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RESUMEN

Dado el avance de la tecnologia y las controversias creadas entorno al uso de
aditivos alimentarios, la industria de alimentos se ha visto obligada a crear
nuevos productos con contenidos mas naturales, sin preservantes, colorantes, y
otros aditivos sintéticos. El siguiente estudio propone el uso de antioxidantes
naturales; conocidos como aceites esenciales; de las hojas de tres especies
vegetales (aguacate, guayaba y orégano) como conservantes aplicados en la
unidad experimental del estudio (salchichas de pollo), en las cuales se realizd
analisis microbiolégico para: Aerobios mesofilos, Staphylococcus aureus,
Clostridium botulinum, Salmonella y Escherichia coli, los tratamientos que
mostraron mayor efectividad en el control de unidades formadoras de recuento
total y estabilidad en cuanto a propiedades fisico quimicas fueron los
tratamientos T3 (aceite esencial de aguacate con 120 ul), T4 (aceite esencial de
guayaba con 120 ul ), y T5 (aceite esencial de orégano con 180 ul ), a su vez no
se presento proliferacion de las bacterias Clostridium botulinum, Salmonella y
Escherichia en el periodo establecido de estudio de 30 dias, para las bacterias
Gram positivas  (Staphylococcus aureus) los tratamientos en comun mas
efectivos fueron T5 y T8 en concentraciones de 180 ul de aceite de orégano y
120 ul de una combinacion de los tres aceites (orégano, guayaba y aguacate).
Se determind el efecto antioxidante de los aceites mediante el método de
decoloracion mas conocido como DPPH (2,2-difenil -1- picrilhidrazil) por el cual
se pudo conocer la capacidad antiradical de cada uno, 91.9 para el aceite de

guayaba, 76 en el aceite de aguacate y 74 % para el aceite de orégano.



ABSTRACT

Given the advance of technology and the controversies created around the use
of food additives, the food industry has been forced to create new products with
more natural contents, without preservatives, dyes, and other synthetic additives.
The following study suggests the use of natural antioxidants; Known as essential
oils; Of the leaves of three vegetable species (avocado, guava and oregano) as
preservatives applied in the experimental unit of the study (chicken sausages), in
which microbiological analysis was performed for: Mesophilic aerobes,
Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Salmonella and Escherichia Coli,
the treatments that showed the greatest effectiveness in the control of total
counting units and stability in physical chemical properties were treatments T3
(avocado essential oil with 120 ul), T4 (guava essential oil with 120 ul), And T5
(essential oil of oregano with 180 ul), there was no proliferation of the bacteria
Clostridium botulinum, Salmonella and Escherichia in the established study
period of 30 days, for Gram-positive bacteria (Staphylococcus aureus) treatments
in Most effective were T5 and T8 at concentrations of 180 ul of oregano oil and
120 ul of a combination of three S oils (oregano, guava and avocado). The
antioxidant effect of the oils was determined by the decolorization method better
known as DPPH (2, 2-diphenyl-1-picrylhydrazyl), by which the antiradical
capacity of each was known, 91.9 for guava oil, 76 Avocado oil and 74% for

oregano oil.
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1. INTRODUCCION

El deterioro presente en los alimentos ha dado lugar a una serie de estudios
relacionados con la conservacion de los productos alimenticios, con la finalidad
de otorgar un mayor periodo de vida util a los alimentos, aseverando asi la
inocuidad hacia los consumidores. Los sistemas de conservacion han sido
implementados desde tiempos pre histéricos por lo que con el pasar del tiempo
las investigaciones realizadas han generado nuevos métodos para la

preservacion de alimentos (Miller, 2009).

La industria alimentaria emplea conservantes para prolongar el tiempo de vida
en percha de los productos, de igual manera el uso de estos aditivos confiere
una mejora en las caracteristicas organolépticas del mismo. La funcion de los
conservantes radica en inhibir, prevenir o retardar el crecimiento de
microorganismos patdgenos y evitar procesos propios de los alimentos como:

putrefaccion o fermentacion (Gould, 2013).

