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RESUMEN

En la actualidad los alimentos contienen mayor cantidad de conservantes
sintéticos, que pueden causar efectos nocivos a futuro por una acumulacion de
cantidades residuales en el organismo del consumidor, por este motivo en este
estudio se utilizé antioxidantes naturales en alimentos. La investigacidn
comprobd el efecto antioxidante de las soluciones de aceite esencial de
albahaca, cilantro, guayaba como preservantes naturales. Se realizé 9
tratamientos que se aplicaron en las salchichas de pollo para evaluar el
crecimiento microbioldgico y los cambios fisico-quimicos en este embutido.
Después del analisis microbiolégico se comprobd que los tratamientos éptimos
son: T8 (800 ppm aceite esencial de albahaca+ 800 ppm aceite esencial de
cilantro+ 800 ppm aceite esencial de guayaba) yT6 (1000 ppm aceite esencial
de cilantro). El estudio de vida util se realizé durante un periodo de 30 dias, la
humedad se mantuvo en 70% y un pH final de 4,13. Se determin6é que las
soluciones antioxidantes permiten la estabilidad de las salchichas de pollo
mediante la disminucion de unidades formadoras de colonias y control fisico
quimico. Los tratamientos aplicados actuaron efectivamente sobre Aerobios
totales, Staphylococcus aureus, Salmonella y Echerichia coli disminuyendo la
presencia de unidades formadores de colonias, manteniendo las UFC en los
rangos segun la norma INEN 1338.Para verificar la efectividad del estudio, se
realizd la evaluacion del efecto antioxidante a los aceites esenciales de
albahaca, cilantro y guayaba mediante el método de decoloracion DPPH (1,1-
difenil- 1-picrilhidrazil). Este método determino la capacidad antioxidante de los
aceites esenciales con un porcentaje: albahaca 82%, cilantro 93%, guayaba
98%.



ABSTRACT

Food has more synthetic preservatives that could cause future effects in health,
because of residual accumulation of it in the consumer's body. For this reason,
this study proposes the use of natural antioxidants as a preservative in food
obtained basil, cilantro, and guava in a different solution of each one. This
project researched 9 treatments which were used in chicken sausages to
evaluate the microbiological growth and the changes in physical-chemical
properties. After the analysis, the results show as optimal treatments T8 (800
ppm essential oil of basil + 800 ppm essential oil of cilantro + 800 ppm essential
oil of guava) and T6 (1000 ppm essential oil of cilantro), which shelf-life study
was analyzed during 30 days, the sausage’s moisture maintained in 70% and a
final pH of 4,13. The antioxidant solutions allow the stability of the chicken
sausages by reducing colony forming units and chemical physical control. The
treatments were effective on total aerobes, Staphylococcus aureus, Salmonella
and Escherichia coli, which were according of the ranges of food code INEN
1338. The effectiveness of the project was verified of the results obtained in the
antioxidant analysis of each essential oils using the method DPPH (1,1-
diphenyl-1-picrylhydrazyl). This method determined the antioxidant capacity of

essential oils: basil 82%, cilantro 93% and guava 98%.
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1. CAPITULO I. INTRODUCCION

1.1 Antecedentes

Desde épocas antiguas se han utilizado preservantes en los alimentos como la
sal, humo, vinagre o especies. En la actualidad, las industrias utilizan en la
mayoria de sus productos preservantes quimicos o sintéticos(Castillo, 2007).
El problema es la incorrecta manipulacién de las dosis y concentraciones altas
que se aplica a un producto alimenticio(Longo, 2013). Las industrias
alimenticias emplean en sus productos conservantes comerciales como
propianatos, sorbato y benzoatos(Hernandez A. , 2010). La tendencia del
consumidor es la disminucién de conservantes en productos alimenticios,
debido a que éstos pueden provocar alergias, asma, diarrea. Algunas
personas buscan consumir productos naturales para evitar que la residualidad

de los preservantes quimicos causen dafo a la salud(Reyes, 2012).

Una opcidon es el uso de sustancias antimicrobianas como agentes
antipardeamiento y antioxidantes naturales. Los antioxidantes cumplen
funciones importantes como: retardar los procesos de oxidacion provocados
por los rayos de luz, contacto con metales, etc. Entre los antioxidantes
naturales tenemos el acido ascoérbico, especies con compuestos

antimicrobianos(Anderson & Calderdn, 1999).

Los aceites esenciales son productos constituidos principalmente por
compuestos volatiles, contienen compuestos alifaticos de bajo peso molecular
(alcanos, alcoholes, cetonas), monoterpenos, sesquiterpenos, fenilpropanos y
flavonoides. Los aceites esenciales y sus compuestos volatiles son aplicados
en los alimentos como antimicrobianos (Martinez A. , 2011). Ademas se puede
identificar los compuestos volatiles de aceites esenciales de especias y plantas
como cilantro rico en Linalol, E-2-Decanal (70%), Tomillo rico en Timol (10-
64%), Carvacrol (2-11%), y- Terpineno (2-31%)(Reyes, 2012), Albahaca rica en

eugenol y estragol. Se debe identificar el efecto antioxidante de cada aceite



esencial (Pino A, 2015). Investigar el compuesto activo del aceite esencial que

asigna el afecto antioxidante y no permite el desarrollo de microorganismos.

1.2 Problematica

Las industrias carnicas son ejemplo de industrias que utilizan un alto contenido
de conservantes en la elaboracion de subproductos carnicos. Las salchichas en
su formulacion contienen ingredientes como carne, fosfatos, nitratos,
preservantes quimicos, grasa, sodio y condimentos. El problema en la
salchicha son los nitritos y nitratos por las dosis y concentraciones. Sin
embargo éstos ayudan a conservar el color a los productos carnicos, y actuan
como conservantes y antioxidantes(Andrée S, 2010).Para reemplazar o
disminuir el uso de preservantes quimicos existen alternativas como son los
aceites esenciales que poseen un efecto antioxidante que inhibe el crecimiento
de microorganismos. El desarrollo de los microorganismos en los alimentos es
el riesgo que mas se debe controlar para evitar una contaminacion en el mismo
y es la razon por la que se investiga el poder antioxidante de los aceites
esenciales contra microorganismos patdégenos. Los microorganismos mas
comunes son Staphylococcus, Aerobios totales, Salmonella y Escherichia coli,
la aplicacion del aceite esencial en salchichas de pollo tipo Frankfurt actuara

como antioxidante y no permitira el desarrollo de microorganismos.

1.3 OBJETIVOS

1.3.1 Objetivo General

Determinar el efecto antioxidante del aceite esencial de albahaca (Ocimum
basilicum), cilantro (Coriandrum sativum) y guayaba (Psidium guajava) en

salchichas de pollo tipo Frankfurt

1.3.2 Objetivos Especificos

e Identificar el poder antioxidante de los aceites de albahaca (Ocimum

basilicum), cilantro (Coriandrum sativum) y guayaba (Psidium guajava).



e Determinar el efecto antimicrobiano en salchichas tipo Frankfurt que han
sido tratadas con aceites esenciales de albahaca (Ocimum basilicum),
cilantro (Coriandrum sativum) y guayaba (Psidium guajava).

e Determinar el deterioro de la grasa en salchichas de pollos tipo Frankfurt
que han sido tratadas con aceites esenciales de albahaca (Ocimum

basilicum, cilandro (Coriandrum sativum) y guayaba (Psidium guajava).

2. CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1 Aditivos alimentarios

Los aditivitos forman parte de nuestra vida cotidiana y se asocian a los tiempos
modernos. Una de las grandes preocupaciones del hombre a lo largo de la
historia consiste en alargar el periodo de conservacion de los alimentos para
una época de escasez, por tal razén se desarrollaron diferentes técnicas de
conservacion. Segun establece el real Decreto 3177/1983, los aditivos
alimentarios son sustancias que no se consumen como un alimento, sino se
afiaden intencionalmente a los alimentos con fines tecnoldgicos en la fase de
su fabricacion, transformacion, preparacion, tratamiento, envasado, transporte
o almacenamiento(Jiménez, 2008).Las industrias alimentarias deben facilitar la
disponibilidad de alimentos acorde al incremento de la poblacion, para cubrir
las necesidades dela sociedad, se deben mejorar e innovar los procesos
tecnoldgicos, incluyendo aditivos alimentarios en la elaboracion de productos.
Los beneficios del uso de aditivos alimentarios son: alimentos sanos, precios
accequibles, variabilidad de productos(Rodriguez, 1999). El uso general de
aditivos alimentarios en las industrias alimentarias, han obligado a establecer
controles que regulen su correcta utilizacidén, para que una sustancia sea
admitida como aditivo debe estar bien caracterizada quimicamente y superar
los controles toxicoldgicos establecidos por parte de los correspondientes
organismos sanitarios. EI Comité del Codex sobre Aditivos Alimentarios y
Contaminantes de los Alimentos ( CCFAC) elaboré el sistema Internacional de

Numeracion de Aditivos Alimentarios(SIN) para establecer un sistema numérico



internacional acordado de identificacién de los aditivos alimentarios en las listas
de ingredientes(Codex Alimentarius, 2000). En Ecuador la entidad encargada
de la regulacion de los aditivos es el Instituto Nacional Ecuatoriano de
Regulacion (INEN). La Norma establecida por la entidad es la NTE INEN 2074
(Aditivos Alimentarios permitidos para consumo Humano) adoptado de la
norma general del Codex, la norma indica los requisitos y la lista de productos

que se identifican como aditivos(INEN, 2012).

La ingesta diaria (IDA) es el contenido maximo de un aditivo que puede
autorizarse en un alimento (Hernandez A. , 2010).A partir del IDA se establece
el nivel de uso o nivel de tratamiento. Por ejemplo el Maltol potenciador que
se absorbe en el intestino y se elimina en la orina, el IDA es 1 mg/kg de peso,
para una persona de 80 kg podra ingerir 80 mg de Maltol(FAO, 1995). Ademas
la ingesta diaria admisible no especifica (NE) es una expresion aplicada a
sustancias alimentarias de muy baja toxicidad cuya ingesta alimentaria no

represente un riesgo en la salud(INEN, 2013).

Los aditivos alimentarios se clasifican segun el cédigo Alimentario Espafol, en
4 grandes grupos de aditivos alimentarios segun la funcién que desemperien
(Hernandez, 2010).

Antioxidantes y Conservantes o0 Preservantes: Sustancias que evitan

alteraciones quimicas y bioldgicas.

Edulcorantes artificiales, potenciadores de sabor, colorantes: Sustancias

que modifican las caracteristicas organolépticas.

Emulgentes, espesantes, gelificantes, reguladores de PH: Estabilizadores

del aspecto y sus caracteristicas fisicas.

Mejoradores de la panificacion, correctores de la vinificacion: Sustancias

correctoras de los alimentos.
2.1.1 PRESERVANTES Y ANTIOXIDANTES

2.1.1.1 Preservantes

Los preservantes son sustancias capaces de inhibir, retardar y detener los

procesos de fermentacién y otras alteraciones bioldgicas de los alimentos. Las



funciones principales de los preservantes son: retrasar el deterioro de los
alimentos, prevenir alteraciones en su sabor, color, olor y aspecto(Quiminet,
2006).

Algunos preservantes presentan la misma capacidad antioxidante frente a
mohos levaduras y bacterias. La mayoria de conservantes actuan en levaduras
y mohos, pocos son los que actuan en bacterias. Los factores que influyen en
la accion son: pH 6ptimo de accion (zona acida), y el pH éptimo para el
incremento de las bacterias es la zona neutral. Ademas existen parametros que
influyen en la actividad de los conservantes: pH del alimento, division de
componentes del alimento y la semejanza del preservante, actividad del agua,
potencial redox, otros componentes naturales del alimento como azucar y

vitaminas.

Existen preservantes organicos e inorganicos, en la siguiente tabla se observa

la clasificacion de los preservantes(Serrano M, 2012).

Tabla 1.Clasificacion general de los preservantes utilizados en las industrias de
alimentos.

