético en el

mismo alimento procesado.

Finalmente, se identificd las soluciones antioxidantes 6ptimas en un alimento
procesado en funcién de las variables de estudio, el tipo de solucién
antioxidante aplicada, tiempo de aparicion de los microorganismos en el

alimento procesado y capacidad antioxidante de las soluciones.



JUSTIFICACION

Considerando que el tipo de alimentacion, esta relacionada directamente con la
salud, el ser humano ha tomado la iniciativa de seleccionar los alimentos para
una dieta balanceada y saludable. Es por esta razén, que la industria de
alimentos y el consumidor, buscan alimentos con bajo contenido de aditivos

sintéticos y libres de microorganismos (EUFIC, 2006).

Estudios epidemiolégicos realizados, han establecido una asociacion entre una
dieta rica en antioxidantes y la prevencion de enfermedades cardiovasculares,
reumatoldgicas, cancer y en el proceso de envejecimiento, entre otras (Sangha
y Stucki, 1998). El deterioro de los alimentos por la accion de los
microorganismos afecta a la salud publica a pesar de la diversidad de técnicas
de conservacion aplicadas. Las estadisticas sobre enfermedades transmitidas
por alimentos en Ecuador segun el Ministerio de Salud Publica, reflejan que en
2013, los casos contabilizados por intoxicacion alimentaria son 1209 y en el
afio 2014 se han incrementado a 3418 casos; en Ecuador, el impacto de la
intoxicacion alimentaria evidencia que en provincias como Guayas han existido
920 casos, Pichincha 713 casos, El Oro 405 casos, entre otras (El telegrafo,
2014). Adicionalmente en la poblacion, 1300 de esos casos, pertenecian a
adultos de entre 20 y 49 afios (El telegrafo, 2014).

La tendencia de la alimentacion del consumidor, esta enfocada en alimentos
elaborados con conservantes naturales que eviten la contaminacion con
microorganismos patégenos y el tiempo de vida util del producto sea mayor; de
esta manera, el consumidor evita los productos con conservantes sintéticos
(Rauha et al, 2000). Las industrias buscan alternativas para mejorar la calidad
de los alimentos, sin elevar los costos de produccion. Una alternativa es la
sustitucion de antioxidantes sintéticos por antioxidantes naturales, sin que
estos alteren las caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas de los
productos (Yausin, 2007).

Los antioxidantes sintéticos como BHA (butilhidroxianisol), BHT

(butilhidroxitolueno) y nitrito sodico son los mas utilizados en la industria



(Cardona y Mejia, 2009), sin embargo, el reemplazo por aceite esencial de
guayaba y &cido ascorbico para determinar la capacidad antioxidante y reducir
la presencia de microorganismos, podria ser una opcidon para producir

alimentos procesados mas sanos, inocuos y de buena calidad.

En la actualidad, el beneficio de utilizar alternativas a los nitritos y nitratos
radica en que el consumidor demanda productos més naturales con menos
conservantes sintéticos. De manera que, se encuentran dispuestos a adquirir
productos que no afecten su salud. Las enfermedades por acumulacion de
radicales libres presentan un alto indice de incidencia en la poblacion; la
presencia de microorganismos en el alimento deriva en brotes epidémicos
debido a patologias asociadas; las estadisticas reflejan que anualmente, entre
900 y 1000 brotes son detectados (Andino y Castillo, 2010). Los aceites
esenciales contienen compuestos que a menudo no son lo suficientemente
potentes individualmente, pero con la adicién de acido ascorbico se producira
una sinergia entre los componentes con el fin de producir un efecto

antioxidante de mayor alcance (Cardona y Mejia, 2009).

En esta investigacion, se evaluo el efecto antioxidante del aceite esencial de
guayaba en combinacién con acido ascorbico en salchichas de pollo. Para
llegar a cumplir con la investigacion, se evaluaron las variables de estudio tanto
microbiolégicas como fisico- quimicas y se realizé pruebas de la capacidad
antioxidante de las soluciones antioxidantes o6ptimas en las muestras de

salchichas de pollo.



OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto antioxidante del aceite esencial de guayaba en combinacion

del 4cido ascorbico en salchichas de pollo.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Formular soluciones antioxidantes a partir de la combinacién del aceite
esencial de guayaba y acido ascorbico determinando la vida uatil de
salchichas de pollo.

2. Evaluar las muestras de salchichas de pollo elaboradas con soluciones
antioxidantes mediante métodos microbiolégicos y fisico quimicos.

3. ldentificar la solucién antioxidante Optima de la combinacion de aceite

esencial de guayaba y acido ascoérbico en salchichas de pollo.



1. MARCO TEORICO

1.1 Aditivos alimentarios

El Codex Alimentarius establece que los aditivos alimentarios se definen como
sustancias o mezcla de sustancias que son adicionadas premeditadamente a
productos alimenticios, con la finalidad de modificar los alimentos en procesos
tecnologicos, en caracteristicas organolépticas y de conservacion (Gil y Ruiz,
2010), (Fernandéz et al, 2012). Desde la antigliedad, se ha registrado el uso
casero de sustancias con funciones especificas que no han sido ingredientes
caracteristicos del alimento, para otorgar cualidades como estabilidad,
conservacion, aroma, sabor, color entre otras. (Fernandéz et al, 2012). Sin
embargo, en los ultimos 50 afios la industria alimentaria ha incorporado el uso
de aditivos en sus procesamientos; lo cual ha sido parte de avances
tecnolégicos, que han permitido el desarrollo de diversos aditivos y el

incremento de su consumo (Branen, Davidson y Salminen, 2005).

Las investigaciones han revelado que el uso de aditivos en alimentos presenta
beneficios como el suministro de alimentos nutritivos, mayor variedad de
productos alimenticios de calidad y suministros alimentarios con precios
accesibles (Branen, Davidson y Salminen, 2005). A pesar de los beneficios
atribuidos a estas sustancias, por algunos afios han existido dudas sobre las
repercusiones en la salud debido al consumo de aditivos; investigadores han
realizados exhaustivos estudios en animales para determinar la toxicidad de
estas sustancias y la evolucion de enfermedades como céncer, Parkinson,

enfermedades reproductivas y cardiacas (Branen, Davidson y Salminen, 2005).

Debido al uso generalizado de estos compuestos la legislacion mundial y
nacional de cada pais determina mecanismos de control, controles
toxicoldgicos y ventajas tecnolégicas (Gil y Ruiz, 2010). EI organismo
encargado de la regulacion internacional de aditivo es el comité mixto de la
FAO/OMS,; este establece a través del Codex Alimentarius que el aditivo tiene
funciones como conservar las caracteristicas nutritivas del alimento, extender la

vida util del alimento o producto, favorecer a un grupo de la poblacion con



necesidades dietéticas, estabilizar productos alimenticios, resaltar cualidades
organolépticas y favorecer procesos de produccién (Gil y Ruiz, 2010),
(Fernandéz et al, 2012).

En Ecuador, la entidad encargada de la regulacion nacional de aditivos es el
Instituto Ecuatoriano de Regularizacion; que a través de la norma general del
Codex para Aditivos alimentarios establece los pardmetros para la aplicacion y
consumo de aditivos. La norma INEN CODEX 192:2013 especifica los aditivos
permitidos para cada alimento, de acuerdo a la ingesta diaria admisible (IDA),
la inocuidad y el uso tecnolégico justificado (INEN, 2013). La IDA es la dosis
diaria maxima estimada del aditivo sin efecto negativo en la salud del
consumidor; es decir, se obtiene a través del nivel maximo de compuesto que
presenta algun efecto en el consumidor sobre un factor de seguridad de 100
(Gil y Ruiz, 2010). La ingestidon diaria admisible no especificada (NE) aplica a
sustancias que debido a su bajo nivel de toxicidad al ser afiadidas a alimentos,
no figuran como un riesgo eminente en el organismo humano a pesar de la
proporcién adicionada (INEN, 2013).Para los aditivos alimentarios la
clasificacion otorgada por el Cdédigo Alimentario Espafiol, especifica que se
pueden agrupar a 4 categorias de aditivos que abarcan de manera general la
clasificacion propuesta por la Unidn Europea; es decir, que los aditivos se
clasifican en (Gil y Ruiz, 2010):

a) Preservantes y antioxidantes: sustancias que evitan modificaciones
bioldgicas y quimicas.
b) Potenciadores de sabor, colorantes y edulcorantes: sustancias que
transforman las cualidades organolépticas de los alimentos.
c) Espesantes, reguladores de pH, gelificantes: sustancias que
estabilizan caracteristicas fisicas.
d) Reguladores de maduracién, correctores de vinificacién vy
panificacion: sustancias encargadas de modificar alimentos.
1.1.1 Preservantes y antioxidantes
1.1.1.1 Preservantes



Los preservantes son sustancias naturales o sintéticas que tienen la capacidad
de inhibir, retardar e interrumpir alteraciones biolégicas producidas por la
accion de los microorganismos en los alimentos (Gavilan, 2012). En la industria
alimentaria, los preservantes permiten alargar la vida util de los alimentos y
evitar su deterioro; dependiendo de la cantidad y tipo de sustancias que se
aplique (Gould, 2001). Sin embargo, la cantidad y tipo de preservantes estan
regulados para ciertos alimentos previniendo el exceso de estas sustancias
(Masagati, 2013). En la tabla 1, se puede observar la clasificacion completa de
los aditivos preservantes, en dos grupos por su haturaleza que son: organicos
e inorganicos. Los preservantes organicos e inorganicos actdan en un amplio

espectro de alimentos debido a su configuracibn molecular (Gavilan, 2012).

Tabla 1. Clasificacion general de los preservantes utilizados en la industria

alimentaria.
Preservantes Organicos | Preservantes
Inorganicos
Boratos Sulfitos
Sorbatos Nitritos y Nitratos
Benzoatos Propianatos
p-Hidroxi-Benzoatos

Adaptado de Gavilan, 2012.

11111 Preservantes inorganicos

. Nitritos y nitratos

Los nitritos y nitratos son preservantes inorganicos delimitados para carnicos o
productos derivados, asi como para frutos del mar y algunos quesos (Gavilan,
2012). Desde la época romana, estas sustancias especialmente el nitrato
potasico han sido ingredientes fundamentales para el proceso de curado de
estos alimentos (Gould, 2001). La Union Europea ha establecido codigos para

aditivos; los cédigos pertenecientes al grupo de nitratos y nitritos son:

- E-249 Nitrito potasico
- E-250 Nitrito sodico
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- E-251 Nitrato sodico
- E-252 Nitrato potasico

En estos aditivos, el nitrito es el componente activo. Debido a la reaccion de
reduccién del nitrato (NO*), que es catalizada por enzimas bacterianas
producto de la maduracién se obtiene el nitrito (NO?); el nitrito es una sustancia
inestable, por lo cual, para controlar su efecto durante un periodo de tiempo se
debe realizar concentraciones compuestas con nitratos (Gould, 2001). El nitrito
permite la conservacion de los productos carnicos, evita alteraciones y produce
un efecto de coloracién en el curado; en el proceso de curado la coloracién se
produce por reacciones quimicas entre la pigmentacién natural de la carne, la

mioglobina y el ion nitrito (Masagati, 2013).

La dosis maxima de uso de nitratos y nitritos en productos carnicos se
encuentra entre 150ppm y 300ppm; la toxicidad de este preservante inorganico
es aguda, debido a que si la cantidad sobrepasa 2 gramos puede causar la
muerte ya que los nitritos actan en la sangre junto con la mioglobina, de igual
manera que en los productos carnicos y se produce un compuesto
(metahemoglobina) incapaz de convertir el oxigeno (Gavilan, 2012). También
se producen sustancias cancerigenas como las nitrosaminas, que se forman
por el uso de nitratos y nitritos; estas se pueden formar en los productos o
dentro del organismo (Gavilan, 2012). La legislacién nacional e internacional
permiten el uso de nitratos y nitritos con el fin de garantizar la seguridad
alimentaria, en especial, en productos carnicos ya que debido a su composicién

puede generar crecimiento de microorganismos patdgenos (Masagati, 2013).

1.1.1.2 Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que tienen la capacidad de detener procesos
oxidativos en los alimentos; estas sustancias pueden ser naturales o sintéticas
(Gavilan, 2012). La adiccion de estas sustancias permite que los componentes
de los alimentos se estabilicen y no se vean afectados por la presencia del

oxigeno (Vieira, 2003). La calidad de los alimentos se pueden ver afectados por



11

la oxidacion enddgena o exdgena, presentando las siguientes caracteristicas:
desarrollo de rancidez por la oxidacion de grasas insaturadas, decoloracion de
pigmentos y otros componentes (Vieira, 2003). Los tipos de oxidacion en los

alimentos son (Gavilan, 2012):

a) Auto oxidativa por formacién de radicales libres.
b) Oxidativa metalica o quelatacion

c) Foto oxidativa o radiacion

d) Oxidativa bioldgica por inhibicion de enzimas.

En los antioxidantes se encuentra un gran numero de sustancias que
previenen, retrasan o minimizan los procesos oxidativos; por lo cual la accién
de cada aditivo varia de acuerdo a su composicion (Branen, Davidson y
Salminen, 2005). Los antioxidantes se encuentran en tres grupos generales,
que estan representados en la tabla 2. La accion de los antioxidantes naturales
es menos efectiva y precisa que los antioxidantes sintéticos, la mayoria de

estos se utilizan en alimentos naturales (Vieira, 2003).

Tabla 2. Clasificacion general de los antioxidantes utilizados en la industria
alimentaria

Antioxidantes Antioxidantes Antioxidantes

Naturales Sintéticos Miscelaneos

Ascorbatos Galatos BHA

Tocoferoles BHT 4- hexilresorcinol
Cloruro estanoso

Adaptado de Gavilan, 2012.

Dentro de los aditivos antioxidantes también se encuentran los aditivos bio
antioxidantes; estas son sustancias con efecto o capacidad antioxidante debido
a su estructura quimica y los compuestos bio activos que la conforman
(Gavilan, 2012). El efecto antioxidante de los bio antioxidantes esta basado en
la facultad de los compuestos bioactivos para impedir las reacciones quimicas
de oxidacion en lipidos, carbohidratos y proteinas que forman compuestos
como los Oxidos y peréxidos, que provocan en el alimento caracteristicas

organolépticas no deseadas (Cadenas y Packer, 2005).



12

Los bio antioxidantes se encuentran de forma natural o pueden ser adicionados
a los alimentos, aportan propiedades nutritivas que contribuyen con las
funciones metabodlicas del organismo; los componentes bioactivos son
carnosina, carnosol, carotenos, licopenos, fitoenos, fitofluenos, ubiquinona,

entre otros.

1.1.1.2.1 Antioxidantes naturales

. Ascorbatos

Los ascorbatos son sales o ésteres provenientes del acido ascorbico
(Masagati, 2013); dentro de este grupo se encuentran los siguientes aditivos

antioxidantes naturales o de sintesis (Gavilan, 2012):

a) E300: Acido L-ascorbico o vitamina C
b) E301: Ascorbato sodico

c) E302: Ascorbato calcico

d) E304 (i): Palmitato de L-ascorbilo

e) E304 (ii): Estearato de L-ascorbilo

- Acido L-asc6rbico o vitamina C

El acido ascoérbico es una vitamina hidrosoluble antioxidante, con la capacidad
de inhibir la peroxidacion de lipidos en las membranas celulares debido a su
presencia en la fase acuosa extracelular (Belitzs, Grosch y Schieberle, 2009).
La vitamina C se encuentra de forma natural en frutas y verduras, su férmula
molecular es CgHgOg (Figural). Al ser una coenzima vitaminica de transporte
electronico o de o6xido-reduccion y tener potencial reductor, interviene en
reacciones metabolicas de hidroxilacion en la sintesis del colageno, formacion
de paredes capilares y en el metabolismo de los carbohidratos (Belitzs, Grosch
y Schieberle, 2009).
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Figura 1. Estructura molecular de acido L-ascorbico. Nombre
sistematico  3,4-  dihidroxi-5-((S)-1,2-dihidroxietil)furano-
2(5H)-ona.

Tomado de Belitz, Gosch y Schieberle,2009.

La actividad antioxidante del acido ascérbico proviene de sus moléculas
principales en equilibrio (Figura 2), es decir, del traslado de L-ascorbico a su
estructura oxidada L-dehidroascérbico. Este proceso habilita la molécula para
inhibir la accion de radicales oxidativos como ‘O, y ‘OH, asi como de radicales

acuosos (Paker, Traber, Kraemer y Frei, 2002).

OH OH
0 0
0 e 0
HO .T_.. HO
HO OH e + Z2H O 0
Acido ascorbico Acido dehidroascoérbico

Figura 2. Principales formas moleculares del acido ascorbico
gue presentan actividad bioldgica.
Tomado de Paker, Traber, Kraemer y Frei,2002.

Sin embargo, los procesos de oxidacion afectan a estas moléculas ya que el
acido l-ascorbico es susceptible a la formacion de complejos de transicion y el
acido L-dehidroascorbico a la degradacion enzimatica (Paker, Traber, Kraemer

y Frei, 2002). El organismo humano requiere vitamina C para realizar procesos
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metabdlicos, por lo cual se ha determinado que el requerimiento minimo diario
es de 30mg/dia mientras que la cantidad recomendada es de 60mg/ dia; este
aditivo antioxidante es utilizado con mayor frecuencia en la industria alimentaria

y esta presente en todo tipo de alimentos (Gil y Ruiz, 2010).