Entre los conservantes mas comunes se encuentran; los sulfatos, empleados en
el vino, conservas vegetales y frutas deshidratadas, el acido sérbico también es
utilizado en lacteos, mermeladas y productos derivados de la papa, el nitrito es
de uso comun en la industria carnica, siendo la funcion mas importante el evitar
que se produzca un deterioro en los alimentos evitando perdidas econdémicas (Gil
y Ruiz, 2010).

El hecho de incorporar conservantes sintéticos en productos elaborados no los
convierte en alimentos no perecederos ya que el efecto que producen ante las
bacterias es retardarlo por un tiempo determinado, esto depende del conservante
y la cantidad aplicada, sin embargo, en algunos casos se torna dificil el
reemplazar las acciones especificas de conservantes quimicos como los nitritos

y nitratos (Hirasa, 2012).



Los aditivos alimentarios se encuentran presentes en una amplia gama de
alimentos con funciones conservantes, estabilizantes, saborizantes,
edulcorantes, antioxidantes, entre otros, estas sustancias son regulados por las
OMS (organizacion mundial de la salud), quienes expresan en la norma CODEX
STAN 192, “Normativa general para los aditivos alimentos”, las dosis maximas
de aplicacion, y detallan a los alimentos en los cuales se pueden aplicar. El uso
de estos aditivos en los alimentos ha creado controversia al relacionarlos con
enfermedades como alergias alimentarias, problemas gastrointestinales,
problemas con el sistema nervioso e incluso con enfermedades terminales como

el cancer (Gavilan, 2012).

En la busqueda de nuevas tendencias naturales, los aceites esenciales son
considerados como conservantes naturales, los mismos que son investigados
como sustitutos de aditivos quimicos, estos se caracterizan por estar compuesto
por; cetonas, alcoholes, aldehidos y éter, responsables del olor que le diferencia
a cada planta, estos compuestos se encuentran en las estructuras verdes y se
puede extraer aproximadamente el 1% de las plantas, este valor es relativo ya
que depende de la especie, el origen, temperatura de ambiente y las condiciones
de extraccién. Los aceites esenciales son volatiles, ligeramente amarillos,
solubles en disolventes organicos o alcoholes y se encuentran en estado liquido
(Garcia, 2016). Estos aceites han presentado beneficios en cuanto a la
preservacion del producto y en el efecto inhibitorio de microorganismos

patégenos. (Astudillo, 2014)

Las hojas de guayaba (Psidium guajava) poseen propiedades fitoquimicas
naturales con compuestos antioxidantes como carotenoides, flavonoides y
antocianinas, a su vez en las hojas de orégano (Origanum vulgare) y aguacate
(Persea americana) se presentan compuestos activos con poder antioxidante
como el carvacrol y timol en el orégano y flavonoides y limoneno en el aguacate,
estos compuestos ya mencionados con propiedades antiradicales evitan la

proliferacion de agentes patogenos (Lozada y Pérez, 2015).



Para este estudio se comprobé el efecto antioxidante de los aceites esenciales
de tres especies vegetales; aguacate, guayaba y orégano; aplicados en las
salchichas de pollo, las caracteristicas y propiedades antioxidantes permitieron
inhibir el crecimiento de los microorganismos establecidos en el estudio,
pudiendo conservar de esta manera las caracteristicas organolépticas y

propiedades fisico quimicas propias de las salchichas.

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General

e Evaluar el efecto antioxidante y antimicrobiano de tres especies vegetales para

la preservacion de productos carnicos con alto contenido graso.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Determinar el efecto antioxidante de los aceites esenciales de aguacate,
guayaba, y orégano por el método DPPH (1,1 difenil, 2 pricil, hidrazilo).

e Analizar el efecto antimicrobiano de los aceites esenciales de aguacate,
guayaba y orégano aplicados en salchichas de pollo tipo Frankfurt in vivo.

e Determinar el pH, perdxidos y humedad en las salchichas de pollo tipo

Frankfurt que contienen aceites esenciales de aguacate, guayaba y orégano.