Conservantes organicos Conservantes Inorganicos
Acido sorbico y sorbatos Dioxido de azufre
Acido benzoico y benzoatos Nitritos y Nitratos

Esteres del acido p-hidroxibenzoico

Acido lactico, Acido propionico y

acético

Tomado de (Serrano M, 2012)

2.1.1.1.1 Preservantes Inorganicos

2.1.1.1.1.1 Nitritos y Nitratos

Los nitritos y nitratos son preservantes inorganicos empleados principalmente
en carnicos o productos derivados. El uso de nitritos en dosis elevadas tienen
la capacidad de inhibir el crecimiento de algunos microorganismos aerobios:

Lactobacillus plantarum, Staphylococcus carnosus. Las concentraciones deben



presentar mas de 50 ppm(Bozkurt). En algunas bacterias se requiere
concentraciones mayores de nitritos y nitratos para retrasar la velocidad de
crecimiento un ejemplo es: Clostridium botulinium y esporas de Bacillus, las
concentraciones van desde 300 ppm de nitritos para provocar la muerte por
lisis celular, las concentraciones de 150 — 200 ppm de nitritos solo retrasa el

crecimiento celular(Sofos, 1979).

El nitrito de sodio y el nitrato de sodio son empleados en gran cantidad de
productos carnicos como son salchichas, jamoén, tocino y embutidos. El
ingrediente activo es el nitrito de sodio que reacciona a partir del nitrato de
sodio, debido a la reaccion del nitrato(NO3)", que es catalizado por enzimas
bacterianas las cuales son productos de la maduracién y se obtiene (NOy).Los
microorganismos utilizan el nitrato como sustituto del oxigeno en condiciones
anaerobias. El nitrito cumple 2 funciones principales: mantener el color rojo de
la carne al reaccionar con los componentes de la sangre y prevenir la

germinacién o desarrollo de las esporas botulinicas(Tortora F. C., 2007).

Existe diferentes codigos en aditivos, en la siguiente tabla se observa los

cédigos de identificacion de los nitritos y nitratos como aditivos alimentarios.

Tabla 2. Cédigos de identificacion de los aditivos alimentarios de nitritos y

nitratos.
Aditivo cadigo
Nitrito potéasico E-249
Nitrito sodico E-250
Nitrato sédico E-251
Nitrato potasico E-252

Tomada de(Gonzalez C, 2013)

Aparecen riesgos en el uso de nitritos y nitratos, formacion de nitrosaminas,
sustancias que son agentes cancerigenos, existen 2 formas de nitrosaminas:
en alimentos o en el propio organismo, el primer caso se limita a los alimentos
que se encuentran en coccidon por mucho tiempo o ricos en aminas, el segundo
caso se forma nitrosaminas en el estomago(Vazquez, 2001). La ingesta de
nitratos oscila entre 2-10mg/dia en un 33 a 42% (IDA) (Rodriguez M, 1999).



2.1.1.2 Antioxidantes

Los antioxidantes son moléculas capaces de retardar o prevenir la oxidacioén de
otras moléculas, reducen el grado final de enranciamiento, prolongan el
periodo de induccion de una manera acelerada proporcional a su
concentracion(Coultate, 2002).Las caracteristicas mas importantes son:
previenen el deterioro quimico por la oxidacion, se incrementa el tiempo de
consumo del producto alimenticio, retardan la rancidez de los aceites, evitan la
accion de las enzimas oxidantes o0 la produccion de olores
desagradables(Barros C. , 2009).Existen antioxidantes externos o exdgenos
que se adquieren a través de la alimentacion, la dieta diaria y antioxidantes

enddgenos que son sintetizados por la célula(Marquez C, 2016).

Existe una reaccibn donde interviene una sustancia antioxidante (AH),

sustancia que impide o retrasa la oxidacion.

ROO+AH === ROH+A

La inhibicion del proceso de auto oxidacion a partir del radical libre por medio
de los agentes antioxidantes resulta de gran importancia para preservar a los

alimentos que contienen acidos grasos insaturados.

Los antioxidantes segun el mecanismo de accion se clasifican en: Preventivos
y secundarios(Cadena, 1996).

Antioxidantes Preventivos: Funcionan al inicio de una cadena de oxidacién, son
reductores de perdxidos organicos e inorganicos, por ejemplo la catalasa, glutation
peroxidasa y etilendiaminotetraacetato (EDTA) inhiben la produccion inicial de los
radicales libres. Ademas existen radicales que rompen las cadenas, actian en la

inhibicion en la fase de propagacion los que actuan son: acido urico, vitamina E.

Antioxidantes secundarios: son sustancia que no presentan actividad
antioxidante por si solos, el mecanismo de accidén es la regeneracion de los
antioxidantes originales. La funcién de los antioxidantes secundarios es atrapar
a los radicales libres formados, impidiendo la iniciacion de una cadena

oxidativa. Por ejemplo son: vitamina C, acido urico, bilirrubina y albumina.



Tabla 3.Clasificacion de los antioxidantes en el uso de las industrias
alimentarias

Antioxidantes Antioxidantes Antioxidantes

Naturales Miscelaneos artificiales
Tocoferoles BHT BHA
Ascorbatos GALATOS 4-hexilresorcinol

Tomada de (Astiasaran, 2003)

Tabla 4. Clasificacion de conservantes

Conservantes Acido ascorbico y
sorbatos

E200-E203 Acido benzoico y sales

E210-E213 Parabenes

E214-E219 Sulfitos, bisulfitos

E220-E228 Bifenilo y sales

E230-E232 Nisina

E234 Natamicina

E235 Hexametilentetramina

E239 Dimetildicarbonato

E242 Acido bérico y bérax

E284-E285 Nitritos y nitratos

E249-E252 Acido propidnico y sales

ANTIOXIDANTES

E300-E304 Acido ascérbico y sales

E306-E309 Tocoferoles

E310-E312 Galatos

E315-E316 Acido etitorbico y sales

E320-E321 Butilhidroxianisol (BHA) y
butilhidroxitolueno(BHT)

E325-E327 Lactatos

E330-E333 Acido citrico y citratos




E338-E343 Fosfatos

Tomada de (Astiasaran, 2003).

2.1.1.2.1 Antioxidantes Naturales

La tendencia mundial es evitar el uso de antioxidantes sintéticos y la atencién
se centra en el uso de sustancias antioxidantes de origen natural. Para la
elaboracion de productos alimenticios los antioxidantes deben proporcionar un
compuesto activo para que puedan ser usados a concentraciones inferiores al

0,02%, con el fin de evitar sus niveles de toxicidad(Gutiérrez, 2000).

2.1.1.2.1.1 Ascorbatos:

Son sales minerales o esteres de la vitamina C, son menos acidos que el acido
ascorbico, ademas facilita la absorcién de la vitamina C y los minerales(Balch
F, 2000).En la norma del Codex se registran los antioxidantes derivados de los

ascorbatos (Codex Alimentarius, 2000).
E300 Acido ascorbico L

E301 Ascorbato de sodio

E302 Ascorbato de calcio

E303 Ascorbato de potasio

2.1.1.2.1.1.1 Acido L asc6rbico o vitamina C:

Es una vitamina hidrosoluble, no participa en las conversiones catalizadas por
enzimas en la que un sustrato se trasforma en un producto, modifica los iones
de los minerales de las enzimas y los activa. La principal funcion consiste en
sintetizar el coladgeno necesario para la formacion y mantenimiento del tejido
conjuntivo(Williams, 2002). La vitamina C se encuentra en una forma natural y
su férmula molecular se muestra en la figura 1. La vitamina C presenta un alto
poder antioxidante en el plasma, previene la formacion de hydroxiperoxidos
lipidicos. Ademas la vitamina C reduce el transito de iones metalicos como el
hierro y cobre, estos metales en presencia de peroxidos de hidrogeno generan
radicales hidroxilo(Chovert, 2013).
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Figura 1. Estructura del acido ascorbico

Tomado de (Chovert, 2013)

El acido ascorbico es una lactona de 6 atomos de carbono que dona facilmente
electrones convirtiéndose en acido dehidroascorbico (DHA), esta propiedad le
confiere funciones fisiolégicas y antioxidantes. Como agente antioxidante o
reductor dona 2 electrones de doble enlace C,.C3; formando un radical libre
denominado radical escorbuto inestable pero poco reactivo con otros
compuestos que proveen radicales libres dafinos, esta propiedad le hace un

donante ideal de electrones (figura 2) (MinisteriodeEducacion, 2004).

AH+ROO* wmp ROOH+A+

A*+A" gy A—A A*+ROO"* g ROO—A

Figura 2. Donacién de electrones a los radicales libres.

Tomada de (Chovert, 2013)
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2.1.1.2.2 Antioxidantes sintéticos

2.1.1.2.2.1 Butilhidroxitolueno (BHT)

El butilhidroxitolueno es una sustancia liposoluble, sintética, la férmula es
C4sH24 O (Figura 3), es utilizada para retrasar el deterioro o enranciamiento de
un alimento. La industria alimentaria utiliza antioxidantes sintéticos por el bajo
costo, como butihidroianisol (BHA), butilhidroxitolueno (BHT)(Ege, 1998).La

dosis recomendada de consumo es 0,125 mg/kg(Rodriguez E, 2000).

CHiS <O CHis
CREESC el CCrHES
CHi CHis
CH 5

2 6-di-rerc-Dutil-S-moectilfenol

(/inndroxirolucno HSutiladao )
BIilT

elers corzi

Figura 3. Estructura del BHT (butilhidroxitolueno).
Tomada de (Ege, 1998)

El efecto antioxidante del BHT con la combinacion del BHA, muestran un efecto
sinérgico y pueden presentar mayor efectividad. Ademas pueden dosificarse en
cantidades menores, cuando actuan independientemente su dosificacion es
mayor (Barros C. , 2009). La accion es mediante el origen de radicales fenoxil
muy impedidos, los cuales son inertes y provocan la terminacion de las

reacciones en la cadena de los radicales libres(Ege, 1998).
2.1.1.2.3 Bioantioxidantes

2.1.1.2.3.1 Aceites Esenciales

Los aceites esenciales son compuestos obtenidos de las plantas, lo mas

sobresaliente de sus propiedades en su composicidn quimica y su
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aroma(Sanchez, 2006). Los aceites esenciales son usados por su atractivo
sabor como especies y agentes saborizantes en alimentos, son valorados por
su accion antibacterial y fungicida. Los compuestos se encuentran en
glandulas, espacios intracelulares de tejido, semillas flores, hojas y frutos. Los
aceites esenciales presentan una mezcla compleja contienen 20 a
60componentes a diferentes concentraciones, la caracteristica de su efecto

antioxidante es dado por 2 o 3 componentes mayoritarios(Guarnizo A).

La industria alimentaria busca antimicrobianos naturales como extractos de
plantas para el control de microorganismos. Los aceites esenciales contienen
altas concentraciones de compuestos fendlicos con propiedades

antimicrobianas (Gamazo C, 2013).

La extraccion de aceites esenciales se realiza en hojas, flores, frutos, raices de
las plantas, se obtienen esencias producidas por diferentes compuestos
organicos. Los aceites esenciales pueden obtenerse por distintos métodos:
prensando, destilacion con vapor de agua, extraccibn con solventes

volatiles(Ryman, 1995).Los métodos mas utilizados son:

Destilacién con Arrastre de vapor: La obtencién de aceites esenciales se
realiza en un alambique, este método aprovecha las propiedades del agua en
estado de vapor al asociarse con moléculas de aceite. La extraccion se realiza
cuando entra en contacto el vapor por presion rompiendo las células que se
encuentran en las paredes de las plantas, se libera la esencia y las gotas de

agua de vapor (Flérez J, 2003).

Destilacién con vapor de agua: Este sistema se emplea un vapor humedo,
proveniente del agua en ebullicién, el vapor de agua provoca que los aceites
esenciales se difundan desde la membrana de las células hacia fuera, los
vapores y aceite esencial que se enfrian salen hasta regresar a la fase liquida y

se separar en un decantador (SENA, 2012).

Hidrodestilacion: Se coloca la materia vegetal en un balon , se somete a
calentamiento, la mezcla de aceite esencial con agua presentan un punto de
ebullicién inferior y por tal motivo pueden ser destilados al pasar por el
condensador , los vapores se enfrian, condensan y se transforman en liquidos,

forman dos fases inmiscibles: fase organica(aceite esencial) y fase
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acuosa(esencia). La fase organica se separa de la fase acuosa por diferencia
de densidades y se obtiene el aceite esencial debido a la diferencia de
fases(Sanchez, 2006).