1.1.1.2.2 Antioxidantes sintéticos

o Butilhidroxitolueno (BHT)

El BHT es un antioxidante sintético, su formula molecular es Ci5H240 (Figura
3). Este aditivo antioxidante liposoluble es utilizado en aceites y grasas, con el
fin de retrasar y prevenir los procesos de enranciamiento de lipidos (Acofarma,
2009). Dentro de los alimentos la dosis recomendada de butilhidroxitolueno se
encuentra entre 0,01- 0,03%, asegurando su reparto homogéneo en el alimento
(Campos, Ruiz y Diaz, 2002).

OH

Figura 3. Estructura molecular de butilhidroxitolueno.
Nombre sistematico 2,6-bis (1,1-dimetiletil)-4-metilfenol.
Tomado de Campos, Ruiz y Diaz, 2002.

El efecto antioxidante del BHT al combinarse con otros antioxidantes como el
BHA produce mayor efectividad y precisién, siendo mayor su potencia que la
de antixodantes naturales (Acofarma, 2009). El BHT no evita la produccion de
radicales libres, pero estos compuestos de la oxidacion al ligarse con el

antioxidante sintético, los estabiliza formando radicales menos activos, que se
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consumiran en la reaccion otorgando estabilidad a los lipidos (Campos, Ruiz y
Diaz, 2002).

1.1.1.2.3 Bioantioxidantes

° Aceites esenciales

Los aceites esenciales son extractos liquidos aromaticos y volatiles
provenientes de material vegetal; las diferentes industrias han utilizado estos
compuestos debido a sus propiedades biolégicas (Martinez, 2003). En las
plantas los aceites esenciales son considerados metabolitos secundarios
debido sus propiedades antimicrobiana, antiparasitaria, insecticida, antiviral,
anti fungica y antioxidantes (Bruneton, 2001). Los aceites esenciales estan
combinados por componentes alifaticos de bajo peso molecular, monoterpenos,
sesquiterpenos y fenilpropanos (Martinez, 2003). La industria alimentaria en la
antigiedad, usaba estos aceites esenciales como saborizantes 'y
aromatizantes. En la actualidad, estos aceites son utilizados como conservante
natural antimicrobiano de alimentos. Para la aplicacion de aceites esenciales
como conservantes de alimentos se debe conocer la concentracion minima no
toxica, el tipo de microorganismos que combate e inhibe, el modo de accién y
el efecto antioxidante en los componentes del alimento (Mygind, Lou, y
Hyldgaard, 2012).Los extractos liquidos arométicos se obtienen mediante
diversos métodos de extraccion ya sea de la raiz, tallo, hojas, flores o frutos; de
acuerdo a la especie de la planta, se utiliza el 6rgano que posee una mayor
cantidad de esta fraccion (Bruneton, 2001). La obtencion de los aceites
esenciales puede realizarse mediante diversos métodos, ya sea de manera
natural o a través de solventes; la ventaja de la obtencién natural es que
permite obtener aceites esenciales sin cambios en su composicion (Martinez,

2003). Los tres métodos naturales mas utilizados son:

a) Arrastre de vapor (Figura 4). proceso en el cual la materia prima
vegetal es colocada en un alambique, que produce vapor saturado a
baja presion; los aceites son separados y arrastrados por condensacion

para posteriormente ser separados por fases (Stashenko, 2009).
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b) Destilacion con aguay vapor (Figura 4): proceso de extraccion en el
cual la materia vegetal se encuentra en suspension y el vapor himedo
traspasa el tejido obteniendo fracciones de aceite esencial (Stashenko,
2009).

c) Hidrodestilacion (Figura 4): proceso en el cual la materia prima vegetal
se coloca en el balon y posteriormente se afora con agua, sometiéndose
a calor y generando vapor efluente saturado a presién atmosférica
(Rodriguez, Alcaraz, y Real, 2012). La presion atmosférica superior
provoca la extraccion del aceite esencial mediante un reflujo interno de
agua, se produce la condensacién del vapor y se deposita el aceite

esencial (Rodriguez, Alcaraz, y Real, 2012).

| Arrastre convapor I Agua +vapor Hidrodestilacion

Figura 4. Métodos de obtenciébn de aceite esencial. 1.
Arrastre con vapor, 2.Destilacibn con agua y vapor y
3.Hidrodestilacion.

Tomado de Stashenko, 2009.

- Aceite esencial de guayaba

Algunas plantas presentan una fraccibn de aceite esencial con actividad
bioldgica, como es el caso de Psidium guajava L. Esta especie mejor conocida
como guayaba es una especie frutal perenne tropical y se encuentra distribuida
en el continente Americano; se adapta a diferentes tipos de suelos y crece a
temperaturas de 15 a 30°C (Pérez, Mitchell y Vargas, 2008). Estudios
comprueban que del material vegetal, sea hojas o frutos, se obtienen extractos
que contienen en su estructura flavonoides, polifenoles y compuestos

bioactivos; sin embargo en las hojas de guayaba se encuentra también acidos
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fendlicos que otorgan una mayor capacidad antioxidante (Rodriguez et al,
2012).

De acuerdo al estudio realizado por Rodriguez, Arias, Vasquez, Martinez y
Stashenko en 2012, los porcentajes de los compuestos encontrados en la hoja
de guayaba originarias de Colombia (Tabla 3) en su mayoria son trans-f-
cariofileno con 12,8% seguido por fg-selineno con 7%; la proporcion de
componentes esta regida estrictamente a factores genéticos y condiciones
ambientales, por esta razon investigaciones del aceite esencial de guayaba en
otros paises presentan los mismos compuestos variando sus proporciones
(Khadhri et al, 2014).

Tabla 3. Compuestos presentes en la hoja de Guayaba.

COMPUESTO CANTIDAD RELATIVA EN
HOJA%
trans-S-Cariofileno 12,8
S-Selineno 7,0
a-Selineno 6,9
o-Copaeno 6,5
trans-a-Bergamoteno 6,4
trans-Calameno 2,7
Limoneno 2,1
Neointermedeol 2,1
Trans-1,4-Cadinadieno 1,8
Oxido de cariofileno 1,6
o-Humuleno 1,4
Valenceno 1,3
d-Cadineno 1,2
Amorfeno 1,0
o-Muuroleno 1,0
Aromadendreno +(Z)- f- 1,0
farneseno

9-epi-(E) —Cariofileno 0,7
1,8-Cineol 0,4
Dauca-5,8,-dieno 0,4
a-Santaleno 0,3
y-Cadineno 0,2
a-Calacoreno 0,2

Tomado de Rodriguez, Arias, Vasquez, Martinez,y Stashenko, 2012.
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El aceite esencial de guayaba presenta un alto contenido de hidrocarburos
sesquiterpénicos qua actian como fitoalexinas, es decir, compuestos con
actividad antimicrobiana evitando la proliferacion de bacterias y hongos en las
plantas; la presencia de hidrocarburos sesquiterpénicos, terpenos y derivados

oxigenados forman terpenoides (Stashenko, 2009).

Los aceites esenciales de la Guayaba que han sido investigados por la
industria farmacoldgica han revelado una actividad de anti proliferacion,
antioxidante y antimicrobiana (Sacchetti et al, 2005); su aplicacion en alimentos
ha sido limitada debido a los cambios organolépticos evidentes en el alimento

(Torres, Ricciardi, Agrelo y Ricciardi, 2002).
1.2 Embutidos

La norma INEN 1217: 2006 define a los embutidos como productos procesados
con carne, grasa Yy otras partes del animal formando una emulsién
conjuntamente con los condimentos, aditivos 0 vegetales que posteriormente
se compactaran en envolturas naturales o artificiales (INEN, 2006). Los
embutidos contienen ingredientes con funciones ligantes como proteina de
soya o proteina de lacteos, con capacidad estabilizante como almidones,
antioxidantes provenientes de especies y aditivos alimentarios como nitratos o

polifosfatos (Amerling, 2001).

Los embutidos constituyen musculo y parte del tejido conectivo que se
encuentra en la fase acuosa y contiene proteinas solubles y lipidos; las
proteinas solubles como miofibrilares y sarcoplasmaticas, actian como agentes
emulsificantes y estabilizantes, la extraccion de estas se realiza mediante

cloruro de sodio (Amerling, 2001).

La formacion y estabilidad de los embutidos depende de la temperatura en el
proceso, dimension de particulas de grasa, pH, viscosidad y proteinas solubles.
La temperatura ideal de la emulsién oscila entre 20- 25°C en el proceso de
picado, molienda y mezcla; por esta razon, se adiciona hielo que reduce la

viscosidad y evita la fusion de las particulas de grasas (Amerling, 2001).
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Las emulsiones céarnicas se clasifican en tres grupos principales:

a) Embutidos crudos
b) Embutidos cocidos

c) Embutidos escaldados.

1.2.1 Norma INEN para productos céarnicos precocidos

La Norma INEN 1217: 2006 define a las salchichas como emulsiones de carne,
grasa, otros ingredientes y aditivos que sufren un proceso de ahumado o
coccion. Las salchichas pertenecen al grupo de embutidos escaldados (INEN,
2006). Este tipo de embutidos es sometido a un proceso térmico llamado
escaldado o pre coccién; que permitir la conservacion de la emulsién inhibiendo

la actividad microbiana (Bedolla et al, 2004).

El proceso de escaldado tiene la finalidad de coagular proteinas y reducir las
colonias de microorganismos, la temperatura 6ptima del agua para este
tratamiento es de 75°C (Amerling, 2001). La carne de pollo debe pasar por una
serie de procesos hasta obtener la emulsion embutida en las tripas naturales o
artificiales, la representacion de la elaboracién de salchichas de pollo esta
representada en el diagrama de flujo de la Figura 5. La carne mas utilizada en
la industria alimentaria es la de pollo, ya que estas aves tienen un crecimiento
acelerado de carne, tiene textura blanda y su sabor es apetecido (Bedolla et al,
2004).
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Figura 5. Diagrama de flujo de elaboracién de
salchichas de pollo.

1.2.1.1 Analisis microbioldgico

El andlisis microbiolégico es el método que permite la investigacion de la
presencia o ausencia de una amplia diversidad de microorganismos presentes
en un alimento determinado; se realizan diluciones y posteriormente se
siembra en el medio de cultivo Optimo para el crecimiento de los

microorganismos (Allaert y Escold, 2002).

El analisis microbioldgico es un aspecto de importancia en cuanto a la calidad
del alimento intrinseca y extrinsecamente, los microorganismos son causantes

de procesos de deterioro, de la disminucion de la vida util del producto y
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causantes de ETAs (enfermedades producidas por alimentos) (Andino y
Castillo, 2010).

Cada microorganismo se desarrolla en condiciones controladas de nutricion,
temperatura y humedad, el conteo de ufc se realiza entre 24 y 72 horas
después de su incremento. Con el fin de determinar la concentracién del
microorganismo por gramos de alimento (Allaert y Escola, 2002). De acuerdo a
la Norma INEN 1338: 2012, los microorganismos que se desarrollan dentro de
los embutidos escaldados son: Aerobios mesofilos, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus y Salmonella (INEN 1338, 2010).

La calidad del producto y su deterioro depende de la cantidad de unidades
formadoras de colonias de estos microorganismos, el Instituto Ecuatoriano de
Regulacion determind el rango de ufc para cada microorganismo en embutidos
escaldados como se observa en la Tabla 4 (INEN 1338, 2010).

Tabla 4. Requisitos microbiolégicos para productos carnicos cocidos

Requisitos n c m M Método de
Ensayo

Aerobios 5 1 5,0410° | 1,0*10" | NTE INEN 1529-5

mesofilos

*ufc/g

Escherichia coli 5 0 <3 - NTE INEN 1529-8

*ufc/g

Staphylococcus | 5 1 1,0¢10° | 1,0*10* | NTE INEN 1529-

aureus *ufc/g 14

Tomado de Norma INEN, 2011.

n: nimero de unidades de la muestra
C: numero de unidades defectuosas
m: nivel de aceptacion

M: nivel de rechazo
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1.2.1.1.1 Aerobios meséfilos

Los aerobios mesofilos o también llamados de recuento total, se desarrollan a
temperaturas entre 20 — 45°C en presencia de oxigeno libre; las condiciones
optimas de crecimiento son 30 y 40°C (INEN, 2006). Estan conformados por
bacterias, mohos y levaduras, cabe recalcar que la mayoria de bacterias

mesofilas presentes en alimentos son patégenas (Andino y Castillo, 2010).

La presencia de aerobios mesofilos en la muestra determinan la inocuidad del
alimento, con respecto a la materia prima, manipulacién, procesamiento y
almacenaje; la carga microbiana puede ser o no ser patégena, debido a que

este grupo abarca a todo tipo de microorganismos (Andino y Castillo, 2010).

Para determinar las unidades formadoras de colonias se debe evitar la
contaminacion cruzada, el material debe encontrarse estéril y el procedimiento
debe ser controlado; el medio de cultivo méas utilizado para la determinacion de
aerobios mesdfilos es el agar de recuento en placa (PCA) (INEN, 2006). Este
medio sélido cuenta con los nutrientes que permitiran el desarrollo de aerobios
mesodfilos y un pH de 7, estd compuesto por 5 gramos de triptona ,1 gramo de
dextrosa, 2,5 gramos extracto de levadura y 12 gramos de agar (Mast Group,
2000).

1.2.1.1.2 Escherichia coli

E. coli es una bacteria bacilos, gram negativo caracterizadas por la
fermentacién lactica y produce gas, pertenece al grupo de enterobacterias
(INEN, 1990). Estas se encuentran presentes en el tracto intestinal, la
contaminacion se presenta cuando los procesos de manipulacién del alimento
son deficientes (Andino y Castillo, 2010). Algunos serotipos de esta bacteria no
producen sintomas de intoxicacion pero los cepas de E. coli enteropatégenas
producen gastroenteritis, diarrea hemorragica y otras enfermedades como
insuficiencia renal y hasta la muerte por la ingesta de alimentos contaminados
(Hernandez, 2012).
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El analisis microbioldgico permite determinar a través de E. coli si los procesos
térmicos han sido eficientes ya que esta puede ser patégena (Andino y Castillo,
2010). Los tratamientos térmicos mayores a 65-C eliminan la bacteria, por lo
cual si existe presencia de este microorganismo en un alimento el proceso
post- térmico presento fallas en su implementacién y el producto alimenticio

sufriré deterioro (Andino y Castillo, 2010).

Para identificar las colonias de Escherichia coli, existen varios medios de
cultivo en los que la muestra puede ser sembrada; la coloracién de las ufcs
depende de la composicion del agar (INEN, 1990). El agar eosina-azul de
metileno (EMB) de Levine es un medio sélido selectivo, permite la
diferenciacion de bacterias lactofermentadoras; el agar otorga a las bacterias
coloracion entre purpura y verde metdlico (BritaniaLab, 2014).El medio de
cultivo EMB con pH 7,1 contiene: 10 gramos de peptona, 10 gramos de lactosa,
2 gramos de fosfato dipotasico, 15 gramos de agar, 0,4 gramos de eosina y

0,065 gramos de azul de metileno (BritaniaLab, 2014).
1.2.1.1.3 Staphylococcus aureus

Los estafilococos son bacterias gram positivos, en forma de cocos
caracterizados por ser catalasa positivos pertenecientes a la familia
Micrococcaceae; la temperatura optima de crecimiento es de 37-C, procesos
térmicos de 60-C destruye las bacterias (Inen 1529-14, 1998). La ingesta de
alimentos con presencia de Staphylococcus aureus produce vomitos,
diarrea,nauseas, deshitratacion, dolor abdominal entre otros. Esta bacteria
produce una toxina que se forma en el alimento y produce los sintomas de
intoxicacién (Arreola, 2012). Estas bacterias se encuentran en superficies, vias
respiratorias y piel; estos microorganismos son indicadores microbiolégicos de
control sanitario. Staphylococcus aureus producen toxiinfeccion cuando se
encuentran en los alimentos, producen toxinas termoestables que afectan a la

salud del consumidor (Andino y Castillo, 2010).

El medio de cultivo sélido utilizado con mayor frecuencia es el Agar Manitol

Salado debido a que detecta Staphylococcus aureus y también se caracteriza
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por su aislamiento selectivo (Dickinson, 2013). El agar Manitol Salado con pH
7,4 contiene 1 gramo de extracto de carne bovina, 5 gramos de digerido
pancreatico de caseina, 5 gramos de digerido péptido de tejido animal, 75
gramos de cloruro sodico, 10 gramos de D-.manitol, 0,025 rojo fenol y 15

gramos de agar (Dickinson, 2013).

1.2.1.2 Analisis fisico-quimico

Los andlisis fisico-quimicos evalltan la presencia de determinados
componentes de una muestra de alimento, a través su medicion se
estableceran los parametros Optimos de cada producto alimenticio (UNAM,
2007). En la industria alimentaria, se realizan muestreos al azar para
determinar la presencia de sustancias constantes, aleatorias o ausentes, las
variaciones se producen por reacciones enddégenas de los componentes; esto
determina la aceptabilidad del alimento (PAPIME, 2009).