2. MARCO TEORICO

2.1 Aceites Esenciales

2.1.1 Historia de los aceites esenciales

Los aceites esenciales han sido usados a través del tiempo para diferentes fines
como tratamientos médicos, preservantes, saborizantes alimentarios y desde
tiempos remotos se usaban en la preparacion de perfumes. Se denominé “aceite
esencial” a inicios del siglo XVI por el suizo Paracelsus von Hohenheim quien

utilizé aceites esenciales como nuevos medicamentos y los considero como la



“quinta esencia” sin embargo este término ya habia sido referido en manuscritos
chinos, egipcios y alrededor de mas de 100 citas incluidas en la Biblia que hacian

referencia a estas sustancias (Pino, 2015).

Los primeros procesos de destilacion de aceites esenciales se realizaron en los
paises de Persia, Egipto y la India, sin embargo, esta y otras técnicas afines
fueron perfeccionadas en el continente Occidental, siendo los historiadores como
Herodoto, Plinio y Dioscérides los que dejarian precedentes y resefias sobre

aceites esenciales (Pino, 2015).

En el transcurso de los siglos XIX y XX, el uso de los aceites en el ambito de la
medicina paso6 a un segundo plano dando lugar al empleo de los aceites dentro

de la industria alimentaria como saborizantes (Bauer, Garber y Surburg, 2001).

Se conocen mas de 3000 aceites esenciales con mas de 200 aceites con
importancia comercial (Van de Braak y Leijten, 1999), la mitad de estos estan
reconocidos por la ISO 4720 (2009). El uso de los aceites esenciales ha tomado
gran impulso en diferentes zonas de la industria, siendo ampliamente usados en
la industria farmacéutica, cosmética, agricola y en la industria alimentaria como
aditivos (Stashenko, 2009).

El empleo de estas sustancias activas ha llamado la atencion por sus
compuestos volatiles presentes al actuar como agentes microbianos vy

antioxidantes en productos alimenticios (Schmaus, 1993)

2.1.2 Concepto de aceite esencial

Los aceites esenciales son compuestos de composicion compleja de aroma
agradable, en estado liquido, provenientes de materia vegetal considerados
como metabolitos secundarios de las plantas por sus propiedades
antimicrobianas, antifungicas, antiparasitarias, antioxidantes e insecticidas

(Bruneton, 2001). La mayoria de los aceites esenciales estan formados por mas



de 100 compuestos, los cuales estan clasificados en la serie Terpénica

(hidrocarburos) y Arénica (Montoya, 2010).

Los alcoholes, cetonas, aldehidos, fenoles vy ésteres son los principales
compuestos de los aceites esenciales, los cuales se diferencian por las
propiedades del grupo funcional; los alcoholes presentan propiedades
antimicrobianas, espasmoliticas, tonificantes y antisépticas; los aldehidos por ser
antivirales, espasmoliticos y sedantes; fenoles con accién antimicrobiana vy
estimulante inmunoldgica; las cetonas caracteristicas de ser neurotdxicas,
mucoliticas y regeneradoras celulares y los ésteres por tener propiedades

antifungicas, espasmolitico y sedativas (Vallejo y Velasco, 2005).

Los aceites esenciales han sido ampliamente utilizados en medicina, cosmética
y en la industria alimenticia. La implementacion de los mismos cumple funciones
antioxidantes, saborizantes, colorantes, y ultimamente son utilizados como
sustitutos de conservantes alimenticios, para poder aplicar dichos compuestos
se requiere conocer el modo de accion, que microorganismos ataca y la cantidad

minima no téxica empleada (Martinez, 2013).

Para que el efecto antimicrobiano del aceite esencial funcione, las dosis
empleadas son reducidas a proporciones en partes por millon (ppm), la
propiedad de cada aceite varia segun los componentes presentes en cada
materia vegetal, ya que el uso de dosis superiores a las ya nombradas no
producen un efecto mayor. La actividad antibacteriana es afectada por algunos
factores del aceite como: tipo, concentracion y composicion (Huerta, 2007). La
accion de los aceites esenciales como agentes antimicrobianos naturales ocurre
cuando estos traspasan los lipidos que se encuentran en la membrana celular y
mitocondrial, provocando una fuga de iones ya que su estructura ha sido alterada
lo que conduce a la muerte o lisis celular de los microorganismos (Amadio, Dediol
y Medina, 2011).