2.1.1.2.3.1.1 Aceite esencial de Albahaca

Existen mas de 50 especies de albahaca, es una planta aromatica de cultivo
anual y tamafio medio, pertenece a la familia de las labiadas. Es una planta
nativa de Africa y Asia, se cultiva actualmente en todo el mundo. Las
propiedades se centran en sus hojas, utilizan en infusiones y sus flores para
aceites esenciales(Hughes, 1994).La albahaca es utilizada en alimentos y
productos de higiene bucal, presenta actividades antivirales y
antimicrobianas(Ebrahim, 2006).La composicion del aceite de albahaca se
observa en la siguiente tabla. Los principales compuestos son: benzaldehido,

terpina, cineole, linalool, eugenol y zingibireno(Romero C, 2004).

Tabla 5. Compuestos del aceite esencial de albahaca

Compuesto Porcentaje
a-pineno 0,63
a-terpineno 4.4
Benzaldehido 6,29
Cineole 0,66
Linalool 33,3
Eugenol 35,22
Zingibireno 5,03

Compuestos no 14,7

identificados

Tomada de Romero, (2004)
Ademas se identifica que contiene Flavonoides: quercitrosido, kenferol,
esculosido, acidocafeico. EI componente antibacterial es el estragol (Fonnegra
R, 2007).
Segun la investigacién realizada por Montoya R, MSc Ortiz A, Dr. Verbel J, en

el 2013 demuestran que la composicién quimica tuvo una gran influencia en la
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actividad antioxidante del aceite esencial, el eugenol es uno de los compuesto
del aceite esencial de albahaca que mejora la actividad antioxidante y se
encuentra en mayor cantidad, sirve como antioxidante natural en la industria
farmacéutica y de alimentos(Ramirez Montoya, Angulo Ortiz, & Olivero Verbe,
2013). Estudios han demostrado que no todos los compuestos que se
encuentran en un aceite esencial presentan propiedades antimicrobianas,
cumplen funciones secundarias proporcionando un soporte a los otros

compuestos que deben aumentar el poder microbiano (Phumkhachorn, 2010).

2.1.1.2.3.1.1.1 Aceite esencial de Cilantro

El cilantro es originario de Latinoamérica y el Caribe. El cilantro es un cultivo
aromatico y oleaginoso. Las hojas son pecioladas, pinnadas, flores pequefias
blancas o ligeramente rosadas, fruto diaquenio, globoso, presenta un olor
suave, sabor fuerte. Las plantas florecen en el mes de Mayo y sus frutos
maduran en Junio o Julio. Las propiedades del cilantro son: estimulante,
antiséptico, antiespasmaodico. Se usa en alimentacibn como condimento,
aromatizante de bebidas, conservante. El rendimiento obtenido del cultivo es
1000 a 1500 Kg/ha semillas. El rendimiento de las hojas es 1200 a 1500
kg/ha(Mufioz, 1996).

El cilantro contiene aceite esencial, aceite graso, trazas de glucésido, taninos
oxalato célcico. La esencia es incolora o ligeramente amarilla, estd compuesta

de d-linalol70-90%, pineno, dipenteno, geraniol, felandreno, borneol, limoneno.

Los compuestos del aceite esencial de cilantro varia segun las partes de la
planta de la cual se extrae el aceite esencial, los compuestos volatiles

presentan el efecto antimicrobiano (Burt, 2004).

Tabla 6. Compuestos del aceite esencial delas hojas de cilantro

Compuesto  Porcentaje

B-pineno 2.06%
Canfeno 5.34%
careno 30.03%
d-limoneno 2.23%

Benzaldehido 51.45%
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Alcanfor 5.98%
Linalipropana 1.01%
Tujone 1.91%
d-linalol 16,33%

Tomada de Torres,(2013)

Las propiedades bactericidas del cilantro se utilizan por su accion
bacteriana(Jean-Paul Curtay, 2016). La extraccion de aceite esencial de las
hojas tiene un rendimiento del 0,01% y semillas 0,25%. Segun Burdock y
Carabin las cantidades de aceite esencial de cilantro son: 0,30% a 0,10%
(Bhuiyan).

Segun los investigadores Mohammad, Kiaee, realizaron los analisis del cilantro
proporcionando la siguiente informacion, se identificaron 27 compuestos
mediante hidrodestilacion el 90 al 95% de la composicion total. La composicion
del aceite estd dominado por monoterpenoides tales como: linalol, gamma-
terpineno, alpha- pineno y p- cimeno. El aceite esencial present6 mayor
actividad microbiana contra S aureus y Ecoli con CMI (concentraciones
minimas inhibitorias) = 0,781 y 6,25 ul (Mohammad H, 2015).

2.1.1.2.3.1.1.1.1 Aceite esencial de guayaba

El Psidium es originario de América tropical y abarca mas de 100 especies,
Psidium guajava presenta mayor comercializacion. Las raices de esta planta
tiene un efecto alelopatico, las hojas son lanceoladas, coriaceas, color
verde(Geilfus, 1994) .

Las hojas de guayaba contienen aceite esencial como pineno, limoneno,
menol, terpenilacetto, cariofileno, selineo(Zakara M, 1984, pags. 129-132). Los
extractos fendlicos presentes en el aceite esencial de guayaba son: guaverina,
acido psidiolico, quercetina, estos fenoles se encuentran en las hojas y flores,
presentan una actividad antibiotica contra Echerichia coli y Shigella(Plantarum,
2015).Ademas las hojas contienen acido telurico, este componente promueve
la actividad antioxidante(Chen, 2006).



Tabla 7. Composicion de las hojas de Guayaba
Compuesto Porcentaje

1,8-Cineol 0,4

a—Santaleno 0,3

trans-Bergamoteno 6,4

Dauca-5,8,-dieno 0,4

9-epi-(E) —Cariofileno 0,7

Valenceno 1,3

p-Selineno 7

y—Cadineno 0,2

trans-Calameno 2,7

a- Calacoreno 0,2

Neointermedeol 2,1

Tomada de Dra. C. Luciana de Souza Prestes,(2011)
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Existen diferentes benéficos de la guayaba evitando la aparicion de la
diabetes, ayuda al funcionamiento del sistema digestivo. Las guayabas y hojas
son ricas en flavonoides y &acidos fendlicos que ayudan a proteger los
rinones(Grotto, 2014). Ademas en las industrias alimenticias se utiliza las
guayabas para realizar subproducto como jugos, jaleas y en farmacéutica
mediante la investigacion de la actividad antibacteriana invitro contra Shigella,
Echerichia coli. Ademas la inhibicion del crecimiento in vitro a Plasmdium
(Marmolejo, 2009).

2.2 Embutidos

Segun la Norma INEN 1217. Los embutidos son productos elaborados con
carne, grasa Yy despojos comestibles de animales, ademas contiene
condimentos, pueden ser curados (productos sometidos a la accion de sales
curantes como cloruro de sodio y nitritos) o productos no curados, embutidos

en envoltura natural o artificial de uso permitido(INEN, 2006).

Los embutidos son identificados como una emulsion, sistema de dos fases,
formada por una dispersion de un liquido sobre otro liquido inmiscible. Las
emulsiones carnicas se dan cuando las proteinas de la carne se han
solubilizado en soluciones salinas, formando una matriz que encapsula los
glébulos de la grasa, las proteinas de la carne actuan como emulsionantes de
la grasa. El pH 6ptimo se encuentra entre 5.3- 6.0, la temperatura de la carne
0°C a 7 °C, emulsion final a una temperatura 10°C a 16°C, para alcanzar la
temperatura establecida se afiade hielo que reduce la viscosidad y mantiene la
inocuidad.(Bolafios N, 2003). Ademas la coccion de los embutidos es para
proporcionar una consistencia firme, por la coagulacion de las proteinas y
deshidratacion, desnaturalizacion de la mioglobina y formacion del nitrosil
hemocromo que forma el color del embutido y la pasteurizacion para prolongar
su vida util. Los siguientes aditivos son empleados en la elaboracion de

embutidos como:

Azucar: proporciona 1% de la acidificacion produciendo acido lactico e impide

el desarrollo de microorganismos.
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Sal: influye en el sabor y en procesos fisicos-quimicos y microbianos de la
maduracion, al perder agua desciende el contenido de proteina soluble lo cual

influye en la consistencia.

Acido ascérbico: son sustancias coadyuvantes, reductoras, evita la pérdida de

la tonalidad roja.

Nitratos de sodio y potasio: son productos necesarios para el enrojecimiento y
formacion del color rojo cuya cantidad maxima esta limitada por la
legislacién(Pineda, 2003).

Los embutidos se dividen en tres clases, dependiendo el tratamiento y la

manera de elaboracion(Martinez A. , 2010). La clasificacion es la siguiente:

a) Embutidos crudos
b) Embutidos cocidos

c) Embutidos madurados

2.2.1 Norma INEN para productos Cérnicos Pre cocidos- Cocidos

La norma INEN 1338 define a los productos carnicos precocidos como
productos sometidos a un tratamiento térmico superficial, previo a su consumo
requiere tratamiento térmico o escaldado. Ademas entre los productos carnicos
precocidos se encuentra la salchicha que es producto desarrollado a base de
una masa emulsificante preparada con pollo y grasa animal, ingredientes y

aditivos alimentarios permitidos, embutido en una tripa(INEN, 2010).

El proceso de escaldado es el tratamiento de calor aplicado para disminuir el
contenido de microorganismos, favorece la conservacion y coagulacion de las
proteinas para formar una masa consistente(Monge, 2005). La temperatura
interna del embutido debe alcanzar 68°C y 72°C(Bolafios N, 2003). La carne de
pollo constituye una fuente de proteina, poca en grasa, facil digestion, es la
materia prima para elaborar salchichas pero debe pasar una serie de procesos

hasta alcanzar una emulsion embutida en una tripa(Martinez A. , 2010).

Productos Carnicos crudos: son los productos que no se someten a ningun

proceso tecnologico, tratamiento térmico en la elaboracion.



19

Productos carnicos madurados: Son productos sometidos a la accién de
sales para obtener una fermentacién o acidificaciéon, después pueden ser
cocidos, ahumados(INEN, 2010).

2.2.1.1 Andlisis Microbiolégicos

El analisis microbiologico forma parte de la bromatologia, ciencia que integra el
analisis toxicologico y analisis quimico. El analisis se realiza por medio de
aplicacion de pruebas microbiologicas a través de cultivos elaborados. El
empleo de meétodos normalizados, sirve para la realizacion de analisis
microbiolégicos, los métodos normalizados son herramientas utilizadas en la
elaboracibn de ensayos para obtener resultados comparables.
Tradicionalmente las agencias gubernamentales y las industrias alimenticias
utilizan analisis microbiolégicos para el control de microorganismos en los
alimentos, inspeccién de las instalaciones y elaboracién de ensayos
microbioldgicos(FAO, 1999).

La toma de muestra aséptica, es un método empleado para obtener una
muestra susceptible a contaminacidén microbiolégica, evitando que se produzca
contaminacion, tanto del lote como la muestra(FAO, 1989).Ademas existen
requerimientos en el crecimiento microbiolégico. Los requerimientos para el
crecimiento microbiano se divide en 2 categorias: fisicos y quimicos. Los
aspectos fisicos son pH, temperatura, presiéon osmaética. Los aspectos quimicos
son: fuentes de carbono, nitrégeno, azufre, fosforo. Los microorganismos
crecen a temperatura de 30°C(Tortora B. R., 2007).Se utiliza el método de
conteo en medio de cultivo, mediante el volumen o pesos de una muestra, se
centrifuga la muestra y se realiza una dilucion en una solucién salina o agua de
peptona. El conteo se realiza después de 24 a 72 horas con el propdsito de

determinar la concentracion de microorganismo en un alimento(Alarcon, 2001)

La Norma INEN 1338 indica que en los productos cocidos el desarrollo
microbiolégico es: Aerobios mesofilos, Echerichia coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella(INEN1338, 2015).
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Tabla 8. Requisitos microbiologicos para productos carnicos cocidos.