1.2.1.2.1 pH

El pH es una técnica de andlisis en la cual se establece la concentracién de
iones de hidrégeno de la muestra; esta medida determina la estabilidad en los
alimentos ya que de acuerdo a la acidez del medio da paso al crecimiento de
diversos microorganismos (Periago, 2011). En el proceso post-mortem el
musculo se convierte en carne debido al descenso del pH producido por el
acido lactico, el pH 6ptimo establecido para una carne madura es de 5.4y 5.6.
La alteracion del pH de la carne provoca cambios bioquimicos que afectan el
tiempo de vida util, caracteristicas organolépticas y permiten el desarrollo de
microorganismos alterativos (Periago, 2011). Para la elaboracion de embutidos
la seleccion de carne no alterada es primordial, ya que si la carne incrementa
su pH se desarrollan microorganismos que degradan la proteina del producto
produciendo alteraciones significativas; por lo cual con el fin de descender el
pH y mantenerlo Optimo se adiciona hidratos de carbono como sustratos para
el crecimiento de microorganismos acidofilos benéficos para este proceso
(Periago, 2011).
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1.2.1.2.2 Analisis de lipidos

Los alimentos estan constituidos por lipidos, carbohidratos y proteinas que
conforman su estructura. El analisis de lipidos determina los cambios
bioguimicos de estos componentes que se desarrollan en los alimentos por el
procesamiento y almacenamiento (UNAM, 2007). Los lipidos pueden
estabilizarse a través de procesos térmicos, las condiciones que provocan
oxidacion o degradacioén de estos compuestos son: procesos tecnoldgicos con
temperaturas elevadas y concentracién de oxigeno en el alimento (Gil y Ruiz,
2010).

La segunda causa de deterioro de productos alimenticios es la oxidacion de
lipidos por los compuestos nocivos que originan enranciamiento, asi como la
alteracién en las proteinas y aminoacidos; que causa modificaciones en el valor

nutritivo y caracteristicas organolépticas no deseadas (Gil y Ruiz, 2010).

La reaccién de la oxidacion de lipidos propaga los radicales libres, provocando
que los acidos grasos se combinen con el oxigeno formando compuestos
llamados hidroperoxidos (Calvo, 2005). Estos compuestos estimulan la
presencia de enfermedades cardiovasculares, diabetes, cancer entre otras. La

oxidacion lipidica se representa en la siguiente reaccién (Calvo, 2005):

ROO-+ +R1H --— ROOH + R1

R1+ + O2 --— R100¢°

e Determinacion de peroxidos

Los peréxidos son componentes que contienen un enlace oxigeno- oxigeno; en
la industria alimentaria se utiliza esta sustancia para medir la calidad de grasas
y aceites debido a que los alimentos se ven afectados por la alteracion de los
lipidos como la oxidacion o enranciamiento lipidico (Belitzs, Grosch, y
Schieberle, 2009).
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La determinacibn de peroxidos se realiza mediante diversos métodos
cualitativos y cuantitativos ya sean volumétricos o colorimétricos (Belitzs,
Grosch, y Schieberle, 2009). El método para determinacion de peroxidos en
alimentos de Merck es una técnica practica para estudiantes debido a que

serealiza con tiras semi cuantitativas de comparacion (Merck, 2015).

En una muestra de alimento en dilucién se introduce la tira, en la cual el
oxigeno del peroxido se transporta mediante la peroxidasa a la tira y por la
presencia de un indicador redox organico el color de la tira cambia, la lectura
depende de la cantidad de peréxidos producidos en el alimento (Merck, 2015).

e Acideztitulable

La acidez titulable es un método de analisis volumétrico para alimentos, el cual
mide el contenido de &cidos grasos libres presentes en una muestra. Mediante
titulacion directa o también llamada método volumétrico se calcula la molaridad
de uno o mas &cidos grasos, provocando la siguiente reaccion (PAPIME,
2009):

R-COOH + KOH — R-COOK + H20

Para determinar la acidez de un alimento se utiliza agentes que actdan como
titulantes (base), analitos (sustancia que contiene el acido) e indicadores
(fenoftaleina) (Enriquez, 2013). La reaccion que se produce por la interaccion
del acido y la base, el indicador es aquel que otorga el cambio de coloracion en
la muestra (PAPIME, 2009).

En la industria de alimentos se debe tomar en cuenta la acidez desarrollada
naturalmente o por procesos térmicos o biologicos; este analisis permite
determinar en los productos carnicos las alteraciones y variaciones que sufren
los compuestos dentro del alimento durante su periodo de vida util (Enriquez,
2013).
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1.2.1.2.3 Capacidad antioxidante (Método DPPH)

Los métodos para determinar la capacidad antioxidante estdn enfocados en la
captacion de radicales libres (Ramos, Castafieda y lbafiez, 2008). En los
alimentos se producen estos compuestos que afectan caracteristicas
intrinsecas y extrinsecas, el uso de soluciones antioxidantes impide la accion
de los radicales libres y ejerce un efecto antioxidante sobre los mismos
(Ramos, Castafieda y Ibafiez, 2008).

La capacidad antioxidante determina si una solucion antioxidante neutraliza los
radicales, mediante el compuesto 2,2-difenil-1-picrilhidrazil o DPPH (Sharma,
Yadav y Bhardwaj, 2013). EI método DPPH se evalla mediante
espectrofotometria, la concentracién inicial y final del compuesto determinan el
efecto antioxidante de la solucion (Ramos, Castafieda y Ibafiez, 2008).
Williams, Cuvelier y Berset en 1995, investigan el principio del método que
consiste en que el radical violeta tiene un electron libre y el antioxidante capta
este radical provocando una reaccion de decoloracion, asi como una

disminucién en la absorbancia.

La capacidad de donar hidrégeno mide el efecto antioxidante de una muestra,
la reaccion de DPPH se estabiliza mediante los antioxidantes midiendo la
absorbancia de la solucion en el espectrofotometro a 517 nm para determinar
el porcentaje de actividad antioxidante (Palomo et al, 2009). La concentracion
final de DPPH refleja si la solucién antioxidante cede electrones, por lo cual el
compuesto disminuye su absorcion de radiacion. EI compuesto es un radical
que cuenta con las siguientes caracteristicas: estabilidad, coloracion violeta
intensa y absorcién de radiacion (517nm) (Ramos, Castafieda y Ibafiez, 2008).
El proceso de decoloracion indica el 100 % de capacidad para atrapar
radicales libres y un valor aproximado a O determina una capacidad nula
(Palomo et al, 2009).
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1.3 Estudio de vida atil

La vida util es un estudio mediante la cual se determina el tiempo que
perdurard un alimento sin presentar cambios intrinsecos o extrinsecos, siendo
apto para su consumo (AditechCorp, 2010). Este estudio es un factor
determinante para los productos alimentarios debido a que posterior a su
fabricacion el alimento debe encontrarse en condiciones Optimas y debe
mantener su calidad (AditechCorp, 2010).De acuerdo a la legislacion de cada
pais, cada producto debe ser evaluado y debe presentar una fecha maxima de

consumao.

La industria alimentaria transforma materia prima en productos elaborados que
deben ser evaluados en aspectos microbioldgicos, nutritivos y sensoriales
(AditechCorp, 2010). Los analisis de vida util para alimentos estan establecidos
para garantizar la calidad del producto alimentario y su duracion; se establecen
los siguientes estudios (AditechCorp, 2010):

a) Estudios de vida util a tiempo real: analisis del alimento en el periodo
de tiempo establecido, condiciones reales de almacenaje. Los resultados
de este estudio son: los cambios secundarios, determinacion de vida
comercial y transformaciones bioquimicas, asi como organolépticas en

el producto.

b) Estudios de vida util secundarios: analisis del alimento abierto, en

condiciones establecidas por el fabricante en el empaque.

c) Estudio microbiolégico: evaluacién del desarrollo de colonias de

microorganismos presentes o inoculadas en el alimento.

d) Estudio de desarrollo de modelos de prediccion: determinacion de
un factor de evaluacién de productos similares en diversas condiciones

de almacenaje.
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e) Test acelerados: evaluacibn del alimento y sus procesos de
degradacion en condiciones controladas como temperatura y humedad,

reduciendo el tiempo de estudio de vida Uutil.

f) Estudio de extensién de vida util: mejoramiento de procesos, materia
prima e ingredientes de los alimentos desarrollando un producto que

perdurara en un periodo de tiempo extendido.

Los estudios que se realizan con mayor frecuencia en la industria alimentaria
son de tiempo real y acelerados; los parametros de control son similares para
estos estudios. Los andlisis que deben estar establecidos son analisis
microbiolégicos, andlisis fisico-quimicos y sensoriales (AditechCorp, 2010). Se
define la vida util como periodo de estabilidad minima de duracion, en el cual el
alimento deberd mantener sus caracteristicas organolépticas y ser seguro para
el consumo (AscaBrief, 2015). Los estudios de vida 0til a tiempo real estiman
la presencia de microorganismos en un producto alimentario estableciendo la
estabilidad del alimento en condiciones experimentales, asi como los cambios
fisicoquimicos provocados (AscaBrief, 2015). Los criterios a analizar en el
alimento se definen de acuerdo a la legislacion y normas establecidas por cada
pais, en este caso los microorganismos que influyen de manera negativa en
productos comercializados; disponiendo de informacion de durabilidad con

respecto a las ufc presentes (AscaBrief, 2015).
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2. METODOLOGIA

La presente investigacion se realizd en el laboratorio de procesamiento de
carnicos, en el laboratorio de microbiologia y en laboratorio de quimica de la
Universidad de las Américas. El disefio experimental se determind de acuerdo
a las concentraciones de soluciones antioxidantes, los porcentajes de
antioxidantes se establecieron a través de pruebas preliminares. Se aplico el
disefio de bloques completamente al azar (DBCA) para analizar el efecto
antioxidante de los tratamientos representados en la tabla 5. Se realizaron siete
tratamientos con tres réplicas. El objetivo del disefio fue determinar el efecto
antioxidante de las soluciones de aceite esencial de guayaba y acido ascorbico
en salchichas, tomando en consideracion como acttan las variables de estudio
gue son: Aerbbios mesofilos, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, pH,

acidez titulable y peréxidos.

Tabla 5. Descripcion de tratamientos aplicados en las muestras de salchicha de
pollo.

TRATAMIENTOS DESCRIPCION

Tratamiento 1 Sin soluciones antioxidantes

Tratamiento 2 BHT 100 ppm

Tratamiento 3 500ppm aceite esencial de guayaba
+200 ppm acido ascorbico.

Tratamiento 4 600ppm aceite esencial de guayaba
+300 ppm &cido ascorbico.

Tratamiento 5 800ppm aceite esencial de guayaba
+500 ppm acido ascorbico.

Tratamiento 6 1000ppm aceite esencial de guayaba
+700 ppm acido ascorbico.

Tratamiento 7 1000ppm aceite esencial de guayaba

Para formar las soluciones antioxidantes, el aceite esencial de guayaba se

midi6 mediante una micropipeta Ecopipette Capp de 10-100 pl; el &acido
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ascorbico en cambio, se pesé en la balanza analitica de igual manera el
antioxidante BHT. Posteriormente, se aplicé las soluciones en las muestras de
salchichas de pollo, de acuerdo a las concentraciones establecidas para cada
tratamiento. Cada muestra sefialada se empaco a vacié individualmente y se
almaceno en refrigeracion de 0-4°C; estas se analizaron cada 5 dias durante
un mes como se representa en la Tabla 6. Las variables de estudio evaluadas
pertenecen a los analisis microbiolégicos y a los analisis fisicoquimicos.
Mediante el programa Infostat 2008 se realiz0 el analisis de varianza para
determinar la diferencia significativa entre tratamientos; se compar6 los
tratamientos en el periodo de tiempo establecido aplicando el método de Tukey

calculando los valores criticos con un 95% de confiabilidad.

Tabla 6. Procedimiento establecido para andlisis microbiolégicos vy
fisicoquimicos de las muestras de salchichas de pollo.

Dia0 |Dia5| Dia 10 | Dia 15 | Dia 20 | Dia 25 Dia 30

Tratamiento 1

Tratamiento 2

Tratamiento 3

Tratamiento 4

Tratamiento 5

Tratamiento 6

Tratamiento 7

2.1 Obtencion del aceite esencial de guayaba

El aceite esencial se extrajo a través del meétodo de hidrodestilacion o
destilacién por arrastre, esta obtencién se realiz6 a partir de las hojas de
Psidium guajava L.. El método de hidrodestilacion se realizé mediante el

siguiente diagrama de flujo (Figura 6):



Inicio

Triturar Hojas de Psidium Guajava L.
b
Pesar 80 gramos de hojas en balon
v
Aforar Agua en balon
v
Colocar Estructuras del hidrodestilador
v
Calentar En plancha a 300°C/3 dias
v
Retirar Aceite Esencial de Guayaba
Fin

Figura 6. Diagrama de flujo del proceso de obtencion
de aceite esencial de Psidium guajava L.




33

y = I

L P —

— -

! 00!';-‘;

a7
T

Figura 7. Obtencion de aceite esencial de Psidium
guajava L. a través del método de hidrodestilacion.

La hidrodestilacién genera vapor efluente saturado a presién atmosférica. La
presion atmosférica superior provoca la extraccion del aceite esencial mediante
reflujo interno de agua, que también produce condensacion del vapor por la
corriente de agua fria; este proceso permiti6 que el aceite esencial se
depositara en el hidrodestilador separando asi las fases (Figura 7). Para

calcular el rendimiento del aceite esencial se utilizé la siguiente ecuacion:

(ml de aceite esencial)

% Rendimiento x100 (Ecuacion 1)

(gr de material Vegetal)

(1 ml de aceite esencial)
x100
(80 gr de material Vegetal)

% Rendimiento

% Rendimiento= 1,25.
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El valor de rendimiento (1,25%) fue constante durante cada proceso de
obtencion de aceite esencial de guayaba.
2.2Elaboracién de las salchichas de pollo

Las salchichas de pollo se elaboraron en el laboratorio de procesamiento de
alimentos de la Universidad de las Américas y se almacenaron durante 30 dias.
La formulacién utilizada para la salchicha de pollo esta representada en la
Tabla 7.

Tabla 7. Formulacién para salchichas de pollo.

INGREDIENTES PORCENTAJE %
Carne de Pollo 40
Grasa de pollo 15
Proteina de Soya 13
Almidones y féculas
Sal
Especias

AzlUcares y especies

R IN|W|Ww| N

Carrageninas

Agua 0-C 15
Adaptado de Guia de practicas para laboratorio- UDLA, 2014.

2.2.1 Procedimiento para elaboracion de salchichas de pollo

1) Recepcidn de la materia prima: en esta fase se obtuvieron las materias
primas como carne de pollo, grasa de pollo e ingredientes necesarios

para la elaboracion de salchichas.
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2) Deshuesado: proceso en el cual se separ0 las estructuras Oseas

presentes de la carne de pollo (Figura 8).

Figura 8. Proceso de deshuese de carne
de pollo.

3) Pesado: proceso en el que se establecié los porcentajes de materia
prima e ingredientes para la elaboracion de salchichas de pollo (Figura
9).

Figura 9. Proceso de pesaje de
ingredientes de acuerdo a la formulacion
establecida.

4) Molienda: proceso en el cual se redujo el tamafio de la carne de pollo a
3mm, en el molino MAINCA (Figura 10).
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Figura 10. Proceso de reduccién de
tamafio de carne de pollo a 3 mm, en
molino MAINCA.

5) Mezclado y amasado: proceso en el cual se emulsion6 la carne de
pollo con las soluciones antioxidantes e ingredientes de la formulaciéon
paulatinamente; este proceso se realiz6 en un cutter manteniendo la

temperatura de — 10°C (Figura 11).

Figura 11. Proceso de mezclado y amasado
de la emulsion de pollo, en cutter HOBART.

6) Embutido: proceso en el cual se compacté manualmente la emulsion de
pollo en tripa de colageno con la ayuda de un rodillo. Cada salchicha de

pollo peso 20 gramos (Figura 12).
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Figura 12. Proceso de embutido manual de
salchichas de pollo, en tripa de colageno.

7) Escaldado: tratamiento térmico que coagulé la emulsion de pollo, la
temperatura interna debio alcanzar los 65°C (Figura 13).

Figura 13. Proceso de escaldado de salchichas
de pollo. Temperatura interna 65°C.

8) Enfriado y almacenaje: proceso posterior al escaldado. El producto final
redujo su temperatura, se empacoé en bolsas herméticas a vacio (Figura

14) y se almacend en refrigeracion de 0- 4°C durante 30 dias (Figura 15).
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Figura 14. Proceso de enfriado de producto final y
empaque a vacio de salchichas individuales.

Figura 15. Almacenamiento y refrigeracion de
salchichas de pollo.

2.3 Variables de estudio

2.2.1 Analisis microbiolégico

Los microorganismos evaluados fueron: Aerobios mesdfilos, Staphylococcus
aureus y Escherichia coli; establecidos de acuerdo a los requerimientos de la
Norma INEN 1338: 2010. Para determinar la presencia de estos
microorganismos en cada muestra se prepararon medios sélidos especificos y
se sembraron por triplicado. El area de laboratorio destinada para el analisis
microbiolégico se esterilizO adecuadamente en cada proceso; el método
aplicado para el andlisis de estos 3 microorganismos partié del mismo principio.
Mediante el uso de las buenas practicas de laboratorio se establecieron los
materiales, el equipo y el procedimiento adecuado para el proceso.
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2.3.1.1 Materiales de laboratorio

e Cajas tripetri

e Tubos de ensayo

e Micropipeta Ecopipette Capp de 10-100 pl
e Puntas de micropipeta

e Asa de Drigalski Triangular

e Bisturi

e Lampara de alcohol

e Gradillas

2.3.1.2 Equipos de laboratorio

e Refrigerador Hardman

e Balanza Shimadzo Tx 3202L

e Agitador BOECO PSU-10i

e Céamara de Flujo Laminar Thermo Scientific 1300
e Incubadora Incucell

e Contador de Colonias BOECO Germany CC-1

e Autoclave Tuttnauer 3870

2.3.1.3 Procedimiento para siembra de muestras

Cada muestra de salchichas de pollo, empacada individualmente al vacio se

desinfectd con alcohol al 99% para evitar contaminacion cruzada (Figura 16).



individuales de muestras
antiséptico.