2.1.3 Métodos de Extraccion

Los aceites esenciales se pueden extraer facilmente de las plantas, por
diferentes mecanismos, los cuales se clasifican en: métodos directos (extrusion
y exhudacion), destilacion (destilacion directa, arrastre con vapor,
hidrodestilacidon y maceracion), y por extraccion con solventes (volatiles y fijos).
Los aceites pueden ser extraidos de diferentes partes de la planta como: la raiz,

rizomas, hojas, semillas y frutos (Martinez, 2013).

En la presente investigacion el método usado es hidrodestilacién, este
mecanismo se lleva a cabo con la materia vegetal seca la cual se coloca dentro
de un balén aforado con agua, este es expuesto al calor lo que genera vapor
efluente, una presion mayor a la atmosférica, provoca la extraccién del aceite
mediante el flujo interno de agua lo que ocasiona que el vapor se condense y se

genere el aceite esencial (Stashenko, 2009).

2.1.4 Clasificacion de los aceites esenciales

Los aceites esenciales se clasifican por su origen en: aceites sintéticos llamados
asi por su método de extraccion quimico, aceites naturales estos se obtienen
directamente de las plantas y aceites artificiales se caracterizan por ser mezclas

de productos quimicos ya obtenidos.

2.1.5 Aceite esencial de aguacate (Persea americana)

El aguacate conocido cientificamente como Persea americana perteneciente a
la familia Lauraceae, es caracteristico de climas tropicales y subtropicales como
el de México y Centroamérica, este fruto con el tiempo obtuvo mejoras genéticas
lo que ayudo a incrementar su calidad al ser extendido por Sudamérica. Se lo
considera como un fruto y verdura a la vez, se caracteriza por su sabor suave,
consistencia tierna y cremosa, tiene hoja perenne (ricos en vitamina E,

magnesio, potasio y acido folico), puede alcanzar una altura de veinte metros, su



fruto tiene forma de pera, su piel es verde, el tono y la textura cambian de unas

variedades a otras (Flérez y Gonzalez, 2002).

Las hojas de aguacate se caracterizan por tener varios compuestos como:
abacatina, estragol, flavonoides, transanetol, alcanfor, limoneno, perseita,
persiteol, alfa y beta pineno, estos compuestos en conjunto cumplen funciones
como: regenerador, antienvejecimiento y superhidratante (Florez y Gonzalez,
2002).

Los flavonoides estan compuestos por grupos hidroxilosfendélicos de bajo peso
molecular y carga negativa, este ayuda a que el aceite de aguacate actué como
antioxidante evitando los dafios oxidativos, la carga negativa es fundamental en
los flavonoides ya que no facilita el paso de moléculas hacia el interior de la

célula (Fléres, Gonzalez, Gallego y Culebras, 2002).

2.1.6 Aceite esencial de guayaba (Psidium guajava L.)

La guayaba pertenece a la especie Psidium guajava L. de la familia Myrtaceae,
proveniente de climas semisecos, calidos o templados. Su tronco es recto
llegando a alturas de 7 metros, sus hojas son verdes con diametros de 10 a 15
centimetros, flores de color blanco y estambres y su fruto es carnoso con
diametros entre 5 y 12 centimetros. Las hojas de guayaba contienen un aceite
esencial rico en cineol, taninos, triterpenos, flavonoides, resina, eugenol, acido
malico, grasa, celulosa, clorofila, sales minerales, y una serie de sustancias fijas,
esto depende mucho de su origen, las variaciones en la técnica de extraccion, el

tiempo y temperatura de extraccion (Burt,2004).

En estudios anteriores se demostré el potencial antimicrobiano de los extractos
de guayaba frente a bacterias gram-negativas como; Escherichia coli y
Salmonella enteritidis y bacterias gram-positivas como Staphylococcus aureus 'y
Bacillus cereus; bacterias conocidas por ser transmitidas por los alimentos

causando la descomposicion de los mismos (Baser y Buchbauer, 2010). Dentro



de la investigacion se realizé diluciones con diferentes solventes (agua, hexano,
etanol y metanol), la eficiencia se prob6 aplicando 50 ul de solucién. De acuerdo
con los resultados arrojados por el ensayo antibacteriano, los extractos de
metanol y etanol de las hojas de guayaba mostraron actividad inhibitoria contra
bacterias gram-positivas, mientras que las bacterias gram-negativas fueron

resistentes a todos los extractos disolventes (Baser y Buchbauer, 2010).