Requisito N c M M Método de
ensayo
Aerobios 5 1 1,0x10° 1,0x10"  NTE INEN
mesofilos ufc/g 1529-5
Escherichia coli 5 0 <10 - AOAC991.14
ufc/g
Staphylococcus 5 1 1,0x10° 1,0x10* NTE INEN
aureus ufc/g 1529-14
Salmonella 1/25 10 - Ausencia  -- NTE INEN
g 1526-15

Tomado de INEN, (2015)

n: numero de unidades de muestra

c: numero de unidades defectuosas que se aceptan
m: nivel de aceptacion

M: nivel de rechazo

2.2.1.1.1 Aerobios totales

Las bacterias aerobias son microorganismos que necesitan la presencia de
oxigeno para desarrollarse y sobrevivir. Existe una clasificacion de bacterias
aerobias que son: bacterias obligadas que necesitan oxigeno, bacterias
Facultativas que producen oxigeno y bacterias microaerofilos que necesitan
pequenas cantidades de oxigeno. Las bacterias aerobias totales proporcionan
informacion sobre la contaminacion en alimentos o instalaciones(Escalante,
2008). Estos microorganismos se desarrollan a 25 °C en superficies del medio
soélido, ademas en la lectura de resultados forma colonias de color mate en el

medio de enriquecimiento(Vandevenne, 2002).
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En el conteo de Aerobios mesofilos se considera la flora total. El analisis indica
la calidad de los productos, indicando las condiciones de la higiene de la
materia prima, manipulacion en el proceso de elaboracion de
productos(Anderson & Calderdn, 1999). Ademas es un analisis primordial que
se realiza en el proceso y corregir alguna contaminacion debido a que las

bacterias Aerobias totales se desarrollan con facilidad por el ambiente.

2.2.1.1.2 Echerichia Coli

Es una bacteria Gram-negativa porque no puede captar determinados
colorantes, pertenece a la familia Entero bacteria. Forma cilindrica y se
encuentra entre los bacilos, longitud 2um y se encuentra en las heces(Muller-
Esterl, 2008).Existen 4 tipos de Echerichia coli: entero patdégeno, entero
invasor, entero toxigenico y entero hemorragica, su temperatura optima de
crecimiento es 35-40°C(Gdémez, 2014).

Esta forma parte de la poblacion microbiana del tracto intestinal de los
humanos. La mayoria de cepas son inofensivas, pero algunas cepas son
patdbgenas y causan patologia diarreica. Se han definido 167 antigenos O,
53antigenos H y 74 antigenos K. La E. Coli O157:H7 son tolerantes a
ambientes acidos, el pH minimo de crecimiento es de 4 a 4,5(Matthews, 2005-
2008).

Para identificar las colonias de Echerichia coli se puede utilizar diferentes
medios selectivos. Un agar empleado es EMB (EOSINA Azul de Metileno) es
un medio selectivo de aislamiento que se emplea para la diferenciacién de
bacterias que fermentan lactosa y no fermentadores de lactosa de la familia
entero bacterias. La incubacion de los agares después de la siembra la
temperatura es 37°C por 18 a 24 horas. La interpretacion del agar EMB es la
siguiente: fermentadores de lactosa se observan con un brillo verde(Duran,
1998).

2.2.1.1.3 Staphylococcus aureus

Los humanos son el principal reservorio de S. aureus, debido a que son
portadores naturales que propagan a otros individuos y alimentos. Los

Staphylococcus se encuentran presente en el interior de la nariz, piel y
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superficies. La mayoria de intoxicaciones son producidas por alimentos
contaminados por humanos durante la manipulacién, preparacion y uso de
maquinaria. Los factores intrinsecos y extrinsecos determinan la inocuidad de
los alimentos(Matthews, 2005-2008).

La temperatura de desarrollo 6ptimo de crecimiento es 35-37°C con un maximo
de 48°C, la destruccion de los microorganismos se obtiene con una coccion
correcta. El pH optimo es de 6-7, puede crecer en alimentos de una

concentracion salina 0.5-4(Gomez, 2014).

Para la siembra de Staphylococcus se utiliza el agar Manitol sal medio de
cultivo selectivo, alta concentracion de cloruro de sodio, el medio contiene
manitol como carbohidrato. La lectura de las cajas Petri con el medio de cultivo
presentan una interpretacion de las bacterias existentes mediante la
identificacion de la colonias de baterias que toman colores especificos:
colonias rodeadas de un halo amarillo, el medio no cambia de color o se
acentua el medio rojo cuando las bacterias no fermentan el manitol(Cavallini,
Coronado, & Hidalgo, 2005).

2.2.1.1.4 Salmonella

Las especies de Salmonella son bacterias baciliformes Gram-negativas
facultativamente anaerobias, pertenecen a la familia Entero bacteriaceae,
crecen en citratos. Se utiliza lactosa y sacarosa para los aislados. El agar
bismuto sulfito sigue siendo un medio escogido para aislar Salmonella porque
presenta una elevada selectividad, produce bajas cantidades de gas sulfuro de
hidrogeno. La salmonella se encuentra en el trato intestinal y heces fecales de
animales, suelo y vegetales. La trasmision de salmonella es mediante
productos alimenticos como huevos crudos, aves, carnes, lacteos. Presenta
enfermedades que causan la muerte por sintomas de dolor de estomago,

diarrea(Agriculture, 2013).
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3. CAPITULO lIILMETODOLOGIA

Lugar de investigacion

La investigacion experimental del proyecto se desarrollé en los laboratorios de
la Universidad de las Américas. En el Laboratorio de quimica se ejecuto la
extraccion de aceites esenciales, en el laboratorio de microbiologia se realiz6
pruebas microbiologicas y en el laboratorio de procesamientos se elaboré las

salchichas.
Descripcidn de la metodologia

La investigacion es experimental, el disefio aplicado es bloques
completamente al azar con 3 repeticiones, se determiné el efecto antioxidante
de los aceites esenciales de albahaca, cilantro y guayaba mediante la
determinacién del método DPPH, el grado de rancidez mediante el uso de
tiras que determinan peroxidos y el efecto antimicrobiano por pruebas

microbiologias en salchichas de pollo.

Tabla 9. Descripcion de las Formulaciones de aceites esenciales aplicadas en
salchichas de pollo.

No. de Formulaciones Antioxidantes
Tratamientos

Aceite Aceite Aceite BHT-Nitritos
esencial de esencial de esencial de
Albahaca Cilantro Guayaba (ppm)
(ppm) (ppm) (ppm)
Tratamiento 1 - - - 1000-1000
Tratamiento 2 - - 800 -
Tratamiento 3 - - 1000 -
Tratamiento 4 800 - - -
Tratamiento 5 1000 - - -

Tratamiento 6 - 800 - -
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Tratamiento 7 - 1000 - -
Tratamiento 8 800 800 800 -
Tratamiento 9 1000 1000 1000 -

Se elabord salchichas de 3cm de largo, cada muestra se empacé al
vacio individualmente y se rotul6 cada salchicha con el respectivo
tratamiento. Se almacend en refrigeracion de 0-4°C, las muestras de

salchicha se analizaron cada 10 dias durante un mes.

Las variables de estudio son: los analisis microbiolégicos y analisis
fisico-quimicos.

Mediante el programa Infostat, se realizé el analisis de varianza para
determinar la diferencia significativa entre tratamientos, se comparo
los tratamientos en tiempos determinados aplicando el método Tukey,

calculando los puntos criticos con el 95% de confiabilidad.

3.1 Obtencion de los aceites esenciales de Albahaca, Cilantro y
Guayaba.

Los aceites esenciales se extrajeron mediante el método hidrodestilacion o
destilacién por arrastre de vapor, esta obtencion se realizé a partir de las hojas
de albahaca (Ocimum basilicum), cilantro (Coriandrum sativum) y guayaba
(Psidium guajava). EI método de hidrodestilacion se realizé mediante el

siguiente diagrama de flujo.
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== Hojas ce albahacs,
riturar g
b cilantro, guayaba
4
Pesar -
80 g de hojas
Aforar
Agua
Ubicar Partes gel
l hidrogestilagor
Calentar Calentadora
L
Retirar Aceite esencial ce
albahaca, cilantroy
guayaba

Figura 4. Diagrama de flujo del proceso de obtencion de aceite esencial de
albahaca (Ocimum basilicum), cilantro (Coriandum sativum) y guayaba
(Psidium guajava)
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Figura 5. Obtencion de aceites esenciales de albahaca (Ocimum basilicum),
cilantro (Coriandrum sativum) y guayaba (Psidium guajava)

La hidrodestilacidon se describe de la siguiente manera. Las hojas de guayaba,
cilantro y albahaca son picadas e ingresan en el balén en forma de lecho, el
agua es suministrada por un distribuidor interno con una presion que vence la
resistencia. La materia prima se calienta libera esencia y aceite. Al ser soluble
en el vapor es arrastrado corriente arriba hacia el tope de hidrodestilador
(Mufioz, 1996). Para calcular el rendimiento del aceite esencial se utilizo la
siguiente ecuacion:

ml de aceite esencia
100

% rendimiento = - X
gr mamteria vegetal

3.2 Elaboracién de salchichas de pollo tipo Frankfurt

Las salchichas de pollo se elaboraron en el laboratorio de alimentos. Se
almacenaron durante 30 dias, en la siguiente tabla se representa la formulacion

utilizada para elaborar salchichas de pollo.



Tabla 10. Formulacién para la elaboracion de salchichas de pollo

Ingrediente

Porcentaje %

Carne de Pollo
Grasa de pollo
Proteina de Soya
Almidones y féculas
Sal

Especias

Azlcares y especies
Carrageninas

Agua 0-C

40

15

13

1

15

Tomado de la Guia de practicas para laboratorio, (2015)

3.2.1 Procedimiento para la elaboracién de salchichas de pollo

27

1) Recepcion de la Materia Prima: Se obtiene la materia prima como

carne de pollo, grasa de pollo e ingredientes requeridos para la

elaboracién de las salchichas de pollo tipo Frankfurt.

2) Pesado: Es el proceso en el que se establece los porcentajes de

materia prima e ingredientes para la elaboracion de salchichas de pollo.

Figura 6. Proceso de pesaje de los ingredientes segun la formulacion
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3) Molienda: proceso que consiste en disminuir una materia solida en

particulas mas pequefias o de menor tamaiio.

Figura 7. Proceso de reduccion de carne a 2,5 mm
4) Mezclado y Amasado; Proceso donde se emulsiona la carne de pollo e

ingredientes de la formulacion, la mezcla se realiz6 en un cutter
manteniendo la temperatura de -10°C.
Para agregar los aceites esenciales se dividio la mezcla en 9 porciones y

se agreg06 encada porcion los tratamientos establecidos en la tabla 10.

Figura 8. Proceso de Homogenizacién de la emulsion de pollo en el cuter
HOBART.

5) Embutido: Llenar una tripa de colageno con la emulsién de una forma
apretada hasta formar un embutido.
6) Escaldado: Tratamiento térmico que coagula la emulsién de pollo, la

temperatura interna debe alcanzar hasta 65°C.



29

Figura 9. Proceso de escaldado de salchichas de pollo tipo Frankfurt
temperatura interna de salchichas 65°C

7) Enfriado y almacenado: Proceso posterior al escaldo, el producto final
debe sumergirse en agua fria para reducir su temperatura, se empaca
en bolsas herméticas al vacio y se almacena en refrigeracion de 0-4°C

durante 30 dias.

Figura 10. Proceso de enfriamiento de salchichas de pollo empacadas al vacio

3.3 Variables de Estudio

3.3.1 Analisis microbiolégico

Se realizé analisis microbiolégicos de: Aerobios mesofilos, Staphylococcus
aureus, Echerichia coli y Salmonella, segun se establece en la Norma INEN
1338:210. Para los analisis microbiologicos, se determinaron los medios
sélidos con un agar especifico para cada microorganismo, siembra en
triplicado. Las diferentes areas utilizadas fueron esterilizadas para realizar la
siembra de microorganismos, ademas el adecuado uso buenas practicas de

laboratorio.
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3.3.2 Materiales

Equipo Hidrodestilador
Espectrofotometro UV- Visible Thermo Scietific
Balanza

Estufa

Agitador

Matraces 10 ml
Probeta 100 ml
Pipetas 1 a 10 ml
Embutidora

Frigorifico

Carne de pollo

Grasa

Tripa

Cajas Petri

3.3.3 Reactivos

2,2-difenil- 1- picril hidrazil (DPPH) (sélido)
Metanol
Agua destilada

Aceites esenciales

3.3.1.1 Procedimiento para siembra de muestras

Las diferentes muestras de salchicha de pollo, empacadas al vacio son

desinfectadas con alcohol 99% para evitar una contaminacion de la muestra.