Figura 16. Desinfeccion de empaques
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El procedimiento para la siembra de muestras se realizd en la camara de flujo

laminar Thermo Scientific 1300 (Figura 17); para cada muestra se esterilizé un

bisturi, asa de Drigalski y se desechd las puntas de la micropipeta.

Scientific 1300.

Figura 17. Camara de Flujo laminar Thermo

Las cajas tripetri utilizadas estan dividas en tres partes, en las cuales se coloco

33 pl; debido a que en cajas Petri se coloca 100 pl se establecié una relacion

para hacer la siembra por triplicado (Figura 18).
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Figura 18. Cajas tripetri Agar EMB, Manitol
Salado y PCA.

Los procesos que se realizaron fueron los siguientes, representados en la

(Figura 26):

a) Dilucion: se tom6 1 gramo de la muestra de la salchicha de pollo y
posteriormente se colocd en un tubo de ensayo con tapa, que contenia 9

ml de agua peptona.

b) Agitacion: en una gradilla para tubos de ensayo, se colocaron los tubos

con las muestras en dilucién durante 10 minutos (Figura 19).

Figura 19. Agitacion de los tubos de ensayo
con muestras de salchichas de pollo.

c) Extraccién: se tomd las muestras en dilucién y mediante el uso de una
micropipeta Ecopipette Capp de 10-100 pl se sustrajo del tubo de ensayo
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33 ul de la dilucion (cantidad establecida para cada area de cajas tripetri)
(Figura 20).

Figura 20. Extraccién de 33 pl de muestra de
dilucion de salchicha de pollo.

d) Inoculacion: las cajas tripetri que contenian medios sdlidos fueron

sembradas con la dilucion de la muestra (Figura 21).

Figura 21. Inoculacibn de muestra en cajas
tripetri con medios sélidos.

e) Esparcimiento y secado: los 33 pl de la dilucién fueron esparcidos
homogéneamente en el medio sélido con el asa de Drigalski triangular
(Figura 22), el secado consistio en esperar que el agua de la dilucion se
evapore durante 1 minuto (Figura 23).
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Figura 22. Esparcimiento de la muestra con asa
Drigalski triangular en cajas tripetri.

Figura 23. Secado de los medios solidos con
muestra de salchicha de pollo.

f) Incubacién: las cajas tripetri sembradas se colocaron dentro de la
incubadora Incucell a 37°C, el tiempo de incubacion dependié de cada
microorganismo (Figura 24).
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Figura 24. Cajas tripetri sembradas en
Incubadora a 37°C.

g) Interpretacién: posterior a la incubacion se determiné la presencia de
los 3 microorganismos de estudio en su propio agar nutritivo, la
interpretacion se realizé mediante parametros especificados en las fichas

técnicas de los medios de cultivo.

h) Contabilizacién: se determind los microorganismos y se procedié al
recuento de ufc colonias en los agares. El conteo se realiz6 en el
Contabilizador de Colonias BOECO Germany CC-1. Después del tiempo
estimado de crecimiento (Figura 25), se expreso el resultado en ufc/g del

alimento que se calcul6 a través de la formula:

1 1
UFC =N°Colonias X X (Ecuacion 2)

Factor de Dilucién V (ml)

Figura 25. Contabilizacién de bacterias.
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i) Autoclavado: al culminar el proceso se autoclavé las cajas tripetri

contaminadas.

Inicio

Pesar
Diluir

v

Agitar
¥

Sustraer

v

Inocular

v

Esparcir

v

Secar

v

Sellar

v

Incubar

v

Determinar

v

Interpretar

v

Contabilizar

v

Autoclavar

v

Fin

1 gramo Salchicha

9 ml Agua de peptona

10 min

33 ul de dilucién

Medio sélido/ 1min

37°C

Microorganismo

UFC

121°C

Figura 26. Diagrama de flujo de procesamiento
de muestras de salchichas de pollo para
siembra.
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2.3.1.3.1 Aerobios mesb6filos

Los aerobios mesofilos como la mayoria de microorganismos requieren de un
medio especifico para su desarrollo y crecimiento, en este caso, se preparo
agar nutritvo PCA (Plate Count Agar) en cajas tripetri. Se realizo el
procedimiento de siembra de muestras, con el fin de inocular la dilucién de
cada salchicha y se procedié a incubar a 37°C durante un periodo de 48 horas
(Figura 27).

Figura 27. Cajas tripetri con agar Plate Count
para aerobios mesdfilos.

El agar PCA, es el medio de cultivo ambar claro que se utiliz6 para el
crecimiento de poblaciones de bacterias aerobias en salchichas. Los
componentes del agar produjeron caracteristicas especificas en las unidades
formadoras de aerobios meséfilos como el color amarillo blanquecino, la forma

circular y diversos tamafos que se desarrollaron en aerobiosis.
2.3.1.3.2 Escherichia coli

E. coli, como la mayoria de microorganismos requieren de un medio selectivo,
por lo cual se seleccion6 un agar en el cual se desarrollen enterobacterias y
bacilos Gram negativos. En este caso, se prepar6 agar nutritivo EMB (Eosina-
Azul de Metileno) cajas tripetri.
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Se realiz6 el procedimiento de siembra de muestras, con el fin de inocular la
dilucién de cada salchicha y se procedié a incubar a 37°C durante un periodo
de 48 horas (Figura 28).

Figura 28. Cajas tripetri con agar EMB para
Escherichia coli.

El agar EMB, es el medio de cultivo morado que se utilizdé para el crecimiento
de poblaciones de microorganismos en salchichas. Los componentes del agar
produjeron caracteristicas especificas en las unidades formadoras de E. coli
como el color verde metalico con brillo y centro negro azulado, la forma circular
y diversos tamafos. En este medio también se desarrollaron otros

microorganismos.
2.3.1.3.3 Staphylococcus Aureus

Staphylococcus Aureus, como la mayoria de microorganismos requieren de un
medio selectivo. El agar manitol salado es el medio sélido seleccionado para
estafilococos positivos para coagulasa. En este caso, se prepar6 agar nutritivo
manitol salado en cajas tripetri. Se realizé el procedimiento de siembra de
muestras, con el fin de inocular la dilucion de cada salchicha y se procedio a

incubar a 37°C durante un periodo de 24 horas (Figura 29).
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Figura 29. Cajas tripetri con agar manitol
salado para Staphylococcus aureus.

El agar manitol salado, es el medio de cultivo rojo que se utilizé6 para el
crecimiento de poblaciones de microorganismos en salchichas. Los
componentes del agar produjeron caracteristicas especificas en las unidades
formadoras de estos microorganismos como el color amarillo, la forma circular

y tamafio medio.
2.3.2 Analisis fisicoquimico
2.3.2.1 pH

El pH determina la concentracion de iones de hidrogeno dentro de una
muestra. La medicién del pH es un proceso habitual en la industria alimentaria

por lo cual se utilizé un procedimiento estandarizado:
a) Se realizé una dilucién de la muestra al 10% con agua destilada.

b) La diluciéon con la muestra se homogenizd y se dejé reposar durante
30minutos.

c) El pH metro Fisher Scientific Accume se calibré previo a su uso.
d) Se introdujo el pH metro dentro de la dilucién.

e) El equipo determind el valor del pH en la muestra (Figura 30).
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Figura 30. Determinacién de pH en
muestras de salchichas de pollo.

2.3.2.2 Determinacion de peroxidos

La concentracidon de perdxidos se midié semicuantitativamente, la zona reactiva
de la tira reaccion6 al entrar en contacto con la muestra y se comparo la

tonalidad producida con la escala de colores azul.

El Test de Peroxidos MQuant cuantificé la presencia de estas sustancias en la
muestra dentro del rango 0.5 - 2 - 5 - 10 - 25 mg/L H;0;, que se verificd

mediante el cambio de color en las tiras medidoras.
2.3.2.2.1 Procedimiento para determinacion de peroxidos

a) Se realizé una dilucién 1:1 de muestra y agua destilada en un vaso de
precipitacion en una temperatura de 15-30°C; para la medicién de la
muestra, Merck especifica que la dilucibn debe encontrarse en un pH
entre 2-12 (Figura 31).
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Figura 31. Test de peréxido vy
dilucién de la muestra de salchicha
de pollo.

b) La zona reactiva de la tira se sumergio en la muestra acuosa durante 1

segundo (Figura 32).

Figura 32. Tira de perdxidos
sumergida en muestra acuosa.

c) Latira medidora de peréxidos se escurrio en papel absorbente.
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d) Se determiné la tonalidad de la tira transcurridos 15 segundos después

del contacto con la muestra.

e) La escala de colores permiti6 determinar cualitativamente la presencia

de peroxidos por medio de la comparacion de la tonalidad (Figura 33).

Figura 33. Determinacion de peroxidos.

f) La lectura cualitativa de peréxidos se determiné de acuerdo al valor

correspondiente de cada color en mg/Lde H,0.
Es necesario tomar en cuenta qué:

« En algunos casos, a partir de los 3 minutos las tiras otorgaron una

coloracion azul positiva; esto indico la presencia de peroxidos.

« Algunas tiras medidoras de peréxidos presentaron una tonalidad gris por

lo cual se repiti6 el proceso, debido a falla en el proceso.
2.3.2.3 Acideztitulable

La acidez titulable constituye la presencia de acidos organicos libres en una
muestra, para determinar la acidez se tomo6 en cuenta el acido organico mas
abundante que es el acido acético. La acidez titulable se realiz6 mediante un
procedimiento estandar para muestras solidas que utiliza materiales y reactivos
(Figura 34).
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Figura 34. Materiales y reactivos para determinacién de
acidez titulable.

2.3.2.3.1 Materiales

Matraz Erlenmeyer

e Vaso de precipitacion

e Agitador
e Bureta
e Pipeta

e Probeta 100ml

2.3.2.3.2 Reactivos

e Fenolftaleina

e Hidroéxido de sodio

2.3.2.3.3 Procedimiento para la mediciéon de acidez titulable en la muestra.

a) Se peso6 10 gramos de la salchicha de pollo y se triturd finamente.
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b) Se colocd la muestra en una probeta y se afiadié agua destilada a 40°C
hasta alcanzar 100 mL (Figura 35).

R ~

|

Figura 35. Adicion de agua destilada a 40°C
en muestra de salchicha de pollo.

c) Se agito y se filtrd la solucion

d) Posteriormente se extrajo 25 mL de la dilucion con la muestra; esto fue

equivalente a 2,5 gramos de la salchicha de pollo (Figura 36).

e) Para la medicion de acidez se colocé la solucién de hidréxido de sodio
0.1 N en una bureta.
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Figura 36. Probeta con 25 mL
de la muestra de salchicha de
pollo.

f) Los 25 mL de la dilucion con la muestra se colocaron en un matraz

Erlenmeyer.

g) Se adicionaron 5 gotas de fenoftaleina al 1% (indicador) (Figura 37).

Figura 37. Adicién de
fenoftaleina en la muestra.

h) Para la titulacion se adiciono lentamente hidroxido de sodio mientras se

agitaba el matraz Erlenmeyer.
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i) La presencia del color rosa en la muestra indicaba la acidez, durante 15
minutos se agitaba la muestra constatando la permanencia del color
(Figura 38).

Figura 38. Determinacion de
acidez titulable en la muestra
de salchicha de pollo.

j) Se determind la cantidad de hidréxido de sodio utilizado en la muestra

k) La acidez de la muestra se calculé mediante la siguiente férmula:

% Acidez =V X Nx Meg _x 100g (Ecuacion 3)

ml| de muestra
V= Volumen de NaOH
N=Normalidad de NaOH

Meq= peso equivalente del acido predominante en la muestra.
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2.3.3 Medicién del efecto antioxidante de las soluciones

El efecto antioxidante determind si las soluciones antioxidantes neutralizaron

los radicales libres, mediante el compuesto 2,2-difenil-1-picrilhidrazil o DPPH.

La evaluacion del efecto antioxidante se realiz6 mediante un procedimiento
estandarizado para todas las soluciones, en el cual se utilizaron los siguientes

materiales, equipos y reactivos.

2.3.3.1 Materiales y equipos

e Espectrofotdmetro UV- Visible Génesis
e Refrigerador Hardman

e Balanza

e Agitador

e Matraces 10 ml

e Probeta de 100 |

e Pipetasde 1a 10 ml.

e Papel Filtro
e Embudo
e Rayadora

2.3.3.2 Reactivos

e Agua destilada
e Metanol
e 2,2-difenil-1-picrilhidrazil o DPPH.

e Soluciones antioxidantes
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2.3.3.3 Procedimiento para la medicion del efecto antioxidante de las
soluciones.

2.3.3.3.1 Recta de calibracioén

a) Se prepar6 una solucion 0.1 mM de DPPH en metanol y una solucion testigo
0 blanco de 10mL de metanol puro (Figura 39).

Figura 39. Preparacion de solucion
0.1 mM de DPPH en metanol y
solucién en blanco.

b) A partir de la primera solucion se prepard las 5 soluciones de 10 mL; en
concentraciones de 0.01, 0.02, 0.04, 0.05 y 0.1 mM (Figura 40).
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Figura 40. Soluciones de 10 mL con
DPPH. Concentraciones 0.01, 0.02,
0.04, 0.05y 0.1 mM.

c) Se midié la absorbancia de las a 517 nm (longitud de onda), durante 30

minutos.

d) Las cubetas con DPPH 0.1 mM con 0,05 mL de solucion antioxidante, se

introdujeron en el Espectrofotémetro UV- Visible Génesis (Figura 41).

Figura 41. Cubetas en

Espectrofotometro UV- Visible
Génesis.

e) Se procedié a leer la absorbancia a 517nm y se realiz6 la recta de

calibracion; aplicando una regresion lineal.
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2.3.3.3.2 Capacidad antioxidante de soluciones

a) Se introdujo en el espectrofotometro UV-Visible Génesis, la dilucién de 0.1
mM.

b) Se afadido 25 ul de las soluciones antioxidantes 6ptimas y se midi6 la

absorbancia durante 30 minutos.

c) Se procedi6 a leer la absorbancia a 517 nm de las soluciones antioxidantes
(Figura 42).

Figura 42. Lectura de absorbancia
Espectrofotometro UV- Visible Thermo
Scientific.

d) Se determiné el porcentaje de capacidad antioxidante mediante la siguiente

formula:
1 - (Abs muestra — Abs Blanco)
% Capacidad = x 100 (Ecuacion 4)
antioxidante Abs DPPH

Abs muestra= Absorbancia de la solucién antioxidante

Abs Blanco= Absorbancia del metanol
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Abs DPPH= Absorbancia de 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Variables de estudio

Los resultados de las muestras de salchicha de pollo con aceite esencial de
guayaba y acido ascérbico, desplegaron diferencias significativas entre
tratamientos debido a la dosificacion de soluciones antioxidantes al aplicar el
analisis de varianza. El tiempo, como factor constante determin6 el cambio en
las variables de estudio. Sin embargo, al realizar el analisis entre tratamientos
se determina que las solucidnes antioxidantes del tratamiento 6 y 7, mantienen
la estabilidad en el crecimiento de microorganismos y no presenta cambios
fisicoquimicos. Se realiz6 un ANOVA mediante el programa estadistico Infostat
para comparar la efectividad de los tratamientos y se determind las soluciones

antioxidantes optimas en salchichas de pollo.
3.1.1 Anélisis microbiolégico
3.1.1.1 Aerd6bios mesodfilos

El estudio de las muestras permitié la cuantificacion de colonias de aerobios
mesofilos en cada tratamiento durante 30 dias. Se observa el andlisis del
crecimiento de aerobios mesoéfilos; una vez comparados los valores de estudio,

se observo las diferencias significativas.

La presencia de aerobios mesdfilos en la muestra determinan la inocuidad del
alimento, con respecto a la materia prima, manipulacién, procesamiento y
almacenaje (Andino y Castillo, 2010). En los primeros 10 dias los tratamientos
no presentaron diferencias significativas, se puede apreciar que el desarrollo de
ufc se mantiene con una cantidad de microorganismos relativamente. El
proceso de crecimiento se presentd a partir del dia 15 hasta el dia 30, durante
este periodo la estabilidad del alimento decayé notablemente en algunas
muestras, en especial en las salchichas testigo y en aquellas muestras que no
contenian altas concentraciones de soluciones antioxidantes. En el 2015

Dominguez et al, establecen en su estudio, que la carne de pollo es un
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alimento que se contamina facilmente con &erobios mesofilos, sin embargo al
identificar este problema se realizaron tratamientos con aceites esenciales para
la disminucion de ufc y los resultados fueron positivos, es decir, que
presentaron crecimiento de microorganismos controlables; por los principios

activos de las soluciones.

Ademas, los compuestos que constituyen el aceite esencial son determinantes
para la inhibicion de microorganismos, en este caso el aceite esencial de
guayaba esta constituido por monoterpenos, 1,8-cineol, a-terpenil y p-cimen,
entre otros, de manera que inhiben o retardan el crecimiento de los
microorganismo como menciona Rogerio 2005, en su evaluacion antibacterial
de Psidium guajava L. Gomez y Lopez (2009) demuestran que el estudio de
aceite esencial de guayaba in vitro reduce las ufc, es decir que la actividad
microbiana es controlada; por lo cual en una investigacion aplicada, se espera

gue los aceites esenciales generaran una accién microbiana similar.