Tabla 1.

Compuestos presentes en la hoja de Guayaba.

Compuesto Cantidad Relativa en
la Hoja %

B-cariofileno 16.9

Selin 8.3

cariofileno 17.6

limoneno 11

Tomado de (Baser y Buchbauer, 2010)

Segun el investigador Hernandez, J en sus estudios realizados en el afio 2016
analiza la forma de actuar del compuesto trans-b-Cariofileno del aceite esencial
de guayaba, este compuesto presente en sus hojas inhibe procesos de
desarrollo y proliferacion de bacterias como Bacillus cereus, Clostridium
botulinum y Staphylococcus aureus. En contraste con este estudio, la
investigaciéon realizada en el Centro de Investigaciones de Madrid, los
compuestos trans-b-Cariofileno y limoneno presente en la estructura quimica de
las hojas de guayaba dan como resultado caracteristicas inhibitorias de bacterias
Bacillus cereus y Clostridium botulinum en concentracion de 500 ppm (Pérez,
Mitchell y Vargas, 2008)



2.1.7 Aceite esencial de orégano (Origanum vulganum)

El orégano conocido con su nombre cientifico como Origanum vulganum tiene
procedencia europea, pertenece a la familia Lamiaceae. El aceite esencial de
orégano se destaca por su efecto natural antiséptico ya que puede eliminar
bacterias, virus y hongos, este efecto es proporcionado por su compuesto
carvacrol, el cual se encuentra presente en un 87 %, ademas contiene, Acido o-
cumarico, acido rosmarinico, timol, acido r-hidroxibenzoico, acido ferulico,

Mirceno, acido cafeico, acido vainillinico (Morataya,2006).

Su alto poder antioxidante esta presente en dosis mayores a 140 mmol/100 g, el
autor Arcila, 2004 ha demostrado con su investigacion que los compuestos
activos se derivan de los fenoles, como el acido cafeico que actua sobre la grasa,
a su vez demuestra el efecto antimicrobiano contra bacterias gram negativas y
positivas como: Escherichia coli, Salmonella typhimurium, y Staphylococcus
aureus. El efecto inhibitorio se presenta por el compuesto carvacrol y timol, los
mismos que presentan una cantidad minima inhibitoria entre 0,28 a 1,27 mg/ ml

para bacterias y desde 0,65 a mg/ ml para hongos (Arcila, 2004).

Saez, 2002 apoya a la investigacion anterior, demostrando que el aceite de
orégano tiene una actividad antimicrobiana fuerte que puede actuar contra las

bacterias Bacillus cereus, Staphylococcus aureus, E. coli y Pseudomonas

aeruginosa.

Tabla 2.

Componentes del aceite esencial de orégano (O. vulgare).
Compuesto Area relativa (%)
p-cimeno 11,66%
Termineno 5,51%

Thymol 67,51%
Eugenol 1,82%
Carvacrol 6,89%

Tomado de Amadio, 2011.
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La industria alimentaria como desafio principal necesita prolongar el tiempo de
vida util de los alimentos procesados manteniendo sus propiedades
organolépticas, la investigacion realizada en Journal of Food Sciences demostré
que al usar aceite de oliva extra virgen al cual le agregaron un poco de aceite de
orégano evita la oxidacion y lo conserva con todas sus propiedades

organolépticas (Amadio, 2011).

Para la obtencion de este antioxidante se emple6 aceite de oliva extra virgen en
el cual se observo la reaccion de oxidacion, como resultado se obtuvo cambios
organolépticos en cuanto a sabor y olor y en el cambio de rancidez del aceite.
Para evitar el proceso de oxidacion se agreg6é a las muestras aceite de orégano
en proporcion de %z gramo/kilo de aceite, a temperatura ambiente por un periodo
de 126 dias, dando resultados favorables con un mayor tiempo de vida util y en
la conservacion de las propiedades organolépticas del aceite extra virgen
(Grosso, 2012).