Procesos paralainoculacion de microorganismos

e El procedimiento de siembra de muestras se realizdé en la camara de flujo

Laminas ThermoScientific1300. En esta se esterilizd bisturi, asa de

Drigalski, medios selectivos y puntas de micro pipeta.
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Las cajas tripetri utilizadas contienen una area dividida en 3 secciones, que
permiten cumplir con las 3 repeticiones de cada microorganismo y evitar el

uso excesivo de cajas Petri.

Figura 11. Desinfeccion de muestras con alcohol antiséptico

1) Dilucién: Se tomé 1 g de la salchicha de pollo que contiene aceites
esenciales y se procedié a colocar en un tubo de ensayo que contiene 9

g de agua peptonada.

Figura 12. Pesado de la muestra para la dilucion

2) Agitacion: En vasos de precipitacion se colocan los tubos de ensayo
con las muestras diluidas, se deja que la maquina agite a los tubos de

ensayo durante 10 minutos.
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Figura 13. Agitacion de los tubos de ensayo en dilucidon de las muestra de
pollo.

3) Extraccion: Con la micropipeta Ecopiéttecapp de 20-200 ul, se sustrajo
del tubo de ensayo 33 pul de la dilucion.

Figura 14. Extraccion de 33ul de la dilucion de la muestra
4) Inoculacion: Las cajas ftripetri con sus respectivos agares fueron

sembradas con la dilucion para el desarrollo de microorganismos.

Figura 15. Inoculacion de la muestra en cajas tripetri con medios solidos



5)

6)

7)

8)

33

Esparcimiento y secado: Con la micropipeta se coloca 33 pl de la
disolucion en 1/3 de la caja Petri, se esparci6 homogéneamente la
disolucién con el asa de Drigalski triangular. Finalmente se espera 1 min

para obtener un medio seco.

Figura 16. Se esparcio la muestra con aza Drigalski triangular
Incubacion: Las cajas tripetri después de la siembra son almacenadas

en la incubadora Incubell a 37°C, el tiempo de incubacion depende de

cada microorganismo una duracion de 24-48 horas.

Figura 17. Cajas Petri en incubacion a 37°C
Interpretacion: Después de trascurrido el tiempo determinado se

comprobd la existencia de los 4 microorganismos estudiados en los
agares nutritivos especificos. La interpretaciéon se realizd6 segun las
caracteristicas de las colonias formadas en los agares especificos de
cada microorganismo.

Contabilizaciéon: Se identificé los microorganismos y se procedido a
realizar un recuento de las unidades formadoras de colonias. Las cajas
Petri fueron llevadas a un contador de colonias BOEGO germany CC-1
ahi se contabilizé el crecimiento de colonias en las 3 partes de la caja

tripetri. Los resultados son expresados en ufc/g del alimento.
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1 1

Formula UFC= N.Colonias x

X
Factor de Dilucion ~ v(ml)

Figura 18. Contabilizacion de bacterias en caja tripetri
9) Autoclavar: Al finalizar la lectura de las cajas tripetri, se procede a

realizar un auto clavado de las cajas contaminadas para evitar alguna

contaminacioén cruzada.
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Pesar l 1 gsalchicha '

Didsie ? ™ Se ague Oe
peptona
- 2U

Figura 19. Diagrama de flujo de procesamiento de muestras de salchichas de
pollo para siembra.

3.3.1.1.1 Reconocimiento de Aerobios mesofilos

Los Aerobios mesdfilos son microorganismos que se desarrollan en alimentos
congelados y en refrigeracion, estos microorganismos requieren de un agar
nutritivo especifico para su desarrollo y crecimiento. Para el reconocimiento se
hizo la preparacion del agar nutritivo PCA (Plate Count Agar) en cajas tripetri,

luego se realizd la siembra de cada tratamiento con el propdsito de inocular la
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disolucién de cada salchicha que contiene el tratamiento especifico para cada

una, para finalizar se incuba a 37°C durante 24 horas.

Figura 20. Cajas Petri con Agar Plate Count para aerobios mesofilos

Las caracteristicas del agar PCA (Plate Count Agar) en preparacion, el medio
presenta un color ambar claro y ligeramente opalescente. Los componentes
especificos que se encuentran en el agar especifico PCA presenta
caracteristicas en colonias de Aerobios mesofilos: Color amarillo blanquecino,

formas circulares de diferentes tamanos.

3.3.1.1.2 Reconocimiento de Echerichia coli

Echerichia coli es un bacilo Gram negativo, causa problemas en el intestino,
esta bacteria necesita un medio selectivo para su desarrollo. Para el
aislamiento de la bacteria E. coli se utilizé un agar nutritivo EMB (Eosina-Azul
de metileno), Se realizé la inoculacién de la disolucion de cada muestra de
salchicha de pollo en el agar EMB y se dejo incubar a 37°C durante 48 horas.
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Figura 21. Cajas Petri con Agar EMB para Echerichia coli

El agar Eosina-Azul de metileno, presenta color morado por la presencia de
colorantes indicadores e inhibidores los cuales son: Eosina y Azul de metileno.
En el reconocimiento de las colonias de Echerichia coli en agar EMB presentan
2a 4mm de didmetro, un centro grande de tonalidad oscura e incluso negro, un

brillo verde metalico y cada colonia desarrollada en forma circular.

3.3.1.1.3 Reconocimiento de Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus son microorganismos que requieren de un medio
selectivo para su desarrollo crecimiento. La seleccidén del Agar Manitol Salado
es un medio de cultivo selectivo y diferencial para el aislamiento y
diferenciacion de Staphylococcus. Se prepard agar nutritivo Manitol Salado en
cajas tripetri, se realiz6 la siembra con las disoluciones de las diferentes
muestras de salchichas de pollo y se dejé en incubacion con una temperatura
de 35-37°C durante 48 horas.
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Figura 22. Cajas Petri con Agar Manitol Salado para Staphylococcus aureus

El Agar Manitol Salado presenta un medio solido de color rojo para el
crecimiento de microorganismos patdgenos. Es adecuado para el desarrollo de
bacterias que crecen en un medio con alta concentracion de sal y fermentan el
manitol. El reconocimiento de Staphylococcus se obtiene mediante la formacion
de colonias con colores especificados, existen bacterias de coagulasa positiva
es decir fermentan el manitol. Las colonias desarrolladas son amarillas
rodeadas de una zona del mismo color, los Staphylococcus que no fermentan

el manitol presentan colonias de color rojo y rodeados de un borde purpura.

3.3.1.1.4 Reconocimiento de Salmonella

La Salmonella es una bacteria de la familia entero bacteria, es un bacilo Gram
negativo. Este microorganismo necesita un medio selectivo para el crecimiento
especifico y diferencial para distinguir entre varios géneros y especies. Se
utilizé el agar Salmonella-Shigella para la siembra de la disolucion de las
diferentes muestras de salchichas de pollo y se incuba a 35-37°C durante 48

horas.

Figura 23. Cajas Petri con Agar SS (Salmonella- Shigella) para Salmonella
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El Agar SS (Salmonella- Shigella) presenta un medio de color rojo-naranja. En
el reconocimiento de Salmonella, las bacterias no fermentadoras de lactosa
presenta colonias transparentes, colonias con centro negro debido a la
formacion de sulfuro de hierro y las bacterias de Salmonella fermentadoras de

lactosa presentan colonias rosadas o rojas sobre un fondo rojizo.

Para realizar la siembra de la muestra de salchicha de pollo, se debe realizar

diferentes procesos en el enriquecimiento de la misma los cuales son:

e Pre enriquecimiento: 25 g del alimento en una bolsa de plastico estéril,
afiadir 225 ml de agua peptonada buffer, homogenizar la bolsa e incubarla
de 16-18 horas a 37°C

e Enriquecimiento: Afadir 1ml de la muestra pre enriquecida a 10 ml de
caldo mullerk, auffman tetrationato, e incubar a 37°C durante 24 horas. Por
separado, afadir 0.1 ml de la muestra pre enriquecida de rappaport-
vassiliadis soja, e incubar a 42°C durante 24 horas.

e Aislamiento: Agitar los caldos de enriquecimiento y a partir de cada uno
de ellos, realizar un agotamiento por estrias en medio selectivo XLD
(Xylose-Lysine-Desoxycholate), BGA (Brillante Green Agar), SS
(Salmonella-Shigella) para Salmonella incubar las placas a 37°C Durante
24-48 horas.

e Reportar Salmonella: En XLD (Xylose-Lysine-Desoxycolate) presenta
colonias rosas con centro negro, en BGA (Brilliant Green Agar) forma
colonias rosas transparentes a rojas intensas y en SS (Salmonella-

Shigella) se desarrolla colonias cremas o beige con centro blanco.
3.3.2 Andlisis fisicos quimicos

3.3.2.1 pH

El pH es la medida utilizada para identificar la alcalinidad o acidez de un
alimento, mediante la concentracion de iones de hidrogeno en la muestra. El
pH es un proceso diariamente utilizado en la industria alimenticia mediante
procesos estandarizados:

Se realizé una disolucion de la muestra al 10% con agua destilada

Se homogenizo la muestra y se dejé reposar durante 30 minutos.
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Se realizé la calibracion del pH metro previo a su uso.

Se introdujo el pH metro dentro de la solucién y se determind el valor del pH en

la muestra.

Figura 24. Determinacion del pH en la muestra de salchicha de pollo

3.3.2.2 Determinacion de peroxidos

El indice de peroxidos mide el estado de oxidacion inicial de un aceite, este
meétodo proporciona una estimacion del contenido de sustancias que oxidan
ioduro potasico. Se expresa en mili equivalentes de oxigeno activo por kg de

grasa.

Los peroxidos son analizados mediante el test de perdoxidos Mquant, se realiza
mediante la utilizacion de tiras colorimétricas. Los resultados de las tiras se
obtienen por medio de comparacion visual de la zona reactiva de la tira con el
area de tonalidad. (Merck, 2015).

Procedimiento para la determinacion de perdxidos
Se realizé una disolucién 1:1 de la muestra y agua destilada o éter libre de
peroxidos en vaso de precipitacion a una temperatura de 15-30°C. Merck

menciona que la muestra a evaluar debe tener un pH 2-12 para una correcta

determinacion.
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Figura 25. Test de peroxidos Mquant en la muestra de salchicha de pollo

a) Introducir la tira en la muestra acuosa preparada durante 1 segundo
(Figura 26).

Figura 26. Tiras de peroxido sumergidas en la solucion acuosa de salchicha de

pollo.

b) Se escurrié el incremento de liquido en el largo de la tira sobre un papel
absorbente.

c) Después de 10 segundos, se identific el area coloreada de la etiqueta
mas proxima al color de la zona de reaccién. La escala de colores
permite determinar la presencia de peroxidos mediante la comparacion
de tonalidad (Figura 27).



42

Figura 27. Determinacion de peroxidos mediante escala de colores.

d) La lectura se determiné de acuerdo al correspondiente valor mg/l de

H20,

En la medicion, cualquier coloracidn azul que ocurre después de 3 minutos se

interpreta como resultado positivo.

3.3.3 Medicién del efecto antioxidante de aceites esenciales

El efecto antioxidante se determiné mediante el compuesto 1,1 difenil-picril

hidrazil o DPPH. La evaluaciéon del efecto antioxidante se realiz6 mediante un

procedimiento estandarizado para todos los aceites esenciales, en el cual se

utilizaron los siguientes materiales y reactivos.