La investigacion presentada por Hernandez at al, 2009 y Dominguez et al, 2015
demuestran que los compuestos del aceite esencial provoca el decrecimiento
de aerdbios mesdfilos en carne de pollo. Nava et al, confirma que al afadir
agentes antioxidantes a base de extractos de Psidium guajava L. en productos
a base de pollo, los aerobios mesdfilos presentes incrementan durante el
tiempo en cantidades aceptables. Sin embargo, los efectos antioxidantes de las
soluciones actuan sobre la poblacion microbiana en crecimiento provocando
una disminucién de las ufc en un periodo de tiempo dado (Nava et al, 2013).
Reyes, Paulo y Lépez en 2012, sugieren que los aceites esenciales actuan
sobre los microorganismos al aplicarlos en determinados valores obteniendo la

concentracion minima inhibitoria o (CMI).

Dominguez et al, explica que los efectos de los compuestos de aceites
esenciales en carne de pollo se disipan con facilidad y los efectos son
limitados a comparacién de los estudio del aceite esencial in vitro, por lo cual la
concentracion minima inhibitoria de aceite esencial en carne de pollo que

provoco cambios en el crecimiento de aerobios mesofilos es de 800mg.
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En la presente investigacion se determinG6 que los siete tratamientos se
encuentran dentro de los paradmetros aceptables que la norma INEN establece
para embutidos en cuanto a aerobios mesdfilos, es decir, 5,0*10° ufc. En este
caso en cada tratamiento se establecieron concentraciones de acido ascorbico
y de aceite esencial de guayaba, que determinaron la accién de las soluciones
sobre las muestras durante el periodo de tiempo establecido. En las salchichas
de pollo, las soluciones antioxidantes no produjeron inhibicion total sobre

aerobios mesdfilos, sin embargo la disminucion de ufc se debi6 a su presencia.

Tabla 8 Analisis de varianza para aerobios mesofilos en el dia 0

F.v G.L S.C C.M F P.
VALOR

Total 20 75,54

Repeticion | 2 2,22 1,11 0,46 0,6410

Tratamiento | 6 44,44 7,41 3,08 0,0462

Error 12 28,88 2,41

Tabla 9 Ponderacion de tratamientos para aerobios mesoéfilos en el dia 0.

TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO
4,22
4,22
1,00
1,00
1,00
1,00
1,00
Nota: Desviacion Estandar 0.90

PAWAOONSN
>>>>>>>

Tabla 10 Analisis de varianza para aerobios mesofilos en el dia 5

F.v G.L S.C C.M F P.
VALOR

Total 20 1517,57

Repeticion | 2 452,11 226,05 4,38 0,0374

Tratamiento | 6 445,53 74,26 1,444 0,2786

Error 12 619,93 51,66
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Tabla 11 Ponderacion de tratamientos para aerobios mesofilos en el dia 5

TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO
3 19,14 A
2 13,23 A
6 9,14 A
4 8,78 A
7 7,44 A
1 6,43 A
5 4,22 A

Nota: Desviacion Estandar 4,15

Tabla 12 Analisis de varianza para aerobios mesofilos en el dia 10

F.V G.L S.C C.M F P.
VALOR

Total 20 4714,33

Repeticion 2 598,88 299,44 1,85 0,1996

Tratamiento 6 2171,38 361,90 2,23 0,1112

Error 12 1944,06 162,01

Tabla 13 Ponderacion de tratamientos para aerobios mesofilos en el dia 10

TRATAMIENTOS

MEDIA

RANGO

~N~NoOooOoR~RANEFEL W

38,49
29,20
27,76
23,82
15,24
9,96

9,96

>>>>>>>

Nota: Desviacion Estandar 7,35

Tablal4 Analisis de varianza para aerobios mesofilos en el dia 15

F.v G.L S.C C.M F P.
VALOR

Total 20 20977,72

Repeticion 2 722,85 361,42 2,00 0,1786

Tratamiento 6 18081,63 3013,61 16,64 0,0001

Error 12 2173,24 181,10
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Tabla 15 Ponderacion de tratamientos para aerobios mesoéfilos en el dia 15

TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO
3 99,83 A
1 68,55 A B
2 50,42 B C
4 43,93 B C D
6 22,90 C D
5 16,63 C D
7 11,20 D
Nota: Desviacion Estandar 7,77
Tabla 16 Analisis de varianza para aerobios mesofilos en el dia 20
F.V G.L S.C C.M F P.VAL
OR
Total 20 38763,74
Repeticién 2 1198,36 599,18 1,30 0,3084
Tratamiento 6 32032,01 |5338,67 11,5 0,0002
Error 12 5533,36 461,11

Tabla 17 Ponderacion de tratamientos para aerobios mesoéfilos en el dia 20

TRATAMIENTOS MEDIA RANGO
3 122,44 A
1 110,02 A B
2 95,02 A B
4 78,99 A B C
6 49,10 B C D
5 26,73 C D
7 12,67 D
Nota: Desviacion Estandar 12,40
Tabla 18 Analisis de varianza para aerobios mesofilos en el dia 25
F.v G.L S.C C.M F P.
VALO
R
Total 20 46691,28
Repeticion 2 1079,32 539,66 0,63 0,5510
Tratamiento 6 35277,62 5879,69 16,83 0,0025
Error 12 10334,34 | 861,20
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Tabla 19 Ponderacion de tratamientos para aerobios mesoéfilos en el dia 25

TRATAMIENTOS

MEDIA

RANGO

~NoORANEOIW

147,06
122,48
121,81
116,58
85,50
54,33
21,73

>r>r>>>
0w W w

C
C
C

Nota: Desviacion Estandar 16,94

Tabla 20 Analisis de varianza para aerobios mesdfilos en el dia 30

F.v G.L S.C C.M F P.VAL
OR

Total 20 75021,34

Repeticion 2 15,48 7,74 0,02 0,9824

Tratamiento 6 69786,99 11631,16 26,74 0,0001

Error 12 5218,87 434,91

Tabla 21 Ponderacion de tratamientos para aerobios mesofilos en el dia 30

TRATAMIENTOS

MEDIA

RANGO

~N~NoOoR~ANELOIW

199,06
161,38
160,32
148,08
126,15
72,00

16,04

>>> >
W ww

C
C

D
D

Nota: Desviacion Estandar 12,04

En las tablas de andlisis de varianza de aerobios mesoéfilos del dia 0 hasta el

dia 30, asi como en las tablas de ponderacion de tratamientos. Se realizé la

comparacion con el método de Tukey con el 95% de confiabilidad y al 5% de

error, es decir valor de p =0,05. Se determind que los porcentajes de

desviacion estandar menor al 10%, se encuentran dentro de los parametros de

aceptabilidad. El andlisis de varianza refleja en las tablas que los tratamientos

tuvieron diferencias significativas pero aquellos tratamientos con soluciones

antioxidantes que retardaron el crecimiento de los aerobios mesoéfilos durante
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un periodo de 30 dias fueron los tratamientos 6 (1000ppm aceite esencial de
guayaba +700 ppm &cido ascorbico.) y tratamiento 7(1000ppm aceite esencial
de guayaba).

Aerobios Mesofilos
45000,00
40000,00
35000,00
30000,00
25000,00
20000,00

15000,00
10000,00
5000,00 il
0,00 -

Dia0 Dia5 | Dial0 | Dial5 | Dia20 | Dia25 | Dia30

Unidades Formadoras de Colonias

M Testigo| 0,00 | 55,67 | 900,00 (4722,22|12733,4(15200,1/25888,8
W BHT 22,00 | 266,67 | 789,00 |2544,56(9133,33|13755,4/21966,7
mT3 0,00 | 533,44 |2044,44|10589,0/15788,8(23533,4/39755,4
mT4 0,00 | 111,00 | 733,33 |2166,67|6366,56(7477,78/16611,0
mT5 0,00 | 22,00 | 100,00 | 288,67 | 766,67 |15444,3|26444,3
mT6 0,00 |122,33|278,00 (577,67 |3033,33|3633,33(5454,33

T7 22,00 | 55,67 | 78,00 | 133,33 | 166,67 | 544,33 | 633,33

Figura 43. Crecimiento de aerobios mesofilos durante 30 dias.

En la Figura 43 se puede observar el crecimiento paulatino de aerobios
mesofilos, el analisis de varianza determiné que a partir del dia 15 se
presentaron diferencias significativas asociadas al desarrollo de ufc. El
desarrollo de estos microorganismos se inhibié por la accion de las soluciones
antioxidantes en los tratamientos. Los tratamientos éptimos por un conteo de
ufc menores son los tratamientos 7, 6 y 4; en orden ascendente; durante el
periodo de estudio de estabilidad de las muestras en condiciones iguales. El
tratamiento con mayor contaminacion de aerobios mesofilos, es el tratamiento
3 seqguido por el tratamiento 5,1 y tratamiento BHT (antioxidante sintético). Sin
embargo, para determinar la vida Gtil de las salchichas de pollo mediante el
crecimiento de colonias de aerobios mesodfilos se realizé la comparacion de los
datos en la Figura 43 con la Tabla 4 de requisitos microbiolégicos de la norma

INEN 2010. Cada tratamiento present6 estabilidad en determinados dias, en
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similares condiciones de almacenamiento; el periodo de tiempo se establecio
de acuerdo a la variable, en este caso colonias de aerobios mesofilos. El
tratamiento testigo, BHT, tratamiento 3 y tratamiento 4 registraron 15 dias de
vida util; el tratamiento 5 registré 20 dias de vida util, el tratamiento 6 asi como
el tratamiento 7 permanecieron estables durante los 30 dias de evaluacion. Al
determinar el periodo de estabilidad, los dias posteriores se presentaron
aumentos en las ufc no siendo apto el producto para el consumo de acuerdo a

la norma INEN para productos céarnicos escaldados.
3.1.1.2 Eschericha coli

El estudio realizado para E.coli no presentd resultados positivos, durante el
periodo de estudio de 30 dias por lo cual no se cuantific6 ufc de este
microorganismo.Las enterobacterias se encuentran presentes en la carne que
se utiliza como materia prima para la elaboracion de salchichas, en esta familia
se encuentra E. coli que es una bacteria patdgena que produce enfermedades
(Prescott,Harley, y Klein, 2000) Ledn et al (2006) determina que en el proceso
de elaboracion de salchichas se realiza un tratamiento térmico llamado
escaldado, este reduce la cantidad de microorganismos presentes en la
muestra ya que alcanza una temperatura de 70-75°C; algunas bacterias son
eliminadas en su totalidad y otras no, debido a su termoresistencia. En la
presente evaluacion, se realizd el control del escaldado llegando a una
temperatura interna de 65°C y una temperatura del agua de 75°C, garantizando
la inocuidad del alimento con respecto a esta bacteria. Las muestras contaban
con soluciones antioxidantes como aditivos de conservacion, a pesar de que
fueron sometidas a un proceso térmico que controla la presencia de
microorganismos. Biswas et al 2013 menciona que al evaluar la actividad
antimicrobiana de los extractos de hojas de guayaba en bacterias gram
negativas no se produjo inhibicion debido a que estas bacterias cuentan con
una membrana permeable compuesta por un lipopolisacarido exterior que no
permite el ingreso del extracto del aceite esencial. Por lo cual se ha
demostrado que las bacterias gram negativa son mas resistentes a sustancias

antimicrobianas de origen vegetal (Biswas et al, 2013). Sanches et al 2005,
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extrajo aceite de Psidium guajava L. mediante diversos métodos y evalud la
presencia de bacterias gram negativas en cada sustancia obtenida; se
demostré que ninguna de estas sustancias con principios activos inactivo la

bacteria E. coli.

Los resultados de esta investigacion determinan que a pesar del uso de
soluciones antioxidantes estas no influyeron en la presencia del crecimiento de
E. coli, debido a su estructura permeable. La ausencia de la bacteria confirma
que las soluciones antioxidantes no tuvieron relacion directa sobre las colonias
ni su desarrollo. El tratamiento térmico al que se sometieron las muestras
establecié la inhibicién y control de la bacteria. La contaminacion por E. coli en
salchichas de pollo se debe a la contaminacion de la carne de pollo, el
empaque o0 en algunos casos por un control deficiente en los procesos
térmicos. Al no presentar ufc de E. coli durante el periodo de 30 dias se puede
constatar que el embutido esta dentro de los parametros de la Norma INEN
gue establece que las colonias de la bacteria deben ser <3. Sin embargo,
para determinar la vida util de las salchichas de pollo mediante el crecimiento
de colonias de E. coli se realiz6 la comparacién de los datos en la Tabla 4 de
requisitos microbioldgicos de la norma INEN 2010. Cada tratamiento present6
estabilidad en determinados dias, en similares condiciones de almacenamiento;
el periodo de tiempo se establecié de acuerdo a la variable, en este caso
colonias de E.coli. Por lo tanto, la ausencia de esta bacteria estableceria que
las salchichas de pollo cuentan con una vida util de 30 dias, tomando en cuenta

solo esta variable.
3.1.1.3 Staphylococcus aureus

El estudio de las muestras permiti6 la cuantificacion de colonias de
Staphylococcus aureus en cada tratamiento durante 30 dias. El crecimiento de
Staphylococcus aureus desde el dia 0 hasta el dia 15, establece que las
soluciones antioxidantes de los tratamientos actian sobre estos

microorganismos.
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Estas bacterias se encuentran en superficies, vias respiratorias y piel; estos
microorganismos son indicadores microbiologicos de control sanitario; en los
alimentos producen toxinas termoestables que afectan a la salud del
consumidor (Andino y Castillo, 2010). En los primeros 10 dias no se presentan
diferencias significativas entre tratamientos, las soluciones antioxidantes de
aceite esencial de guayaba y acido ascorbico son efectivas en este periodo de
tiempo. Desde el dia O hasta el dia 15 el crecimiento es bajo en todas las
muestras y se encuentran dentro de los niveles aceptables de la norma INEN

de embutidos para colonias de Staphylococcus aureus que es de 1,0*10° ufc.

Biswas et al (2013), estudi6é la actividad antimicrobiana de bacterias gram
positivas y sugieren que el extracto de guayaba es antibacterial debido a sus
constituyentes que limitan el crecimiento de Staphylocooccus aureus. Las
caracteristicas del aceite esencial de guayaba provienen de las hojas con
principios activos contra infecciones y enfermedades producidas naturalmente.
Goncalves et al (2008), en su estudio de la actividad antibacterial de las hojas
de guayaba, ratifican que los compuestos activos del aceite esencial de
guayaba otorgan un efecto antimicrobiano e inhibicion de algunas cepas de

Staphylococcus aureus.

Ademas, la investigacion de los extractos de guayaba obtenidos por diversos
disolventes concluyé que para Sthaphylococcus aureus el extracto con mayor
actividad es el extracto acuoso; ya que este mantiene sus estructuras intactas y
sus compuestos activos (Sanches et al, 2005).

En los dias posteriores (dia 15 al dia 30) se observa crecimiento de la bacteria
y aumento notable de colonias en algunas muestras. Okechukwu et al (2012),
determina que la concentracibn minima inhibitoria de aceite esencial de
guayaba en Staphylococcus aureus es de 125 a 500 mg, por su potencial
antimicrobiano. Staphylococcus aureus es una bacteria resistente a la
meticilina, es decir resistente a antibiéticos; sin embargo, la bacteria al estar
expuesta al aceite esencial de Psidium guajava L. disminuye su crecimiento

siendo un antimicrobiano mas efectivo a comparacion de los antibioticos.
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Las cepas estudiadas de Staphylococcus aureus presentan mejores resultados
de los extractos acuosos de los extractos que contienen metanol (Okechukwu
et al, 2012). De acuerdo a Sanches et al 2005, los extractos de las hojas de
Psidium guajava L. poseen actividad antimicrobiana sobre bacterias gram
positivas, es decir sobre Staphylococcus aureus; el desarrollo controlado e
inhibicién de las ufc se debe a la presencia de aceite esencial determinando
que la concentracion minima inhibitoria parti6 desde 500 a 1000 mg. En la
presente investigacion las muestras de salchichas con soluciones antioxidantes
no se comportan de igual manera que en estudios in vitro, por lo cual, las

concentraciones minimas inhibitorias deben ser mayores.