La investigacion realizada por Grosso, 2012 en el Instituto Multidisciplinario de
biologia Vegetal (INBIV) de la Universidad de Coérdoba, buscd obtener
antioxidantes naturales aplicando a los lipidos, ya que estos son mas propensos
a oxidarse produciendo malos olores y a su vez algunas toxinas que producen

dafnos en el organismo de las personas.

De esta manera se puede apreciar como los aceites esenciales son acogidos en
las industrias alimentarias como alternativa ante los antioxidantes sintéticos ya
que no producen dafios, como se sabe los antioxidantes sintéticos no se puede
exceder de la cantidad recomendada por ser toxico para la salud de las personas
(Cervato, 2000).

2.2 Embutidos

Segun la Norma INEN 1217:2006 un embutido es considerado como un producto

procesado con carne, grasa y partes afines del animal que, en conjunto con



11

aditivos y condimentos adicionados, forman una emulsién para ser procesadas

en envolturas artificiales o naturales.

La calidad de los productos carnicos es expresada por las caracteristicas
organolépticas como textura, color, olor y sabor, lo que confiere ciertas
caracteristicas al producto para ser clasificado como apetitoso o no para el
consumidor. La composicion del producto se detalla en la cantidad de los
componentes usados y la calidad de los mismos, determinando el valor
nutricional y la estabilidad de factores microbiolégicos, garantizando Ila

preservacion del producto y bienestar del consumidor (Faria, 2007).

Segun el Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca “MAGAP”, se producen de
36 a 50 millones de kilos de embutidos anualmente, con un consumo de 2.77 a
3.85 kilos por persona al aino, dentro de estos embutidos se encuentra el jamén,

salchichas, mortadela, chorizo, vienesa, salame y tocino.

Aunque se comercialice una amplia gama de productos embutidos, estos
muestran un comun denominador, al ser preparados con carne de animales de
abasto, a las que se complementa con grasa y en algunos casos ingredientes
como proteinas texturizadas, proteinas lacticas y almidones (Serrano y
Orts,2012). Se los puede clasificar de manera general en embutidos crudos,

cocidos y escaldados (Faria, 2007).

El ritmo de vida acelerado de la sociedad actual y el aumento de consumo en la
comida rapida y precocinada ha obligado a los consumidores a incorporar
productos de facil conservacion y preparacion, por lo que el consumo de
productos elaborados o semielaborados ha incrementado en los ultimos 10 anos.
Los productos elaborados a base de carnes transformadas constituyen la cuarta

parte de consumo total de la carne dentro de los hogares (Bosh y Pérez, 2011).
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2.2.1 Productos Carnicos Precocidos

Segun se detalla en la norma INEN 1338:12 “las salchichas son el producto
embutido en tripas artificiales como naturales, sean crudas, maduras, ahumadas
o cocinadas de uso alimentario permitido, derivado de la emulsion de masa de
carne y grasa de animales de abasto (bovinos, porcinos, aves de corral) con
aditivos e ingredientes en cantidades permitidas, que han sido seleccionados en
base a una formulacion previa.” La masa de los embutidos es obtenida por la
mezcla y homogeneizacion de la carne, agua, grasa animal, sal y aditivos como;
polifosfatos, sales de curacion, saborizantes, espesantes, conservantes,

estabilizantes y antioxidantes (Faria, 2007).

Estos embutidos se someten a un proceso corto de coccion llamado escaldado,
lo que permite mantener la emulsién e inhibir microorganismos (UNAM ,2011).
Dentro del proceso las proteinas son coaguladas en un rango de temperatura de
74 a 78 °C. (Faria, 2007)

Las salchichas presentan un volumen alto de consumo y ventas, son
consideradas como uno de los productos mas importantes de consumo masivo
y de derivacién carnica. Una de las salchichas mas vendidas dentro del mercado
de Latinoamérica es la salchicha tipo Frankfurt con un consumo per capita en

Ecuador de 2,2 kg aproximadamente (Oha y Serrano, 2012).