3.3.3.1 Materiales:

Espectrofotometro UV- Thermo Scientific
Refrigerador Hardman

Balanza

Agitador

Estufa

Matraz de 10 ml

Probeta 100 ml

Pipetas de 1 a 10 ml

Papel filtro

Embudo
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3.3.3.2 Reactivos
e Agua destilada
e Metanol
e 1,1- difenil-1- pricril hidrazil o DPPH (sélido)

e Soluciones antioxidantes (albahaca, guayaba, cilantro)

3.3.3.3 Procedimiento para la medicion del efecto antioxidante de las

soluciones

3.3.3.3.1 Recta de calibracién

a) Se prepard 10 ml de una solucion 0,1 mM de DPPH en metanol, que es
nuestro testigo blanco.

b) A partir de la solucion anterior se prepard 5 disoluciones de 10 ml cada
una en concentraciones de 0.01; 0.02; 0.04; 0.05 y 0.1mM.

c) Se midi6 la absorbancia de las disoluciones a 517nm (longitud de onda),
durante 30 minutos.

d) Se procedio a la lectura de la absorbancia de la solucién testigo a 517
nm en el espectrofotdmetro UV-Visible Thermo Scientific y se realizé la

recta de calibracion mediante la aplicacion de una regresion lineal.

3.3.3.3.2 Capacidad antioxidante de las soluciones

a) Se mezclé la solucidon testigo (DPPH 0,01Mm) con 25ul de aceite
esencial de albahaca, cilantro, guayaba en tubos separados.

b) Se introdujo la mezcla de cada antioxidante en el espectrofotometro UV-
Visible Therno Scient y se midié la absorbancia durante 30 minutos.

c) Se procedio a la lectura de la absorbancia a 517nm de las soluciones
antioxidantes.

d) Se determind el porcentaje de capacidad antioxidante mediante la

siguiente Ecuacion:

Abs muestra—Abs Blanco
Abs DPPH

% Capacidad Antioxidante= Ecuacion 1

Abs muestra= Absorbancia de la solucién antioxidante

Abs Blanco= Absorbancia del metanol
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Abs DPPH= Absorbancia de 1,1- difenil-1- picril hidrazil.

4. CAPITULO IV. Resultados y Discusién

4.1 Variables de estudio

Los resultados obtenidos de las muestras de salchichas de pollo Frankfurt con
aceites esenciales de albahaca, guayaba y cilantro, son significativas entre
tratamientos, al aplicar el andlisis de varianza. La diferencia es en el poder
antioxidante de cada aceite esencial que estabiliza el crecimiento de
microorganismos y cambios fisico-quimicos. Se realizé el analisis estadistico
ANOVA, y de acuerdo a sus resultados se compard la efectividad de los

tratamientos con las soluciones antioxidantes para salchichas de pollo.
4.1.1 Analisis Microbiolégicos

4.1.1.1 Aerobios Mesofilos

El analisis de las muestras permite la cuantificacion de colonias de Aerobios
mesofilos en cada tratamiento durante 30 dias. En las siguientes tablas de
analisis de varianza de Aerobios mesofilos desde el dia 0 hasta el dia 30, se
observa el crecimiento de aerobios mesofilos. La comparacion se realizé con
el método Tukey con el 95% de confiabilidad y 5% error, valor p= 0,05. Los
Aerobios mesofilos indican la existencia de contaminacion de materia prima,

meétodos de manipulacion, alteracion de producto (Anderson & Calderon, 1999).

Tabla 11. Analisis de varianza para Aerobios mesofilos dia 0

FV SC Gl CM F p-valor

Modelo 49172,22 10 4917,22 0,84 0,6036
Repeticion 272,22 2 136,11 0,02 0,9772
Tratamiento 48900 8 6112,5 1,04 0,4486

Error 94177,78 16 5886,11




Tabla 12. Analisis de la desviacidn estandar y el rango del dia 0

Tratamientos Promedio Desviacién Rango

estandar
T1 125 105 A
T2 95 15 A
T3 200 170 A
T4 90 10 A
T5 70 50 A
T6 125 45 A
T7 85 45 A
T8 85 5 A
T9 40 20 A

Tabla 13. Analisis de varianza para Aerobios mesofilos dia 10

FV SC Gl CM F p-valor

Modelo 27016,67 10 2701,67 1,3 0,3078

Repeticion 1250 2 625 0,3 0,744

Tratamiento 25766,67 8 3220,83 1,55 0,2159
Error 33200 16 2075




46

Tabla 14. Analisis de la desviacidn estandar y el rango del dia 10

Tratamientos  Promedio Desviacion Rango

estandar
T1 80 20 A
T2 40 0 A
T3 65 25 A
T4 120 100 A
T5 85 55 A
T6 55 15 A
T7 80 50 A
T8 105 15 A
T9 145 15 A

Tabla 15. Analisis de varianza para Aerobios mesdfilos dia 20

FV SC Gl CM F p-valor

Modelo 39355,56 10 3935,56 2,94 0,0268

Repeticion  11755,66 2 5877,78 4,39 0,0303

Tratamiento 27600 8 3450 2,57 0,0512
Error 21444 .44 16 1340,28

No existe un cambio significativo en el dia 0 hasta al dia 20, debido a que el p-
valor es mayor a 0,05 como se observa en las tablas 11, 13,15. En el dia 30
(tabla 18), si existe diferencia significativa entre los tratamientos, los mejores

tratamientos aplicados son el tratamiento T8 (800 ppm aceite esencial
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albahaca+ 800 ppm aceite esencial cilantro + 800 ppm aceite esencial

guayaba), T6 (800 ppm aceite esencial de cilantro).

El T8 (800 ppm aceite esencial albahaca+ 800 ppm aceite esencial cilantro +
800 ppm aceite esencial guayaba) con un promedio de 85 unidades formadoras
de colonias y desviacion estandar 45, es el mejor. El tratamiento T6 (800 ppm
aceite esencial de cilantro) con 70 ufc y desviacién estandar 70 es el que le
sigue. Valores que estan por debajo de lo establecido por la norma INEN 1338
de productos cocidos, donde los Aerobios totales se encuentran en un rango

inferior a 1,0x10°ufc.

El analisis de aerobios totales es importante para las industrias alimenticias
debido a que deben realizar una revision general del funcionamiento de la
instalaciones y utensilios para que no presenten contaminacion cruzada, se
debe utilizar normas BPM para el manejo en el proceso (Molté R, 2010). En la

elaboracién de salchichas se control6 el proceso.

Tabla 16.Analisis de varianza estandar para Aerobios mesofilos dia 20
Tratamientos Promedio Desviacion Rango

estandar
T1 60 30 A
T2 125 45 A
T3 70 30 A
T4 35 5 A
T5 75 25 A
T6 40 0 A
T7 75 45 A
T8 50 10 A
T9 130 100 A




Tabla 17. Analisis para Aerobios mesofilos dia 30

FV SC Gl CM F p-valor

Repeticion 3472 2 1736,11 1,05 0,3744

Error 26577,78 16 1661,11

Tabla 18. Analisis de varianza estandar para Aerobio mesofilos dia 30
Tratamientos Promedio Desviaciobn Rango

estandar

T2 140 10 BC

T4 130 20 AB

T6 70 30 AB

T8 85 45 AB
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Figura 28. Crecimiento de Aerobios mesofilos dia 30.
4.1.1.3 Staphylococcus

El estudio permitié una cuantificacion de colonias de Staphylococcus aureus en
cada tratamiento durante 30 dias. No existe una diferencia significativa entre
los tratamientos como se observa en las tablas 19, 21, 23 ya que presentan un
valor p >0.05. Segun el anadlisis de ANOVA el mejor tratamiento en
Staphylococcus es T8 (800 ppm aceite esencial albahaca+ 800 ppm aceite
esencial cilantro + 800 ppm aceite esencial guayaba) con un promedio de 85
ufc y desviacion estandar 45. En segundo lugar tenemos T9 (1000 ppm aceite
esencial albahaca+ 1000 ppm aceite esencial cilantro + 1000 ppm aceite
esencial guayaba) y en tercer lugar T6 (800 ppm de aceite esencial de

cilantro).



Tabla 19. Analisis de varianza para Staphylococcus dia 0

FV SC gl CM F p-valor

Modelo 19283,58 10 1928,36 2,26 0,0705

Repeticion  7506,54 2 3753,27 44 0,03
Tratamiento 11777,03 8 1472,13 1,73 0,168
Error 13652,35 16 853,27

Tabla 20. Analisis de desviacion estandar para Staphylococcus dia O
Tratamientos Promedio Desviacion Rango

estandar
T1 90 80 A
T2 10 10 A
T3 25 5 A
T4 50 10 A
T5 35 5 A
T6 55 5 A
T7 50 20 A
T8 50 10 A
T9 60 50 A

Tabla 21. Analisis de varianza para Staphylococcus dia 10

FV SC Gl CM F p-valor

Modelo 19780,24 10 1978,02 1,54 0,2128
Repeticion 493,85 2 246,92 0,19 0,827
Tratamiento 19286,39 8 2410,8 1,88 0,1351

Error 20550,78 16 1284,42




Tabla 22. Analisis de desviacion estandar para Staphylococcus dia 10
Tratamientos Promedio Desviacion Rango

estandar
T1 180 0 A
T2 30 0 A
T3 0 0 A
T4 0 0 A
T5 90 0 A
T6 20 0 A
T7 40 0 A
T8 40 0 A
T9 0 0 A

Tabla 23. Analisis de varianza para Staphylococcus dia 20

FV SC Gl CM F p-valor

Modelo 19048,46 10 1904,85 1,47 0,2386

Repeticion  8710,31 2 4355,15 3,35 0,0608
Tratamiento 10338,15 8 1292,27 0,99 0,4758
Error 20782,44 16 1298,9

Tabla 24 .Analisis de desviacion estandar para Staphylococcus dia 20
Tratamientos Promedio Desviacion Rango

estandar
T1 65 65 A
T2 30 0 A
T3 40 20 A
T4 20 10 A
T5 30 0 A
T6 50 20 A
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T7 95 85 A
T8 50 20 A
T9 60 30 A

Tabla 25. Analisis de varianza para Staphylococcus dia 30
FV SC Gl CM F p-valor

Modelo 58176,26 10 5817,63 1,72 0,1614

Repeticion 12798,63 2 6399,31 1,89 0,1834

Tratamiento 45377,63 8 5672,2 1,67 0,1808
Error 54189,03 16 3386,81

El tratamiento T6 (800 ppm de aceite esencial de cilantro) como se observa en
las tablas 21, 23, 25 de varianza presentan un promedio de 20 hasta 50 ufc y
desviacion estandar desde 5 hasta 50 ufc en 0, 10 hasta 20 dias. Los
Staphylococcus aureus son una especie bacteriana Gram positiva, sensible al
calor y desinfectantes. La presencia de toxinas en los alimentos indica falta de

higiene por mala manipulacién (Rodriguez M, 1999).

Tabla 26. Analisis de desviacion estandar para Staphyloccocus dia 30
Tratamientos Promedio Desviaciobn Rango

estandar
T1 100 70 A
T2 100 90 A
T3 115 55 A
T4 70 10 A
T5 120 0 A
T6 60 20 A
T7 185 135 A
T8 65 15 A
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T9 85 55 A
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Figura 29. Crecimiento de Staphylococcus dia 30.
Realizado un estudio farmacogndstico de Ocimum basilicum de Sanchez et al

(2000) demuestra las propiedades antisépticas. La composicion de la albahaca
indica que contiene tritepeno, esteroides y aceites esenciales. El poder
antibacteriano de aceite esencial de albahaca ha sido probado en bacterias

Gram positivas de Staphylococcus.

En otro estudio realizado por Sosa Morales et al (2012) reporta la inhibicién de
bacterias de Staphylococcus con una concentracion minima de inhibicion que
es 400 ppm, la inhibicidbn de bacterias se debe por la presencia de eugenol y
metilchavicol. En esta investigacion se demuestra que los compuestos de la
albahaca cumple la funcién antioxidante como en otras investigaciones. Como
se observa en la figura 27. Los resultados obtenidos se encuentran en los
rangos de la Norma INEN 1338 como un minimo de 1,0x103, maximo
1,0X1 04(INEN1338, 2015

). Ademas se puede identificar que se utilizé un adecuado
uso de las normas BPM.

Los tratamientos aplicados en combinacion (aceite de albahaca, cilantro y
guayaba) presentan mayor efecto antioxidante con los microorganismos hasta
el dia 30.
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4.1.1.4 Echerichia coli

El estudio realizado para Echerichia coli no presentd resultados positivos,
durante el periodo de 30 dia, por lo cual no se cuantificé las unidades

formadoras de colonias de microorganismos.