Tabla 22 Analisis de varianza para Staphylococcus aureus en el dia 0

F.vV G.L S.C CM F P.
VALOR

Total 20 0

Repeticién 2 0 0 Sd Sd

Tratamiento 6 0 0 Sd Sd

Error 12 0 0

Tabla 23 Analisis de varianza para Staphylococcus aureus en el dia 5

F.V G.L S.C C.M F P.VAL
OR

Total 20 75,54

Repeticion 2 35,55 17,77 8,00 0,0062

Tratamiento 6 13,33 2,22 1,00 0,4682

Error 12 26,66 2,22

Tabla 24 Ponderacion de tratamientos para Staphylococcus aureus en el dia 5

TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO
2,61
2,61
2,61
2,61
1,00
1,00
1,00
Nota: Desviacion Estandar 0,86

NROUINPF W
>>>>>>>
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Tabla 25 Analisis de varianza para Staphylococcus aureus en el dia 10

F.vV G.L S.C C.M F P.VAL
OR

Total 20 87,04

Repeticion 2 40,08 20,04 7,05 0,0094

Tratamiento 6 12,86 2,14 0,75 0,6186

Error 12 34,10 2,84

Tabla 26 Ponderacion de tratamientos para Staphylococcus aureus en el dia 10

TRATAMIENTOS

MEDIA

RANGO

NFE,R~AOOTWN

7,24
6,64
6,64
5,83
5,83
5,03
5,03

>>>>>>>

Nota: Desviacion Estandar 0,97

Tabla 27 Andlisis de varianza para Staphylococcus aureus en el dia 15

F.V G.L S.C C.M F P.VAL
OR

Total 20 610,78

Repeticion 2 5,38 2,92 0,54 0,5974

Tratamiento 6 539,87 89,98 16,59 0,0001

Error 12 65,08 5,42

Tabla 28 Ponderacion de tratamientos para Staphylococcus aureus en el dia 15

TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO
6 23,50 A

3 11,99 B
5 11,02 B
7 10,47 B
4 9,96 B
2 7,75 B
1 7,24 B

Nota: Desviacion Estandar 1,34
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Tabla 29 Analisis de varianza para Staphylococcus aureus en el dia 20

F.V G.L S.C C.M F P.VAL
OR

Total 20 13849,22

Repeticion 2 124,00 62,00 6,98 0,0098

Tratamiento 6 13618,64 2269,77 255,56 0,0001

Error 12 106,58 8,88

Tabla 30 Ponderacion de tratamientos para Staphylococcus aureus en el dia 20

TRATAMIENTOS

MEDIA

RANGO

RP~NDNODMOTW

87,52
56,38
53,34
34,62
28,22
12,50
9,79

Nota: Desviacion Estandar 1,72

Tabla 31 Analisis de varianza para Staphylococcus aureus en el dia 25

F.vV G.L S.C C.M F P.VAL
OR

Total 20 28031,36

Repeticion 2 75,41 37,71 2,50 0,1235

Tratamiento 6 27775,08 | 4629,18 307,14 0,0001

Error 12 180,86 15,07

Tabla 32 Ponderacion de tratamientos para Staphylococcus aureus en el dia 25

TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO

4 104,02 A

3 103,54 A

5 89,18 B

2 75,85 C

6 38,32 D

7 20,07 E
1 11,71 E

Nota: Desviacion Estandar 2,24
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Tabla 33 Analisis de varianza para Staphylococcus aureus en el dia 30

F.V G.L S.C CM F P.VAL
OR

Total 20 25343,18

Repeticion 2 17,36 8,68 1,14 0,3516

Tratamiento 6 25234,57 | 4205,76 553,12 0,0001

Error 12 91,24 7,60

Tabla 34 Ponderacion de tratamientos para Staphylococcus aureus en el dia 30

TRATAMIENTOS MEDIA RANGO
124,52 A
119,63 A B
114,99 B
114,91 B

85,36 C
56,65 D
26,86 D
Nota: Desviacion Estandar 1,59

~NF,OoOBR~NOOIW

En las tablas de analisis de varianza de Staphylococcus aureus del dia 0 hasta
el dia 30; una vez comparados los valores de estudio, se observo las
diferencias significativas. Se realiz6 la comparaciéon con el método de Tukey
con el 95% de confiabilidad y al 5% de error, es decir valor de p =0,05. Se
determind que los porcentajes de desviacion estandar menor al 10%, se
encuentran dentro de los parametros de aceptabilidad. El desarrollo de
Staphylococcus aureus se produjo a partir del dia 15 por las condiciones de
almacenamiento, empaque; sin embargo, los tratamientos 6 (1000ppm aceite
esencial de guayaba +700 ppm acido ascorbico.) y tratamiento 7 (1000ppm
aceite esencial de guayaba), con altas concentraciones de soluciones
antioxidantes, permanecieron estables durante el 30 dias evidenciando un
desarrollo minimo, siendo valores de ufc aceptables en la norma INEN a

comparacion de los otros tratamientos.
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Staphylococcus Aureus

@ 18000

2 16000

S 14000

S 12000

S 10000

o 8000

T 5000

@ 4000

5§ 2000

_u - -

g Dia0 | Dia5 | Dial0 | Dial5 | Dia20 | Dia25 | Dia30

S/ mTestigo] 0 11 33,33 | 5533 | 111,00 | 144,33 |3211,11

3/ mBHT 0 0 33,33 | 66,33 | 800,22 | 5755,56 [13222,22

:'-;-Ts 0 11 | 44,33 | 144,67 | 7666,78 |10766,67|15511,22

SlmT4 0 0 33,00 | 100,00 | 2844,44 |10822,11(13211,22
mT5 0 11 | 44,33 | 122,33 | 3211,00 | 7955,67 |14322,00
=76 0 0 33,00 | 555,67 | 1211,00 | 1478,00 | 7289,00
7 0 11 55,33 | 111,00 | 155,67 | 411,33 | 722,00

Figura 44. Crecimiento de Staphylococcus Aureus durante 30 dias.

En la Figura 44 se puede observar el crecimiento paulatino de Staphylococcus
aureus, el analisis de varianza determiné que a partir del dia 15 se presenta
diferencias significativas asociadas al desarrollo de ufc. El desarrollo de estos
microorganismos se inhibié por la accion de las soluciones antioxidantes en los
tratamientos. Los tratamientos Optimos por un conteo de ufc menores fueron
los tratamientos 7, 6 y tratamiento testigo, en orden; durante el periodo de
estudio de estabilidad de las muestras en condiciones iguales. El tratamiento
con mayor contaminacion de Staphylococcus aureus, es el tratamiento 3
seguido por el tratamiento 5,4 y tratamiento BHT (antioxidante sintético). Sin
embargo, para determinar la vida Gtil de las salchichas de pollo mediante el
crecimiento de colonias de Staphylococcus aureus se realiz6 la comparacién
de los datos en la figura 44 con la Tabla 4 de requisitos microbiologicos de la
norma INEN 2010. Cada tratamiento presentd estabilidad en determinados

dias, en similares condiciones de almacenamiento; el periodo de tiempo se
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establecio de acuerdo a la variable, en este caso colonias de Staphylococcus

aureus.

Los tratamiento 3, tratamiento 4 y tratamiento 5 registran 15 dias de vida dutil;
los tratamiento BHT y tratamiento 6 registraron 20 dias de vida util, el
tratamiento testigo registrd 25 dias de vida util y el tratamiento 7 permanecio
estable durante los 30 dias de evaluacion. Al determinar el periodo de
estabilidad, los dias posteriores se presentaron aumento en las ufc no siendo
apto el producto para el consumo de acuerdo a la norma INEN para productos

carnicos escaldados.
3.1.2 Andlisis fisico quimico
3.1.2.1 pH

El estudio de las muestras permitio la determinacion de pH en cada tratamiento
durante 30 dias. El pH es un valor intrinseco de la salchicha, esta medida
determina la estabilidad en los alimentos ya que de acuerdo a la acidez del
medio se produce el crecimiento de diversos microorganismos (Periago, 2011).
Cayré, Judis y Garro 2009, mencionan en su investigacion que las salchichas
empacadas al vacio durante un periodo de 45 dias presentan descenso de pH
gue esta relacionado con el crecimiento microbiano de aerobios mesdfilos,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus. De acuerdo a los requisitos
bromatol6gicos de la norma INEN 1338: 1996, el pH determinado para
embutidos escaldados debe encontrarse en un maximo de 6,2 y no se
establecen pH minimos. Esto se produce, ya que deben encontrarse con una
acidificacion baja con el fin de controlar la estabilidad del alimento.Hleap y
Velasco (2012) sugieren que los alimentos que contienen proteinas que se
encuentran almacenados estan sujetos a experimentar acidificacion, debido a
procesos bioquimicos naturales de la salchicha o por presencia de
microorganismos. Ramos et al 2014, investigan los cambios fisico quimicos en
salchichas y establecen que el producto, al poseer una categorizacion como
embutido acidificado bajo debe encontrarse en un pH mayor a 5,3; sin

embargo, el pH de cada embutido depende de la materia prima y los
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ingredientes afladidos. Los tratamientos con soluciones antioxidantes
mantuvieron la estabilidad en cuanto a pH, a pesar de presentar un valor inicial
mayor al aceptado por la norma INEN, esto se debe a los ingredientes
utilizados en la elaboracion de las salchichas de pollo. Se presentaron
diferencias significativas a partir del dia 20 hasta el dia 30 entre tratamientos.
La disminucion de pH se evidencié notablemente en el tratamiento testigo con
un pH inicial de 6,60 y pH final de 5,08, a pesar de que los valores se
encuentran alejados durante un periodo de 30 dias, la muestra de salchicha de
pollo presentd un crecimiento de microorganismos controlado. Los procesos
oxidativos de las muestras de salchichas mantuvieron la estabilidad por la
presencia de las soluciones antioxidantes conformadas por aceite esencial de

guayaba y acido ascorbico.

Tabla 35 Analisis de varianza para pH en el dia 0

F.V G.L S.C C.M F P.
VALOR

Total 20 0,31

Repeticion 2 0,18 0,09 23,49 0,0001

Tratamiento 6 0,08 0,01 3,72 0,0253

Error 12 0,05 3,8 E-03

Tabla 36 Ponderacion de tratamientos para pH en el dia 0

TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO
6,63
6,60
6,52
6,50
6,49
6,47
6,45
Nota: Desviacion Estandar 0,04

>>>>>>

WU O~NABRN
WO owWwwWw

Tabla 37 Analisis de varianza para pH en el dia 5

F.Vv G.L S.C C.M F P.
VALOR

Total 20 0,85

Repeticion 2 0,70 0,35 42,06 0,0001

Tratamiento 6 0,05 0,01 1,02 0,4551

Error 12 0,10 0,01




Tabla 38 Ponderacion de tratamientos para pH en el dia 5
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TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO
2 6,49 A
5 6,41 A
4 6,41 A
6 6,40 A
3 6,38 A
1 6,37 A
I 6,31 A
Nota: Desviacion Estandar 0,05
Tabla 39 Analisis de varianza para pH en el dia 10
F.V G.L S.C C.M F P.
VALOR
Total 20 1,15
Repeticion 2 1,04 0,52 141,14 0,0001
Tratamiento 6 0,07 0,01 2,96 0,0520
Error 12 0,04 3,7 E-03
Tabla 40 Ponderacion de tratamientos para pH en el dia 10
TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO
2 6,37 A
5 6,35 A
6 6,33 A
3 6,33 A
1 6,31 A
4 6,26 A
7 6,20 A
Nota: Desviacion Estandar 0,04
Tabla 41 Andlisis de varianza para pH en el dia 15
F.v G.L S.C C.M F P.
VALOR
Total 20 2,15
Repeticion 2 1,44 0,72 23,27 0,0001
Tratamiento 6 0,34 0,06 1,81 0,1790
Error 12 0,37 0,03




Tabla 42 Ponderacion de tratamientos para pH en el dia 15
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TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO
5 6,32 A
6 6,25 A
4 6,22 A
3 6,19 A
7 6,15 A
2 6,12 A
1 5,89 A
Nota: Desviacion Estandar 0,10
Tabla 43 Analisis de varianza para pH en el dia 20
F.V G.L S.C C.M F P.
VALOR
Total 20 2,63
Repeticién 2 0,95 0,48 43,39 0,0001
Tratamiento 6 1,55 0,26 23,53 0,0001
Error 12 0,13 0,01
Tabla 44 Ponderacion de tratamientos para pH en el dia 20
TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO
4 6,17 A
3 6,15 A
6 6,14 A
7 6,13 A
5 6,12 A
2 6,05 A
1 5,36 B
Nota: Desviacion Estandar 0,06
Tabla 45 Andlisis de varianza para pH en el dia 25
F.V G.L S.C C.M F P.
VALOR
Total 20 3,06
Repeticion 2 1,14 0,57 64,94 0,0001
Tratamiento 6 1,82 0,30 34,67 0,0001
Error 12 0,01 0,01




Tabla 46 Ponderacion de tratamientos para pH en el dia 25
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TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO
4 6,13 A
7 6,10 A
3 6,09 A
6 6,09 A
5 6,05 A
2 5,99 A
1 5,24 B
Nota: Desviacion Estandar 0,05
Tabla 47 Analisis de varianza para pH en el dia 30
F.V G.L S.C C.M F P.
VALOR
Total 20 4,41
Repeticién 2 1,89 0,95 18,53 0,0002
Tratamiento 6 1,90 0,32 6,21 0,0037
Error 12 0,61 0,05

Tabla 48 Ponderacion de tratamientos para pH en el dia 30

TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO
6 6,03 A

7 5,99 A

3 5,95 A

2 5,86 A

4 5,79 A

5 5,76 A

1 5,08 B

Nota: Desviacion Estandar 0,13

En las tablas de andlisis de varianza de pH del dia 0 hasta el dia 30, asi como

en las tablas de ponderacién de tratamientos se observa el analisis de los

valores de PH de las muestras. Una vez comparados los valores de estudio, se

observo las diferencias significativas. Se realizo la comparacion con el método

de Tukey con el 95% de confiabilidad y al 5% de error, es decir, valor de p

=0,05. Se determind que los porcentajes de desviacion estandar menor al 10%,

se encuentran dentro de los pardmetros de aceptabilidad. Los tratamientos que

presentaron una acidificacion baja aceptable durante el periodo de 30 dias

fueron los tratamiento 6 con un pH inicial 6,49 y un pH final de 6,03; asi como
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el tratamiento 7 con pH inicial 6,49 y un pH final de 5,99 siendo pH mayores a

5.3.

7,00

6,00

5,00

x 4,00

& 300

2,00

1,00

0,00
Dia0 | Dia5 | Dial0 | Dial5 | Dia20 | Dia25 | Dia30
mTestigo| 6,60 | 637 | 631 | 58 | 536 | 524 | 508
W BHT 663 | 649 | 637 | 612 | 605 | 599 | 586
nT3 645 | 638 | 633 | 619 | 615 | 609 | 595
mT4 652 | 641 | 626 | 622 | 617 | 613 | 579
mTs5 647 | 641 | 635 | 632 | 612 | 605 | 576
uT6 649 | 640 | 633 | 625 | 614 | 609 | 6,03
w7 650 | 631 | 620 | 615 | 613 | 610 | 599
Figura 45. Medicion de pH en salchichas de pollo durante 30 dias.

En la Figura 45 se puede observar el descenso paulatino de pH, el andlisis de

varianza determind que a partir del dia

20 se presentaron diferencias

significativas asociadas al descenso de pH. Las soluciones antioxidantes

dentro de las muestras, influyeron en los valores de pH tomados debido a los

compuestos del aceite esencial de guayaba y el acido ascoérbico. Los

tratamientos en el dia O presentaron diferencias significativas, asi como en el

dia 20, 25 y 30. El tratamiento con mayor descenso de pH fue el tratamiento

testigo. Los demas tratamientos no presentaron un cambio significativo. Por lo

cual, se determiné que en el caso del pH el tiempo de vida Gtil en las salchichas

de pollo corresponde a 30 dias.
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3.1.2.2 Per6xidos

El estudio de las muestras permitid la determinacion de peroxidos en cada
tratamiento durante 30 dias. Los acidos grasos no saturados unen el oxigeno a
sus dobles enlaces provocando la formacion de peroxidos, los peréxidos estan
formado por un enlace oxigeno- oxigeno; oxidan los compuestos de los
alimentos (Torres, 2012). De acuerdo a Sammet et al 2006, al procesar carne
y subproductos de carne, la calidad se deteriora por la oxidacion de lipidos que
es una reaccion determinante en la vida util del producto. Decker et al 2005,
determinaron que la presencia de antioxidantes en productos carnicos preserva
el producto aplazando la oxidacion que produce deterioro. Alarcén et al 2010,
mencionan que al medir el indice de perdxidos en productos carnicos a partir

de 20 meq/L se provoca la rancidez oxidativa y la deterioracion.

Las salchichas, al tener grasa en su composicion, estdn expuestas a sufrir este
proceso de oxidacion que ocurre durante su tiempo en percha, al empacar al
vacio las salchichas se modifica el ambiente reduciendo las posibilidades de
rancidez oxidativa segun Parra et al, 2012. En la presente investigacion se
realiz6 un proceso de control de vida util a través de la adicion de soluciones
antioxidantes, asi como un empaque a vacio para evaluar la presencia de
péroxidos en las muestras. A partir del dia 5 se presentaron cambios
significativos entre tratamientos por la formacién de peroxidos por un proceso

de lipdlisis.

Tabla 49 Andlisis de varianza para peroxidos en el dia 0

F.v G.L S.C C.M F P.
VALOR

Total 20 0

Repeticion 2 0 0 Sd Sd

Tratamiento 6 0 0 Sd Sd

Error 12 0 0




Tabla 50 Andlisis de varianza para peroxidos en el dia 5
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F.V G.L S.C C.M F P.
VALOR

Total 20 0,16
Repeticion 2 0,02 0,01 2,40 0,1328
Tratamiento 6 0,09 0,02 4,00 0,0197
Error 12 0,05 3,8 E-03

Tabla 51 Ponderacion de tratamientos para peroxidos en el dia 5
TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO
2 1,15 A
1 1,15 A
6 1,00 A
7 1,00 A
5 1,00 A
4 1,00 A
3 1,00 A

Nota: Desviacion Estandar 0,04

Tabla 52 Analisis de varianza para peréxidos en el dia 10
F.V G.L S.C C.M F P.