En recientes investigaciones epidemioldgicas generadas por la Organizacion
Mundial de la Salud “OMS” y la Agencia Internacional de Investigacion sobre el
Cancer “IARC” se consider6 que el consumo de carne procesada como;
salchichas, jamones, carnes en conserva y curadas, son causantes del cancer
colorrectal a largo plazo, al aplicar calor para su coccion antes de su consumo
estos embutidos absorben todas las sustancias toxicas que se produce durante

el proceso, siendo otro factor que influye al incremento del cancer.
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Dada la controversia generada en los ultimos afios por el consumo de carnes, el
uso excesivo de aditivos generadores de varias molestias en el consumidor como
irritaciones intestinales, alergias alimentarias entre otras enfermedades del tracto
digestivo, la demanda de productos mas sanos, naturales y menos
“‘industrializados” ha dado paso a investigaciones que facultan las propiedades
inhibitorias y antioxidantes de extractos vegetales, plantas, hierbas y aceites
esenciales (Garcia, M y Soto, A, 2009).

Para la elaboracién de embutidos se usan sales de curacién, que estan
compuestas por nitrato de sodio o potasio, acido ascérbico, fosfato, azucar, nitrito
y cloruro de sodio. Los nitratos y nitritos cumplen dos funciones importantes y
especificas: proporcionan color e inhiben a las bacterias mas peligrosas
conocidas como Clostridium botulinum, estos también proveen de efectos
antioxidantes lo que ayuda a estabilizar el sabor, a continuacion, se puede
visualizar la reaccion quimica que se produce para la formacion del color (Hill,
1999, p.448).

NaNOs bacterias NaNO2 + O
NaNO2+ H.O  pH5.4-5.8  NHO2+ NaOH

HNO — > NO + H20 + HNO3

NO + mioglobina EE— nitrosilmioglobina (rojo)
Nitrosilmioglobina color , nitrosilmioglobina (rosado)

Los microorganismos presentes en la carne actuan en la transformacion de
nitratos en nitritos, estos a su vez actuan junto a los ingredientes afiadidos y
transforman en 6xido de nitrégeno (NO), esto se produce por el pH que tiene la
carne, el 6xido de nitrogeno (NO) continua reaccionando con la mioglobina lo

que permite obtener nitrosilmioglobina que al poner en contacto con calor a
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temperaturas superiores a 60°C se transforma en nitrosilhemocromo, el cual es
el factor que proporciona el color caracteristico del embutido, esto se produce

por la desnaturalizacién de la proteina (Hill,1999,p.448).

El Clostridium botulinum se caracteriza por ser anaerobio y sintetizar
neurotoxinas que son peligrosas ya que puede ocasionar la muerte del ser
humano, los nitritos al reaccionar con grupos sulfhidrilo de la proteina o también
con monofenoles como puede ser la tirosina, producen sustancias toxicas que

evitan la supervivencia de los microorganismos (Badui, 2006).

La sal comun es otro de los ingredientes que se usa al producir el embutido ya
que este se caracteriza por cumplir 3 funciones: proporciona sabor, evita la
proliferacion de microorganismos por su efecto de conservante y reduce la
cantidad de agua que ayuda a las reacciones enzimaticas y quimicas, y facilita
la solubilizacién de proteinas esto ayuda a que se puedan ligar cada uno de los

ingredientes lo que favorece la consistencia del embutido (Hill, 1999, p.448).

Uno de los factores de suma importancia al usar conservantes es la manera en
la que influye en el pH. Al colocar un conservante se libera H* en el alimento lo
que ocasiona que el pH sea bajo, lo que ocasiona que muchos microorganismos
en especial las bacterias no logren proliferarse, ya que estas no sobreviven a pH
acidos menores de 4.5 (Hill, 1999, p.448).