La investigacion realizada por Yaima Sanchez et al (2009). Dice que los
compuestos fenodlicos producen efectos a dos niveles, sobre la integracion de
la pared celular y la membrana citoplasmatica, ademas pueden desnaturalizar
las enzimas de inicio de germinacion de esporas. Se demostré que el carvacol
y el eugenol causan desintegracion de la membrana de E. coli y S. typhiurium,
el eugenol se encuentra como compuesto mayoritario en el aceite del clavo de
olor, ademas se relaciona con el aceite esencial de albahaca que se utilizé para
realizar las salchichas de pollo. Los resultados obtenidos no positivos de E. coli
son por que el aceite esencial de albahaca que contiene eugenol 35%,
provoco la desnaturalizacion de la membrana e inhibe el desarrollo de unidades
de colonias de E. Coli.(Sanchez Y, 2009).

Los resultados obtenidos comprueban la efectividad de los aceites esenciales
como se menciona en la investigacion realizada por Sanchez, (2009). Ademas
indica que las bacterias analizadas en las salchichas de pollo, se encuentran
en los rangos establecidos segun la Norma INEN 1338, maximo de 10ufc.
Debido a que este microorganismo se encuentra en el suelo, agua, vegetacion

y forma parte de la flora intestinal de los humanos(Duran, 1998).

4.1.1.5 Salmonella

El estudio realizado para Salmonella los resultados fueron negativos, durante el
periodo de 30 dias, no se cuantificd las unidades formadoras de colonias de

microorganismos debido a la inexistencia o no existe el desarrollo de la misma.

La salmonella se encuentra presente en el tracto digestivo de las aves, se
presenta enfermedades como Ila salmonelosis que ocasiona alta
mortalidad(Varga L, 1984). La salmonelosis es una intoxicacion alimentaria,
producida por la multiplicacion de las bacterias en el intestino. Para evitar la
Salmonella se debe cocinar la carne, lavar las manos con frecuencia (Ingraham

J, 1998). Los embutidos deben ser escaldados antes de su comercializacion
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con el fin de disminuir la poblacion microbiana, el escaldado consiste en aplicar
un tratamiento de agua caliente a 75 °C, también se puede realizar ahumado a
altas temperaturas(Amerling, 2001). Los analisis realizados durante 30 dias
demostraron resultados negativos en el crecimiento de Salmonella y
cumplieron las Normas INEN de la ausencia de salmonella. Las salchichas de
pollo tipo Frankfurt llegaron a temperatura de escalado y la aplicacion de
aceites esenciales inhibié el desarrollo de cepas de Salmonella durante los 30
dias de monitoreo, con una evaluacion constante desde el dia O hasta el dia
30.

4.1.2 Andlisis Fisico Quimico

4.1.2.1 PH

El pH en las carnes frescas esta entre 5,1-5,2 para evitar el desarrollo de
microorganismos, ademas son los rangos en que se disminuye la velocidad de
crecimiento de microorganismos(Amerling, 2001). Segun Larrosa (2013) el pH
en los embutidos presenta influencia en el producto, con un pH mayor a 6,2
existe la probabilidad de crecimiento de bacterias y un pH menor a 4,5 provoca

cambios en las cualidades organolépticas causando sabores acidos.

La calidad del producto depende de los ingredientes como; carne, aditivos,
condimentos. Un factor que influye sobre las caracteristicas fisioldgicas del
animal y las condiciones de sacrificio es la velocidad de descenso del pH, este
factor es analizado en las carnes después de un proceso de faenamiento para
identificar la calidad de la carne e inocuidad. En un estudio realizado sobre la
evaluacion de los aceites esenciales como antioxidante aplicada en las
salchichas de pollo, la pechuga de pollo es la materia prima la cual debe
presentar parametros en pH desde 5 a 5,8. El pH establecido indica que la
carne se encuentra en los rangos de aceptabilidad (Campoverde, 2011).
Después del analisis ANOVA los resultados obtenidos se encuentran en los
rangos establecidos por las Norma INEN con un pH menor de 6,2.



Tabla 27. Analisis de varianza del pH dia 0

FV SC Gl CM F p-valor
Modelo 0,19 10 0,02 1,32 0,3181
Repeticion 0,07 2 0,04 2,5 0,124
Tratamiento 0,12 8 0,01 1,03 0,4643
Error 0,17 12 0,01
Tabla 28.Analisis de la desviacion estandar dia O
Tratamientos Promedio Desviacion Rango
estandar

T1 5,425 0,625 A

T2 5,54 0,05 A

T3 5,615 0,075 A

T4 5,63 0,02 A

T5 5,6 0,01 A

T6 5,545 0,035 A

T7 5,565 0,045 A

T8 5,505 0,075 A

T9 5,44 0,05 A

Tabla 29.Analisis de la varianza de pH dia 10
FV SC Gl CM F p-valor
Modelo 0,43 10 0,04 5,19 0,0046
Repeticion 0,28 2 0,14 16,52 0,0004
Tratamiento 0,16 8 0,02 2,36 0,0877

Error 0,1 12 0,01

56



Tabla 30.Analisis de la desviacidn estandar dia 10
Tratamientos Promedio Desviacion Rango

estandar
T1 5,775 0,275 B
T2 5,695 0,105 AB
T3 5,78 0,09 A
T4 5,73 0,12 AB
T5 5,735 0,125 AB
T6 5,74 0,23 AB
T7 5,685 0,075 AB
T8 5,715 0,135 AB
T9 5,67 0,18 B

Tabla 31.Analisis de varianza del pH dia 20

FV SC Gl CM F p-valor
Modelo 2,96 10 0,3 15,6 <0,0001
Repeticion 0,99 2 0,49 26,04  <0,0001
Tratamiento 1,97 8 0,25 12,99 0,0001
Error 0,23 12 0,02

Tabla 32.Analisis de la desviacidn estandar dia 20
Tratamientos Promedio Desviacion Rango

estandar
T1 573 0,25 C
T2 4,63 0,04 A

T3 4,885 0,095 AB
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T4
T5
T6
T7
T8
T9

5,015
5,145

4,985
4,73
5,005

0,035
0,285
0,4
0,445
0,11
0,315

AB

AB
AB
AB
AB

Tabla 33.Analisis de varianza del pH dia 30

FV SC Gl CM F p-valor
Modelo 11,47 10 1,15 14,71 <0,0001
Repeticion 6,81 2 3,4 43,66  <0,0001
Tratamiento 4,66 8 0,58 7,47 0,0012
Error 0,94 12 0,08

Tabla 34.Analisis de la desviacion estandar dia 30

Tratamientos Promedio Desviacion Rango
estandar
T1 4,64 1,31 C
T2 4,14 0,62 BC
T3 3,69 0,31 AB
T4 3,98 0,72 B
T5 3,915 0,825 AB
T6 4,035 0,875 AB
T7 4,05 0,72 AB
T8 3,185 0,155 A
T9 4,325 0,685 B
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Figura 30. pH de las salchichas dia 30
4.1.2.2 Humedad

La humedad es el contenido de vapor de agua en un alimento, la cantidad de
humedad del alimento es un factor que afecta el crecimiento de
microorganismos. Las bacterias requieren mas humedad para poder crecer,
debido a que la humedad se encuentra relacionada con la actividad de agua
(Mendez J, 1994).

Segun las Normas Mexicanas elaboradas por Iberomex, S.A. Zwanenberg de
México, S.A et al (1984). La humedad se encuentra entre 60-70% en
salchichas en donde se aplico aceites esenciales. En la tabla 38 se observa
que el tratamiento t5 alcanza en el dia 10 una humedad de 60%, el tratamiento
t9 66% de humedad, a diferencia del dia 20 los tratamientos mencionados
alcanzan una humedad 64% y 71%, se tomaron en cuenta estos tratamientos
debido a que presentan un incremento de humedad después de 10 dias. Al

finalizar el monitoreo alcanzaron una humedad constante.



Tabla 35.Analisis de varianza de la humedad dia O

FV SC Gl CM F p-valor
Modelo 0,01 10 7,80E-04 7,01 0,0003
Repeticién  1,30E-03 2 6,30E-04 5,65 0,0132
Tratamiento 0,01 8 8,20E-04 7,34 0,0003
Error 1,90E-03 17 1,10E-04
Tabla 36.Analisis de la desviacion estandar dia O
Tratamientos Promedio Desviacion Rango
estandar
T1 0,63730519 0,00230519 A
T2 0,64772727 0,01136364 AB
T3 0,69669032 0,03545254 C
T4 0,65453251 0,00669198 AB
T5 0,65200052 0,00748224 AB
T6 0,66769027 0,00227673 BC
T7 0,6662069 0,0062069 AB
T8 0,66325761 0,00762847 AB
T9 0,66568075 0,00568075 ABC

Tabla 37. Analisis de varianza de la humedad dia 10

FV SC Gl CM F p-valor
Modelo 0,02 10 1,90E-03 4,79 0,0023
Repeticion  4,10E-03 2 2,00E-03 5,22 0,0171
Tratamiento 0,01 8 1,80E-03 4,69 0,0036
Error 1,00E-02 17 3,90E-04




Tabla 38.Analisis de la desviacion estandar dia 10

Tratamientos Promedio Desviacion Rango
estandar

T1 0,64236937 0,01303604 ABC
T2 0,61328556 0,04795223 ABC
T3 0,63333333 0,03333333 ABC
T4 0,651366 0,00562609 ABC
T5 0,6084889 0,02025361 AB
T6 0,60442947 0,03428021 A
T7 0,66033012 0,01287249 BC
T8 0,65905775 0,00477204  ABC
T9 0,66717496 0,00425361 C

Los tratamientos T1, T2, T3, T4, presentan que la humedad esta en rangos de
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61- 65%, a diferencia del tratamiento T6 en 60%, este tratamiento presenta una

humedad inferior a los rangos normales.

Tabla 39.Analisis de varianza de a humedad dia 20

FV SC Gl CM F p-valor
Modelo 0,04 10 7,80E-03 33,72  <0,0001
Repeticion  1,00E-02 2 1,00E-02 52,51 <0,0001
Tratamiento 0,03 8 3,20E-03 28,6 <0,0001
Error 1,90E-03 17 1,10E-04

Tabla 40.Analisis de la desviacion estandar dia 20

Tratamientos Promedio Desviaciéon Rango
estandar
T1 0,6730321 0,03741566 C

T2 0,63588414 0,03802891 A




T3
T4
T5
T6
T7
T8
19

0,63719869
0,63688551
0,64654003
0,61977226
0,67006435
0,63567621
0,71659619

0,01844869
0,03283926
0,01017639
0,03440641
0,00860601
0,03269114
0,02105813

AB

ABC

BC

Tabla 41.Analisis de la varianza de la humedad dia 30
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FV SC Gl CM F p-valor
Modelo 0,05 10 4,50E-03 21,9 <0,0001
Repeticion  4,00E-02 2 2,00E-02 106,48 <0,0001
Tratamiento 1,20E-03 8 1,50E-04 0,74 0,6585
Error 3,50E-03 17 2,10E-04

Tabla 42.Analisis de la desviacion estandar dia 30

Tratamientos Promedio Desviacion Rango
estandar
T1 0,72462238 0,04720302 A
T2 0,71375091 0,05118933 A
T3 0,70742243 0,04511306 A
T4 0,72208422 0,06787861 A
T5 0,71321699 0,06386634 A
T6 0,7100705 0,04266473 A
T7 0,7081147 0,03849164 A
T8 0,70479875 0,06903717 A
T9 0,70172548 0,02372095 A
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Se observa en la tabla 40 que la humedad va incrementando, esta en rangos
del 63-71% de la humedad cada tratamiento presenta variacion, en la tabla
42no0 existe cambios significativos de los tratamientos durante todo el periodo,
la humedad se mantiene en un rango constante de 70% humedad, en el dia
30.

Figura 31. Humedad del dia 30 en las salchichas de pollo
En la figura 31se observa que el tratamiento T8 se encuentra con un promedio

de 70% de humedad y desviacion estandar 0,06.