VALOR

Total 20 1,69
Repeticién 2 0,10 0,05 1,29 0,3115
Tratamiento 6 1,13 0,19 4,89 0,0095
Error 12 0,46 0,04

Tabla 53 Ponderacion de tratamientos para peréxidos en el dia 10
TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO
1 1,56 A
2 1,49 A
7 1,07 A
6 1,00 A
5 1,00 A
4 1,00 A
3 1,00 A

Nota: Desviacion Estandar 0,11




Tabla 54 Andlisis de varianza para peroxidos en el dia 15
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F.V G.L S.C C.M F P.
VALOR

Total 20 1,64
Repeticion 2 0,34 0,17 4,78 0,0297
Tratamiento 6 0,86 0,14 4,00 0,0197
Error 12 0,43 0,04

Tabla 55 Ponderacion de tratamientos para peroxidos en el dia 15
TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO
2 1,49 A
1 1,49 A
5 1,15 A
3 1,15 A
7 1,00 A
6 1,00 A
4 1,00 A

Nota: Desviacion Estandar 0,11

Tabla 56 Analisis de varianza para peréxidos en el dia 20
F.V G.L S.C C.M F P.

VALOR

Total 20 1,52
Repeticion 2 0,28 0,14 4,57 0,0344
Tratamiento 6 0,86 0,14 4,52 0,0122
Error 12 0,38 0,03

Tabla 57 Ponderacion de tratamiento para peroxidos en el dia 20

TRATAMIENTOS

MEDIA

RANGO

oO~NWrOAERLDN

1,56
1,56
1,32
1,22
1,22
1,07
1,00

>>>>>>

Wwwww

Nota: Desviacion Estandar 0,10




Tabla 58 Analisis de varianza para peroxidos en el dia 25
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F.V G.L S.C C.M F P.
VALOR

Total 20 2,53
Repeticion 2 0,41 0,21 4,34 0,0554
Tratamiento 6 1,45 0,24 3,72 0,0148
Error 12 0,67 0,06

Tabla 59 Ponderacion de tratamientos para peroxidos en el dia 25
TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO
1 1,97 A
2 1,56 A B
5 1,49 A B
4 1,39 A B
3 1,22 B
7 1,22 B
6 1,15 B

Nota: Desviacion Estandar 0,14

Tabla 60 Analisis de varianza para peréxidos en el dia 30
F.V G.L S.C C.M F P.

VALOR

Total 20 4,57
Repeticion 2 1,45 0,72 21,66 0,0001
Tratamiento 6 2,72 0,45 13,60 0,0001
Error 12 0,40 0,03

Tabla 61 Ponderacion de tratamientos para peroxidos en el dia 30

TRATAMIENTOS

MEDIA

RANGO

OW~NOORELDN

2,21
2,21
1,56
1,49
1,39
1,39
1,32

A
A

WWwWwWww

Nota: Desviacion Estandar 0,11
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En las tablas de andlisis de varianza de peréxidos del dia 0 hasta el dia 30; una
vez comparados los valores de estudio, se observo las diferencias
significativas. Se realizé la comparacion con el método de Tukey con el 95% de
confiabilidad y al 5% de error, es decir valor de p =0,05. Se determiné que los
porcentajes de desviacion estdndar menor al 10%, se encuentran dentro de los
parametros de aceptabilidad. Se presentdé una estabilidad en formacion de
peréxidos de 2 meg/L maxima en el dia 30 en algunos tratamientos. Los
tratamientos con formacion baja de peréxidos fueron los tratamientos 6 y 7,

debido a las altas concentraciones de antioxidantes en su composicion.

Peroxidos

mg/L H202

12
’
’
’
’
’
’
U
’
’

— L :

Dia0 Dia5 Dial0 | Dial5 | Dia20 | Dia25 | Dia30

M Testigo| 0,00 0,33 1,50 1,33 1,50 3,00 4,00
W BHT 0,00 0,33 1,33 1,33 1,50 1,50 4,00
mT3 0,00 0,00 0,00 0,33 0,50 0,50 1,00
T4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,50 1,00 1,50
mT5 0,00 0,00 0,00 0,33 0,83 1,33 1,33
mT6 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,33 0,83

T7 0,00 0,00 0,17 0,00 0,17 0,50 1,00

Figura 46. Determinacién de perdxidos en salchichas de pollo
durante 30 dias

En la Figura 46 se puede observar el crecimiento paulatino de peroxidos, el
analisis de varianza determiné que en el dia 0 no se presentd la formacion de
peroxidos. Las soluciones antioxidantes dentro de las muestras pudieron inhibir
la presencia de los peroxidos analizados. Los cambios significativos se
reportan desde el dia 5, los tratamientos con mayor cantidad de perdxidos
formados son el tratamiento testigo y BHT, seguidos por el tratamiento 4,5y 3

en menor cantidad. Los tratamientos con menor cantidad de peréxidos
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formados en ese periodo de estudio son los tratamientos 6 y 7. Por lo cual, se
determind que tiempo de vida Util en las salchichas de pollo corresponde a 30

dias, en cuanto a presencia de peroxidos.
3.1.2.3 Acidez titulable

El estudio de las muestras permitio la determinacion de acidez titulable en cada
tratamiento durante 30 dias. La acidez titulable determina el contenido acido en
las muestras de salchichas de pollo, de acuerdo a su concentracion, el grado
de acidez establece la presencia de microorganismos y las reacciones

bioguimicas.

Solis 2015, en su manual de tecnologia de carnes manifiesta que al evaluar la
acidez titulable en 100 gramos de carne, los valores reportados para esta
variable estan dentro del rango de 0,30-0,60. En la presente investigacion, a
pesar de determinar la acidez titulable en embutidos, los porcentajes de acidez
oscilaban entre 0,22-0,60 durante un periodo de 30 dias, por lo cual, los
valores se determinan por la materia prima de manera inicial y posteriormente
por cambios intrinsecos del alimento. Sanchez et al 2009, sugiere que el grado
de acidez de productos carnicos se han visto influenciados por el deterioro del
alimento provocado por la presencia de microorganismos y enzimas. Cabe
recalcar que en el dia 0 se observan cambios significativos entre tratamientos a
diferencia de los dias posteriores, es decir, las muestras presentaron un bajo
porcentaje de acidez inicialmente, por adicién las soluciones antioxidantes y
seguidamente, los microorganismos y el deterioro del alimento determinaron el
incremento de la acidez. Zimerma 2007, establece que el control de la acidez
en la carne asegura la estabilidad microbiana debido a que a las condiciones
acidas no son toleradas por algunos microorganismos. Por lo cual, se deduce

que las soluciones antioxidantes cumplen un papel de conservacion.



Tabla 62 Analisis de varianza para acidez titulable en el dia 0
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F.V G.L S.C C.M F P.
VALOR

Total 20 0,07

Repeticion 2 0,04 0,02 16,70 0,0003

Tratamiento 6 0,02 3,2 E-03 3,03 0,0485

Error 12 0,01 1,1 E-03

Tabla 63 Ponderacion de tratamientos para acidez titulable en el dia 0

TRATAMIENTOS

MEDIA

RANGO

o wkr AN

0,32
0,28
0,26
0,26
0,24
0,24
0,22

>>>>>>

DWW W W w

Nota: Desviacion Estandar 0,02

Tabla 64 Analisis de varianza para acidez titulable en el dia 5

F.V G.L S.C C.M F P.
VALOR

Total 20 0,10

Repeticion 2 0,05 0,02 9,50 0,0034

Tratamiento 6 0,03 4,3 E-03 1,79 0,1849

Error 12 0,03 2,4 E -03

Tabla 65 Ponderacion de tratamientos para acidez titulable en el dia 5

TRATAMIENTOS

MEDIA

RANGO

GO WwWr hA~NN

0,34
0,34
0,30
0,30
0,28
0,26
0,24

>>>>>>>

Desviacion Estandar 0,03
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Tabla 66 Analisis de varianza para acidez titulable en el dia 10

F.V G.L S.C CM F P.
VALOR

Total 20 0,14

Repeticion 2 0,07 0,04 9,59 0,0032

Tratamiento 6 0,02 3,9 E-03 1,05 0,4440

Error 12 0,05 3,8 E -03

Tabla 67 Ponderacion de tratamientos para acidez titulable en el dia 15

TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO

7 0,40
0,34
0,32
0,32
0,32
0,32
0,28

dwWwrhoN
>>>>>>>

Nota: Desviacion Estandar 0,04

Tabla 68 Analisis de varianza para acidez titulable en el dia 15

F.V G.L S.C C.M F P.
VALOR

Total 20 0,25

Repeticion 2 0,20 0,10 46,08 0,0001

Tratamiento 6 0,03 4,8 E-03 2,24 0,1105

Error 12 0,03 2,1 E -03

Tabla 69 Ponderacion de tratamientos para acidez titulable en el dia 15

TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO

0,40
0,40
0,40
0,34
0,34
0,34
0,30

AW RN
>>>>>>>

Nota: Desviacion Estandar 0,03
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Tabla 70 Analisis de varianza para acidez titulable en el dia 20

F.V G.L S.C C.M F P.
VALOR

Total 20 0,28

Repeticion 2 0,24 0,12 78,78 0,0001

Tratamiento 6 0,02 3,6 E-03 2,33 0,0997

Error 12 0,02 15E-03

Tabla 71 Ponderacion de tratamientos para acidez titulable en el dia 20

TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO

0,42
0,42
0,40
0,38
0,36
0,34
0,34

WhrOoOOINNPE
>>>>>>>

Nota: Desviacion Estandar 0,02

Tabla 72 Analisis de varianza para acidez titulable en el dia 25

F.v G.L S.C C.M F P.
VALOR

Total 20 0,37

Repeticion 2 0,23 0,12 18,50 0,0002

Tratamiento 6 0,05 0,01 1,34 0,3121

Error 12 0,08 20,01

Tabla 73 Ponderacion de tratamientos para acidez titulable en el dia 25

TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO

7 0,52
0,48
0,44
0,42
0,40
0,40
0,36

BworaNn
>>>>>>>

Nota: Desviacion Estandar 0,05
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Tabla 74 Analisis de varianza para acidez titulable en el dia 30

F.V G.L S.C C.M F P.
VALOR

TOTAL 20 0,27

REPETICION 2 0,11 0,06 7,56 0,0075

TRATAMIENTO | 6 0,07 0,01 1,69 0,2070

ERROR 12 0,09 0,01

Tabla 75 Ponderacion de tratamientos para acidez titulable en el dia 30

TRATAMIENTOS | MEDIA RANGO
7 0,60 A
5 0,50 A
3 0,50 A
2 0,48 A
6 0,44 A
1 0,44 A
4 0,40 A

Desviacion Estandar 0,05

En las tablas de andlisis de varianza de acidez titulable del dia 0 hasta el dia
30, asi como en las tablas de ponderacién de tratamientos se observa el
analisis de los valores de acidez titulable de las muestras. Una vez comparados
los valores de estudio, se observé las diferencias significativas y se realizé la
comparacion con el método de Tukey con el 95% de confiabilidad y al 5% de
error, es decir valor de p =0,05. Se determind que los porcentajes de
desviacion estandar menor al 10%, se encuentran dentro de los parametros de
aceptabilidad. Los resultados de esta investigacion determinaron que los
tratamientos que mantienen una acidez apropiada son los tratamientos en los
cuales las soluciones antioxidantes contaban con la presencia de &cido

ascorbico.
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Acidez Titulable
0,7
0,6
0,5
N
s 04
< 03
N
0,2
0,1
0
Dia0 Dia5 Dial0 Dial5 Dia20 Dia25 Dia30
m Testigo| 0,26 0,3 0,32 0,4 0,42 0,42 0,44
B BHT 0,28 0,34 0,34 0,4 0,42 0,48 0,48
mT3 0,24 0,28 0,32 0,34 0,34 0,4 0,5
mT4 0,26 0,3 0,32 0,34 0,34 0,36 0,4
mT5 0,22 0,24 0,28 0,3 0,38 0,44 0,5
mT6 0,24 0,26 0,32 0,34 0,36 0,4 0,44
T7 0,32 0,34 0,4 0,4 0,4 0,52 0,6

Figura 47. Medicion de acidez titulable en salchichas de pollo durante
30 dias.

En la Figura 47 se puede observar el crecimiento paulatino de la acidez
titulable, el andlisis de varianza determin6 que en el dia 0 se presentan
diferencias significativas asociadas al aumento de la acidez. Las soluciones
antioxidantes dentro de las muestras pudieron determinar los valores de acidez
titulable analizados. Los tratamientos se encuentran dentro de los estandares
establecidos en todos los tratamientos, por lo cual, se determind que en el caso
de la acidez titulable, el tiempo de vida atil en las salchichas de pollo

corresponde a 30 dias.
3.1.2.4 Efecto antioxidante
3.1.2.4.1 Recta de calibracion

Mediante la recta de calibracion se obtuvieron los valores de absorbancia para

las diluciones de DPPH, como se muestran en la Tabla 76.
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Tabla 76 Concentraciones de DPPH, determinacién de absorbancia en
espectrofotometro UV para recta de calibracion.

CONCENTRACION ABSORBANCIA
a Blanco 0,000
b 0,01 0,082
C 0,02 0,155
d 0,04 0,343
e 0,05 0,438
f 0,10 0,901

Se realiz6 la recta de calibracion DPPH, se aplico la férmula de regresién lineal
y se determiné el R% En la figura 47 se observa la recta de calibracién de
DPPH, en la cual el R? es 0,991; con el fin de verificar el efecto antioxidante de
los tratamientos se adicion6 a las concentraciones de DPPH las soluciones
antioxidantes. El método DPPH o de decoloracion a través del 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil permitié determinar la capacidad antioxidante de las soluciones
utilizadas en los tratamientos. Los radicales libres del compuesto tienen como
funcién estabilizarse electroquimicamente mediante la captacion de un

electréon, generando mas radicales libres (Housam, Warid y Zaid, 2014).

1Recta de calibracién DPPH
et
508

506 y = 9,0684x - 0,0127
g e R2 = 0,9991
20,4 o

o
£02
0 ('/‘
0.2 0,05 0.1 0,15

Concentracioén

Figura 48. Recta de calibracién DPPH, absorbancia de 517 nm.

En esta investigacion, se realiz0 la recta de calibracion con el compuesto

DPPH (Figura 48). Este compuesto es fotosensible por lo cual se realizaron las
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pruebas en oscuridad, el compuesto, al ser de color violeta cambia
instantaneamente al afadir las soluciones antioxidantes porque estas atrapan
los radicales libres reduciendo el color, debido al efecto antioxidante. Mediante
la medicion de la recta se puede determinar la absorbancia del compuesto a
517nm (Kuskoski et al, 2005). Por lo tanto, en la Figura 49 y Figura 50 se
observa la concentracion vs la absorbancia en las soluciones antioxidantes del
tratamiento 6 y tratamiento 7; constatando que al realizar la regresion lineal se
forma una recta y el R? es de 0,997 para el tratamiento 6 y el R? es de 0,997

para el tratamiento 7.

Concentracion vs Absorbancia
Tratamiento 6 - 0,5337x - 0,0002
0,03 R?2=0,9975

S 0,025

3 002

g 0,015

S 001

"': 0,005

S

2 0

-0.005 d) 0,02 0,04 0,06

Concentracion

Figura 49. Concentracion vs absorbancia de las soluciones
antioxidantes.
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Concentracion vs Absorbancia

Tratamiento 7 y = 14,636x - 0,0165

R?=0,9973
0,8

0,7
0,6
0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

Absorbancia de Solucién

o

-0,1

0,02 0,04 0,06

o4

Concentracion

Figura 50. Concentracibn vs Absorbancia de las soluciones
antioxidantes.

Repo y Encina 2008, establecen que la capacidad antioxidante de un alimento
depende de los compuestos que lo conforman; por lo cual, en su estudio de
capacidad antioxidante aceites esenciales determinan que los compuestos
activos en conjunto con componentes fendlicos, carotenos y acido ascérbico
generan mayor efecto antioxidante. Housam, Warid y Zaid 2014, mencionan
que el efecto antioxidante entre el DPPH y un antioxidante determinan el
tiempo en que tarden en producirse esta reaccion de efecto antioxidante,
debido a que la combinacion de antioxidantes produce un efecto sinergista y
provoca la atraccion de radicales libres. Kuskoski et al 2005, sugiere que la
concentracion de un extracto determina la actividad antioxidante. El método de
DPPH fija un periodo de 30 minutos para evaluar la captacion de radicales
libres a pesar de que estos poseen una vida corta. Por lo cual, el tiempo es un
factor primordial en este estudio. En la Figura 51 y Figura 52 se representan las
curvas de la absorbancia de las soluciones antioxidantes con las
concentraciones de DPPH medidas en un periodo de 30 minutos, en las cuales

el valor decrece debido a la captacion de radicales libres.
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Absorbancia vs Tiempo

Tratamiento 6 y = -0,0106x + 1,0727

0,8 : GEE—

0,6

0,4
0,2

Absorbancia de Solucion

10 20 30 40

Tiempo (minutos)

R*=0,9688

Figura 51. Absorbancia de Solucién antioxidante del tratamiento 6 en

30 minutos.
Absorbancia vs Tiempo
Tratamiento 7

c y = -0,0003x + 2,4978

€ 25 R?=0,9838

= 2,498

2 2,49 ‘\0\

< 2,494 \

S 2,492

£ 549 T

€ 2,488

é 0 10 20 30 40

Tiempo (minutos)

Figura 52. Absorbancia de Solucién antioxidante del tratamiento 7
en 30 minutos.
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Se realizo la evaluacion de la absorbancia vs el tiempo de los tratamientos 6 y

7; en los cuales las absorbancias establecen el grado de inhibicion de radicales

libres. En la figura 51 y 52 se observa como actlan las soluciones

antioxidantes y mediante el R? se determina que el tratamiento 7 que contiene
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1000 ppm de aceite esencial de guayaba es el tratamiento con mayor potencial
antioxidante con R?de 0,98 y % de capacidad antioxidante de 92%.