3.1.1.8 Per6xidos

Se realizé andlisis de peroxidos, los resultados fueron negativos durante los
30 dias, las pruebas se realizaban cada 10 dias y no presentaron cambios. Los
peréxidos son sustancias inestables, que pueden sufrir una descomposicion
acelerada( Naciones Unidas, 2006). Con los resultados obtenidos como
negativo se identifica que no permite que los radicales libres sean sustituidos.
Durante 1 mes no se desarrolld ningun cambio en las salchichas. Se analiza

que los diferentes tratamientos tuvieron efectividad sobre el embutido.

Los resultados de la investigacion de Cantos (2009) sefala que el aceite de
albahaca, arrayan, orégano y romero son los mas promisores en su capacidad
de influenciar en el indice de perdxidos(Cantos, 2009). Con la investigacion
realizada se observa que el aceite esencial de albahaca inhibe el indice de
peréxidos. Ademas la combinacién con los aceites de guayaba, cilantro

proporcionan mayor efectividad en la inhibicion.
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4.1.2.4 Efecto antioxidante
Recta de calibracion

La recta de calibracion obtuvo valores de absorbancia para las disoluciones de
DPPH.

Tabla 43.Concentracion de DPPH, determinacion de la absorbancia en
espectrofotometro UV para recta de calibracién.

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 desarrolld la recta de calibracion DPPH, se utilizé la féormula de regresion
lineal y se determina el coeficiente de correlacion. En la figura 32 se observa a

recta de calibracion de DPPH.

RECTA DE CALIBRACION DPPH

y =9,073x-0,0128 4
0.8 R? =0,9993

-~

ABSORBANCIA
o
=N
\
LY

0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

CONCENTRACION

Figura 32. Recta de calibracién DPPH, absorbancia 517nm.
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El método DPPH o de decoloracion mediante 1,1-difenil-1-pricrihidrazil permite
la determinacion de la capacidad antioxidante de las soluciones utilizadas en
los tratamientos. Consiste que el DPPH presenta un radical que tiene un
electron desapareado y es de color azul- violeta. El antioxidante actua como
anti radical donando atomos de hidrogeno y como resultados se obtiene
radicales con estructuras moleculares estables que detienen la reaccion en la

cadena.

La recta de calibracion se realizé con el compuesto DPPH como se observa en
la figura 32.El compuesto utilizado en la investigacidén presenta sensibilidad a la
luz, debido a Ila reaccion rapida que sucede al momento de anadir las
soluciones antioxidantes se produce la reaccion. A partir de la medicion de la

recta se determina la absorbancia del compuesto a 517nm.

Neira en el 2009 establece que la actividad antioxidante depende del tipo de
flavonoides como el numero de mondmeros que forman la estructura, la
capacidad de neutralizacién de radicales libres depende de la reactividad de los

sustituyentes hidroxilo.

ABSORBANCIA VS TIEMPO
ACEITE CILANTRO

R?=0,9348

absorbacia
w

min
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Figura 33.Absorbancia del aceite esencial de cilantro en 30 minutos.
Se realizé la evaluacion de la absorbancia y el tiempo en que los aceites

esenciales de cilantro, albahaca, guayaba van perdiendo su capacidad
antioxidante, la diferencia de absorbancia establece la inhibicion de radicales
libres. En la figura 33 se observa r? del aceite de cilantro presenta un 93%, de
variabilidad de la variable Y, es decir mayor relacidon ademas indica mayor

estabilidad de su efecto antioxidante

ABSORBANCIA VS TIEMPO
ACEITE ALBAHACA
4
3,5
© 3
% 2,5
E 1? —@— absorbancia
< y=—0,0949x+3,6.é e Lineal (absorbancia)
0,5 R?=0,8276
0
0 10 20 30 40

Figura 34. Absorbancia del aceite esencial de albahaca en 30 minutos.
El aceite de albahaca con 82% de variabilidad, presenta mayor desviacion en

relacion a la linea de absorbancia, dando menor estabilidad en relaciéon a su
efecto antioxidante, ademas la reacciéon del DDPH con el aceite esencial de

albahaca fue con gran velocidad como se indica en el anexo 6
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ABSORBANCIA VS TIEMPO

ACEITE GUAYABA
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Figura 35. Absorbancia del aceite esencial de guayaba en 30 minutos.
El aceite de guayaba presenta 98% con una minima desviacién de su linea de

absorbancia, indica una mejor estabilidad en su efecto antioxidante.

El aceite que demuestra mayor efecto es el aceite de guayaba, aunque en la
investigacion se realizd la combinacion de los 3 aceites esenciales, cuyo
resultado fue el mejor ya que alcanzaron su maximo efecto antioxidante sobre

las salchichas de pollo tipo Frankfurt.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Gracias a la aplicacién del método DPPH, se pudo identificar la diferencia en el
poder antioxidante de los 3 aceites, el aceite esencial de guayaba 98% de
efectividad seguido del cilantro con 93% de efecto antioxidante y al final el de

albahaca con el 82% de efecto antioxidante.

Mediante la realizacién de pruebas microbiologicas se pudo identificar cual fue
el mejor tratamiento para inhibir el crecimiento de microorganismos como:
Aerobios mesofilos, Staphylococcus, Salmonella, Echerichia coli dando los

siguientes resultados:

El mejor tratamiento utilizado para el control de aerobios totales es el
tratamiento T8 (800 ppm aceite esencial albahaca+ 800 ppm aceite esencial
cilantro + 800 ppm aceite esencial guayaba), la formacién de colonias fue 85
ufc.

El tratamiento que presento mayor crecimiento de aerobios totales fue T3 (100

ppm aceite esencial de guayaba) con un resultado 160 ufc, es el que presenta

menor efectividad.

El tratamiento Optimo para Staphylococcus es el tratamiento T8 (800 ppm
aceite esencial albahaca+ 800 ppm aceite esencial cilantro + 800 ppm aceite

esencial guayaba) con un resultado de 85 ufc.

El tratamiento que presenta menos efectividad en el crecimiento de
Staphylococcus aureus es el tratamiento T7 (1000 ppm de aceite esencial de
cilantro con 115 ufc).

Todos los tratamientos inhiben Salmonella y Echerichia coli no se obtuvo
resultados positivos de estos microorganismos.

Las variables como el pH, humedad, perdxidos fueron controlados durante 30
dias y se mantuvieron el pH 3,18 a 4,3. La humedad se mantuvo en un 70% y
no se presenta resultados positivos de peréxidos.
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5.2. Recomendaciones

Realizar un analisis sensorial de las salchichas porque los aceites esenciales
pueden cambiar el sabor.

Dejar las salchichas de pollo al ambiente y luego evaluar el crecimiento
bacteriano, ademas se debe evaluar el efecto antioxidante.

Para realizar la siembra se debe realizar sin guantes y con una adecuada
desinfeccion de las manos para evitar una contaminacion y obtener resultados

alterados de microorganismos.
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Anexo 1. Graficas de las estadisticas de los tratamientos vs dia

Aerobios Totales
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Anexo 2. Aerobios Totales, Datos de las unidades formadoras de colonias Promedio durante 30 dias.

Repeticion Tratamiento Dia 0 Dia 10 Dia 20 Dia 30 Raiz n+1 Raiz n+1 Raiz n+1 Raiz n+1 Dia
Dia 0 Dia 10 Dia 20 30
1 T1 230 100 90 0 15 10 10 1

1 T3 30 40 100 260 6 6 10 16

1 T9 60 130 230 100 8 11 15 10




w

T7
T8
T9

85
85

80
105
145

75
50
130

215
60
120
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12
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Anexo 3. Staphylococus. Unidades formadoras de colonias durante 30 dias.

Repeticion Tratamiento Dia 0 Dia 10 Dia Dia 30 Raiz n+1 Raizn+l1 Dia Raizn+1 Raiz n+1
20 Dia 0 10 Dia 20 Dia 30

1 T1 40 30 50 40 13 13 11 13




3 T9 38 36 38 112 6 6 6 11

Anexo 4. PH durante 30 dias

Repeticion Tratamiento Dia 0 Dia 10 Dia 20 Dia 30 Raiz n+1 Raiz n+1 Raiz n+1 Raiz n+1 Dia 30
Dia 0 Dia 10 Dia 20
1 T1 4,8 55 5,48 3,33 2,4 2,5 2,5 2,1




3 T3 5,6 57 5,0 4.1 2,6 2,6 2,5 2,2
3 T4 5,6 57 5,0 4,1 2,6 2,6 2,5 2,3
3 T5 5,6 57 5,0 4.1 2,6 2,6 2,5 2,3
3 T6 5,6 57 5,0 4,2 2,6 2,6 2,5 2,3
3 T7 5,6 5,6 5,0 4,3 2,6 2,6 2,5 2,3
3 T8 5,6 5,6 5,1 4,3 2,6 2,6 2,5 2,3
3 T9 5,6 5,6 5,1 4,4 2,6 2,6 2,5 2,3
Anexo 5. Humedad durante 30 dias
Repeticion Tratamiento Dia 0 Dia 10 Dia 20 Dia 30 Raiz n+1 Raiz n+1 Raizn+1 Raiz n+1
Dia0 Dia 10 Dia 20 Dia 30
1 T1 0,64 0,66 0,64 0,77 1,28 1,29 1,28 1,33
1 T2 0,64 0,66 0,60 0,76 1,28 1,29 1,26 1,33
1 T3 0,66 0,67 0,62 0,75 1,29 1,29 1,27 1,32
1 T4 0,65 0,65 0,60 0,79 1,28 1,28 1,27 1,34
1 T5 0,64 0,63 0,64 0,78 1,28 1,28 1,28 1,33
1 T6 0,67 0,64 0,59 0,75 1,29 1,28 1,26 1,32
1 T7 0,66 0,65 0,66 0,75 1,29 1,28 1,29 1,32
1 T8 0,66 0,66 0,60 0,77 1,29 1,29 1,27 1,33
1 T9 0,66 0,66 0,70 0,73 1,29 1,29 1,30 1,31
2 T1 0,64 0,63 0,71 0,68 1,28 1,28 1,31 1,30
2 T2 0,66 0,57 0,67 0,66 1,29 1,25 1,29 1,29
2 T3 0,73 0,60 0,66 0,66 1,32 1,26 1,29 1,29
2 T4 0,66 0,66 0,67 0,65 1,29 1,29 1,29 1,29
2 T5 0,66 0,59 0,66 0,65 1,29 1,26 1,29 1,28
2 T6 0,67 0,57 0,65 0,67 1,29 1,25 1,29 1,29




1,28

1,29

o2}
21
-




Anexo 6. Efecto antioxidante de aceites esenciales

Aceite cilantro

Aceite Albahaca

Aceite Guayaba

t(Min)

© 00 NO O b WDN PF-
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absorbancia T(Min)

4,884
4,752
3,974
3,899
3,821
3,759
3,707
3,651
3,598
3,563
3,49

3,45

3,406
3,377
3,344
3,313
3,282
3,253
3,226
3,193
3,173
3,152
3,119
3,095
3,07

3,049
3,023
3,006
2,98

2,96

1 min

2 min

3 min

4 min

5 min

6 min

7 min

8 min

9 min

10 min
11 min
12 min
13 min
14 min
15 min
16 min
17 min
18 min
19 min
20 min
21 min
22 min
23 min
24 min
25 min
26 min
27 min
28 min
29 min
30 min

absorbanci
a

3,177
3,111
3,067
3,016
2,976
2,946
2,912
2,876
2,841
2,82
2,8
2,775
2,748
2,726
2,663
2,616
2,588
2,356
1,86
0,99
0,567
0,418
0,349
0,318
0,286
0,278
0,254
0,253
0,252
0,252

t(Min)

1 min

2 min

3 min

4 min

5 min

6 min

7 min

8 min

9 min

10 min
11 min
12 min
13 min
14 min
15 min
16 min
17 min
18 min
19 min
20 min
21 min
22 min
23 min
24 min
25 min
26 min
27 min
28 min
29 min
30 min

absorbancia

4,099
3,629
3,132
2,932
2,738
2,47
2,357
2,217
2,137
2,089
2,052
1,998
1,955
1,938
1,941
1,899
1,807
1,788
1,773
1,761
1,745
1,735
1,7
1,68
1,652
1,643
1,617
1,603
1,563
1,534
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