En el caso del tratamiento 6 el R? es de 0,96 y el % capacidad antioxidante de
73%. Esto quiere decir que las soluciones antioxidantes cumplen su funcién y
su efecto dentro de las salchichas de pollo, comprobando que el analisis
presentaron cambios minimos pero el efecto antioxidante ha actuado evitando

deterioro del alimento.
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4. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
4.1 Conclusiones

El efecto antioxidante del aceite esencial de guayaba en combinacién con acido
ascorbico en salchichas de pollo presentd resultados positivos en las
evaluaciones microbiolégicas y fisico quimicas. Las salchichas de pollo con
soluciones antioxidantes demostraron mejores resultados que la salchicha

testigo y la salchicha con BHT.

En el andlisis microbiolégico se evaludé Aerobios mesofilos, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Las soluciones antioxidantes controlaron el crecimiento
de las ufc de Aerobios Mesofilos y Staphylococcus Aureus, es decir, que el
desarrollo de microorganismos se encuentra dentro de los parametros
establecidos por la norma INEN, presentando un cambio significativo durante el

periodo de evaluacion de 30 dias.

En el caso de Escherichia coli no se reportd unidades formadoras de colonias
debido a que la salchicha de pollo fue sometida a un tratamiento térmico en el

cual se redujo notablemente el crecimiento de este microorganismo.

En el andlisis fisico quimico se evalué el pH, peréxidos y acidez titulable. La
salchicha con presencia de las soluciones antioxidantes no presentaron un
cambio significativo apreciable durante el periodo de evaluacién de 30 dias.
Estos analisis se mantuvieron dentro de los rangos permitidos pero son

factores decisivos para el desarrollo de los microorganismos.

De acuerdo a la evaluacion,los tratamientos 6ptimos fueron el tratamiento 6
(1000ppm Aceite Esencial de Guayaba +700 ppm Acido ascorbico.) y
tratamiento 7(1000ppm Aceite Esencial de Guayaba). Las dosificaciones con

soluciones antioxidantes mas altas presentaron mejores resultados.

Las soluciones antioxidantes del tratamiento 6 y tratamiento 7 se sometieron a
un analisis de efecto antioxidante a través del método de decoloracion de 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil en el espectrofotometro UV.
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Los resultados del porcentaje de capacidad antioxidante para cada tratamiento
son: 73% para el tratamiento 6 y 92% para el tratamiento 7. Es decir que, el
aceite esencial de guayaba en combinacién con acido ascoérbico en altas
concentraciones es una solucién antioxidante potente para salchichas de pollo.
En cambio, el aceite esencial de guayaba es altamente antioxidante, mejor que
la solucion antioxidante del tratamiento 6. Debido a la accion de los
componentes del aceite esencial de guayaba, esta solucion controla el

crecimiento de microorganismos en salchichas de pollo.

La vida util de las salchichas de pollo se determind en tiempo real, los criterios
de evaluacién que establecieron la durabilidad del embutido con soluciones
antioxidantes fueron las unidades formadoras de colonias. Para el tratamiento 6
y tratamiento 7 la estimacion de vida util es de 30 dias. Los analisis
fisicoquimicos no presentaron cambios significativos, por lo tanto no garantizan

la estimacién del tiempo de vida util.
4.2 Recomendaciones

Dadas las conclusiones, se recomienda que en préximas investigaciones se
evalle las soluciones antioxidantes en diversos embutidos a partir de las dosis

establecidas.

Se recomienda realizar una evaluacion sensorial de las salchichas de pollo con
soluciones antioxidantes que contengan aceite esencial de guayaba en
combinacion con acido ascorbico, con el fin de determinar las caracteristicas

organolépticas.

Se recomienda evaluar los componentes bioactivos de las soluciones

antioxidantes optimas, con el fin de establecer su accion en salchichas de pollo.
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Anexo 1. Aerobios Mesdfilos, datos de unidades formadoras de colonias. Promedio de la evaluacion durante 30 dias.

Re

pe aerobi aerob | aerobio

tic | Trata aerobios os 5 aerobios | aerobios | aerobios |ios25| s 30

i6 | mient | aerobio | aerobios | aerobio | aerobios | aerobios 0 Raiz Raiz 10 Raiz 15 Raiz 20 Raiz Raiz Raiz

n 0 s 0 5 s 10 15 20 aerobios 25 aerobios 30 (n+1) (n+1) (n+1) (n+1) (n+1) (n+1) | (n+1)

1 1 0 0 500 4033 5567 9000 31067 1,00 1,00 22,38 63,51 74,62 | 94,87 | 176,26
134,5

1 2 33 600 1100 2300 9500 18100 19700 5,83 24,52 33,18 47,97 97,47 4| 140,36
161,7

1 3 0 667 700 15467 24933 26167 34033 1,00 25,85 26,48 124,37 157,91 7| 184,48
103,1

1 4 0 100 1267 1800 8567 10633 26500 1,00 10,05 35,61 42,44 92,56 2| 162,79
100,6

1 5 0 0 133 133 667 10133 18633 1,00 1,00 11,58 11,58 25,85 7| 136,51

1 6 0 100 167 633 3833 4267 4900 1,00 10,05 12,96 25,18 61,92 | 65,33 70,01

1 7 33 67 67 233 267 300 300 5,83 8,25 8,25 15,30 16,37 | 17,35 17,35
136,2

2 1 0 67 1500 5667 16800 18567 26233 1,00 8,25 38,74 75,29 129,62 6| 161,97
105,0

2 2 0 0 500 2567 9100 11033 21867 1,00 1,00 22,38 50,68 95,40 4| 147,88

2 3 0 0 300 4300 7867 7700 45200 1,00 1,00 17,35 65,58 88,70 | 87,76 | 212,61

2 4 0 0 33 667 4200 5233 13033 1,00 1,00 5,83 25,85 64,82 | 72,35| 114,17
151,0

2 5 0 33 67 333 333 22800 34467 1,00 5,83 8,25 18,28 18,28 0| 185,66

2 6 0 0 67 167 200 333 2796 1,00 1,00 8,25 12,96 14,18 | 18,28 52,89

2 7 33 33 67 67 100 1133 133 5,83 5,83 8,25 8,25 10,05 | 33,67 11,58
134,2

3 1 0 100 700 4467 15833 18033 20367 1,00 10,05 26,48 66,84 125,83 9| 142,72
110,1

3 2 33 200 767 2767 8800 12133 24333 5,83 14,18 27,71 52,61 93,81 6| 155,99
191,6

3 3 0 933 5133 12000 14567 36733 40033 1,00 30,57 71,65 109,55 120,70 6| 200,09

3 4 0 233 900 4033 6333 6567 10300 1,00 15,30 30,02 63,51 79,59 | 81,04 | 101,49
115,7

3 5 0 33 100 400 1300 13400 26233 1,00 5,83 10,05 20,02 36,07 6| 161,97

3 6 0 267 600 933 5067 6300 8667 1,00 16,37 24,52 30,56 71,19 | 79,38 93,10

3 7 0 67 100 100 133 200 367 1,00 8,25 10,05 10,05 11,58 | 14,18 19,18
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Anexo 2. Staphylococcus Aureus, datos de unidades formadoras de colonias. Promedio de la evaluacion durante 30

dias.
s.aure | s.aure | s.aure | s.aure | s.aure | s.aure | s.aure
us O usb us 10 | us15 | us20 | us25 | us 30
Repetici | Tratamie | s.aure | s.aure | s.aure | s.aure | s.aure | s.aure | s.aure | Raiz Raiz Raiz Raiz Raiz Raiz Raiz

on nto us 0 us5 | us10 [ us15 | us20 | us25 | us30 | (n+l) | (n+1) | (n+1) | (n+1) | (n+1) | (n+1) | (n+1)
1 1 0 33 67 100 233 233 3267 1 5,83 8,25 10,05| 15,30| 15,30| 57,16
1 2 0 0 67 133 967 5767 | 13200 1 1,00 8,25| 11,58| 31,11| 75,95| 114,90
1 3 0 33 67 167 7933 | 12800 | 14567 1 5,83 8,25| 12,96| 89,07 | 113,14| 120,70
1 4 0 0 33 100 2833 | 11033 | 14200 1 1,00 583| 10,05| 53,24| 105,04| 119,17
1 5 0 33 67 100 4033 | 7467 | 13233 1 5,83 8,25| 10,05| 63,51| 86,42| 115,04
1 6 0 0 33 433 1333 | 1767 | 6833 1 1,00 583| 20,83| 36,52| 42,05| 82,67
1 7 0 33 100 133 167 400 633 1 583| 10,05| 11,58| 1296| 20,02| 25,18
2 1 0 0 0 33 33 67 2967 1 1,00 1,00 5,83 5,83 8,25| 54,48
2 2 0 0 0 33 767 | 5400 | 13333 1| 1,00/ 1,00 5,83| 27,71| 73,49]| 115,47
2 3 0 0 33 167 6967 | 9633 | 15867 1 1,00 583| 1296| 83,47| 98,15| 125,97
2 4 0 0 33 67 2800 | 11133 | 12667 1 1,00 5,83 8,25| 52,92| 105,52 | 112,55
2 5 0 0 33 167 2433 | 8033 | 14633 1 1,00 583| 1296| 49,34| 89,63| 120,97
2 6 0 0 33 667 867 1167 | 7367 1 1,00 583| 2585| 29,46| 34,18| 85,84
2 7 0 0 33 67 133 267 800 1 1,00 5,83 825| 11,58| 16,37| 28,30
3 1 0 0 33 33 67 133 3400 1 1,00 5,83 5,83 8,25| 11,58| 58,32
3 2 0 0 33 33 667 6100 | 13133 1 1,00 5,83 583| 25,85| 78,11 114,61
3 3 0 0 33 100 8100 | 9867 | 16100 1 1,00 583| 10,05| 90,01| 99,34| 126,89
3 4 0 0 33 133 2900 | 10300 | 12767 1 1,00 583| 11,58| 53,86| 101,49| 113,00
3 5 0 0 33 100 3167 | 8367 | 15100 1 1,00 583| 10,05| 56,28| 91,48]| 122,89
3 6 0 0 33 567 1433 | 1500 | 7667 1 1,00 583| 23,83| 37,87| 38,74| 87,57
3 7 0 0 33 133 167 567 733 1 1,00 583| 11,58| 12,96| 23,83| 27,09




Anexo 3. Determinacion de pH, promedio de datos evaluados durante 30 dias.

Repeticion | Tratamiento PHO PH5 PH10 PH15 PH20 PH25 PH30
1 1 6,43 5,96 5,93 51 4,95 4,88 4,88
1 2 6,64 6,34 6,07 5,92 575 5,66 5,63
1 3 6,28 6,08 6 5,96 5,93 5,81 5,54
1 4 6,36 6,09 5,86 577 5,66 5,58 4,92
1 5 6,32 6,16 6,02 6,01 5,95 5,82 5,06
1 6 6,3 6,29 6,12 5,96 594 5,84 5,78
1 7 6,42 6,05 5,95 5,83 5,83 5,79 5,69
2 1 6,7 6,59 6,51 6,3 5,57 543 5,19
2 2 6,64 6,57 6,53 6,23 6,21 6,16 5,99
2 3 6,55 6,54 6,51 6,31 6,27 6,24 6,17
2 4 6,59 6,57 6,45 6,45 6,44 6,42 6,24
2 5 6,56 6,56 6,56 6,52 6,25 6,22 6,17
2 6 6,58 6,46 6,45 6,41 6,25 6,22 6,17
2 7 6,53 6,43 6,31 6,31 6,28 6,26 6,16
3 1 6,68 6,57 6,49 6,28 5,55 541 517
3 2 6,62 6,55 6,51 6,21 6,19 6,14 5,97
3 3 6,53 6,52 6,49 6,29 6,25 6,22 6,15
3 4 6,6 6,58 6,47 6,44 6,4 6,38 6,2
3 5 6,52 6,52 6,48 6,44 6,17 6,11 6,06
3 6 6,59 6,44 6,43 6,39 6,23 6,2 6,14
3 7 6,55 6,45 6,33 6,3 6,27 6,25 6,12
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Anexo 4. Determinacion de peréxidos, promedio de datos evaluados durante 30 dias
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P10 P15 P20 P25 P30

PO Raiz | P5 Raiz | Raiz Raiz Raiz Raiz Raiz

Repeticion | Tratamiento | PO | P5 | P10 | P15 | P20 P25 P30 (n+1) (n+1) (n+1) (n+1) (n+1) | (n+1) | (n+1)
1 1 0 0 |05 0 0,5 2 2 1,0 1,0 1,2 1,0 12 1,7 1,7
1 2 0 0 0 0 0,5 0,5 2 1,0 1,0 1,0 1,0 1.2 1.2 1,7
1 3 0 0 0 0 0,5 0,5 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,2 1,2 1,2
1 4 0 0 0 0 0,5 0,5 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0 1.2 12 1,2
1 5 0 0 0 0 0 0 0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
1 6 0 0 0 0 0 0 0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
1 7 0 0 |05 0 0 0,5 0,5 1,0 1,0 1,2 1,0 1,0 12 1,2
2 1 0|05 2 2 2 2 5 1,0 1,2 1,7 1,7 1,7 1,7 2,4
2 2 005 2 2 2 2 5 1,0 12 1,7 1,7 1,7 1,7 2,4
2 3 0 0 0 05 | 05 0,5 0,5 1,0 1,0 1,0 1,2 1,2 1,2 1,2
2 4 0 0 0 0 0,5 2 2 1,0 1,0 1,0 1,0 12 1,7 1,7
2 5 0 0 0 0,5 0,5 2 2 1,0 1,0 1,0 1,2 1,2 1,7 1,7
2 6 0 0 0 0 0 0,5 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 12 1.2
2 7 0 0 0 0 0 0,5 0,5 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 12 1,2
3 1 0| 05 2 2 2 5 5 1,0 1,2 1,7 1,7 1,7 2,4 2,4
3 2 005 2 2 2 2 5 1,0 12 1,7 1,7 1,7 1,7 2,4
3 3 0 0 0 05 | 05 0,5 2 1,0 1,0 1,0 1,2 1,2 1,2 1,7
3 4 0 0 0 0 0,5 0,5 2 1,0 1,0 1,0 1,0 12 12 1,7
3 5 0 0 0 0,5 2 2 2 1,0 1,0 1,0 1,2 1,7 1,7 1,7
3 6 0 0 0 0 0 0,5 2 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0 1,2 1,7
3 7 0 0 0 0 0,5 0,5 2 1,0 1,0 1,0 1,0 1.2 12 1,7




Anexo 5. Determinacion de acidez titulable, promedio de datos evaluados durante 30 dias.

Repeticion | Tratamiento ATO ATS AT10 AT15 AT20 AT25 AT30
1 1 0,3 0,3 0,3 0,6 0,6 0,6 0,6
1 2 0,36 0,42 0,42 0,54 0,6 0,48 0,6
1 3 0,3 0,36 0,36 0,42 0,42 0,48 0,48
1 4 0,3 0,42 0,42 0,48 0,48 0,6 0,6
1 5 0,3 0,3 0,36 0,42 0,54 0,6 0,6
1 6 0,3 0,3 0,42 0,42 0,48 0,6 0,6
1 7 0,36 0,42 0,6 0,6 0,6 0,72 0,6
2 1 0,24 0,3 0,36 0,3 0,3 0,3 0,36
2 2 0,24 0,3 0,3 0,3 0,3 0,48 0,36
2 3 0,24 0,24 0,3 0,3 0,3 0,42 0,6
2 4 0,18 0,3 0,3 0,3 0,24 0,18 0,3
2 5 0,18 0,24 0,24 0,24 0,3 0,36 0,42
2 6 0,18 0,18 0,24 0,3 0,3 0,3 0,36
2 7 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,42 0,6
3 1 0,24 0,3 0,3 0,3 0,36 0,36 0,36
3 2 0,24 0,3 0,3 0,36 0,36 0,48 0,48
3 3 0,18 0,24 0,3 0,3 0,3 0,3 0,42
3 4 0,3 0,18 0,24 0,24 0,3 0,3 0,3
3 5 0,18 0,18 0,24 0,24 0,3 0,36 0,48
3 6 0,24 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,36
3 7 0,3 0,3 0,3 0,3 0,3 0,42 0,6
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Anexo 6. Evaluacion de efecto antioxidante durante 30 minutos. Datos de

tratamiento 6 y tratamiento 7.

Tratamiento 6 Tratamiento 7
t/ (min) ABS t/ (min) ABS

1 1,096 1 2,498
2 1,069 2 2,498
3 1,053 3 2,498
4 1,046 4 2,498
5 1,029 5 2,496
6 1,018 6 2,496
7 0,998 7 2,496
8 0,986 8 2,496
9 0,974 9 2,496
10 0,953 10 2,495
11 0,937 11 2,495
12 0,924 12 2,495
13 0,918 13 2,495
14 0,909 14 2,495
15 0,902 15 2,494
16 0,895 16 2,494
17 0,881 17 2,494
18 0,873 18 2,494
19 0,865 19 2,494
20 0,859 20 2,493
21 0,836 21 2,493
22 0,822 22 2,493
23 0,815 23 2,493
24 0,804 24 2,493
25 0,801 25 2,491
26 0,799 26 2,491
27 0,798 27 2,491
28 0,798 28 2,491
29 0,796 29 2,491
30 0,795 30 2,49