Los fosfatos cumplen un rol importante en la emulsiéon de salchichas, entre las
principales funciones es ayudar a suavizar la carne facilitando la estabilidad
cuando a esta se le somete a coccion. Los fosfatos frente al agua tienen un pH
alto, pero cuando se coloca fosfatos sobre la carne el pH baja, ya que la carne
actua como buffer, el factor pH es de suma importancia ya que una minima
variacion de este puede aumentar o disminuir la capacidad de solubilidad en las
proteinas (Cubero, 2002).
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Dentro de los conservantes mas frecuentes que intervienen en la prolongacién
del deterioro de los embutidos estan; los nitritos y nitratos que tienen como
funcion principal evitar el crecimiento de Clostridium botulinum, para que este
conservante no produzca dafios, la ingesta diaria admisible es 0,06 mg/ kg peso
de nitritos y 3,7 mg/KG peso de nitratos. El exceso de estos conservantes
obstruye el transporte del oxigeno hacia el cuerpo (Esterbauer, Gebicki, Puhl,
Gunther, 1992, p.341).

Los fosfatos son empleados en las industrias carnicas por sus caracteristicas
acidificantes, coadyuvantes y estabilizantes, el consumo excesivo de este
conservante produce la formacién de calculos, por este motivo la ingesta diaria
no puede exceder de 70 mg/kg. De igual manera se emplea el sorbitol, este actua
como retenedor de agua en las masas carnicas, ayudando a la textura del
producto como a su estabilizacion, la ingesta diaria no debe pasar de 25 g/ kg
(Halliwell, Murcia, Chirico, Aruoma, 1995, p.35).

2.2.2 Analisis Microbiolégico

Los productos deben cumplir con los requisitos bromatologicos y microbiologicos
establecidos segun la normativa INEN 1338:2012. Los requisitos se cumpliran
segun el tipo de salchicha que se desee elaborar sea tipo |, Il o lll. En cuanto a
los requisitos microbioldgicos se aplicaran para determinar el tiempo de vida util
e inocuidad del producto.

El siguiente cuadro se detalla los requisitos microbiolégicos para productos

carnicos cocidos segun la norma INEN 1338.
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Tabla 3.
Requisitos microbiolégicos para productos carnicos cocidos.
Requisitos n c m M Método de
Ensayo
Aerobios mesofilos 5 1 5,010  1,00"  NTE INEN 1529-
*ufc/g S}
Escherichia coli *ufc/g 5 0 <10 - AOAC 991.14
NTE INEN 1529-
8
Staphylococcus 5 1 1,0*10%  1,0*104 NTE INEN 1529-
aureus *ufc/g 14
Salmonella /25 g** 10 0 Ausencia - NTE INEN 1529-
15

Tomado de Norma INEN, 2011.

Nota: n.: nimero de unidades de la muestra; c.: nimero de unidades defectuosas que se

aceptan; m.: nivel de aceptacion; M.: nivel de rechazo

La carne y sus productos derivados poseen un alto contenido de proteinas y de
agua, lo que da a lugar a la proliferacion de microorganismos segun las

condiciones y factores presentes en el medio (Sofos, 1997).

Acorde con la Norma INEN 1338:2012, la actividad microbiana presente en
salchichas (embutidos escaldados) son: Aerobios mesdéfilos, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus y Salmonella.

2.2.3 Aerobios mesofilos:

La norma INEN 1529-5 se refiere a los organismos aerobios mesdfilos como
microorganismos que se desarrollan en presencia del oxigeno a temperaturas
comprendidas en un rango de 20 a 45 °C y en condiciones Optimas en
temperaturas entre 30 a 40 °C (INEN, 2006). Los aerobios mesofilos o conocidos
también como de conteo total son microrganismos indicadores de contaminacién

en alimentos, por deficiencias de manejo o proceso. Otros microorganismos
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integrantes del conjunto de indicadores de contaminacién son los hongos,

levaduras y coliformes totales (Murano, 2000).

2.2.4 Escherichia coli

Escherichia coli se desarrolla en medios no exigentes, con la ayuda de gas,
fermentando de esta manera la glucosa y lactosa, estos microorganismo del
grupo de las Gram negativas y de la familia de las enterobacterias se
caracterizan por tener coloraciones negras y a su vez brillantes, que al ser
colocadas en contacto con luz reflejan un tono verde obscuro brillante, ademas
tiende a sobrevivir durante un prolongado tiempo en superficies de tierra tanto
de verduras como de frutas, produce toxinas conocidas como verotoxinas que
pueden ocasionar problemas a la salud del consumidor, para su crecimiento
requiere de temperaturas de 6°C a 50°C, inhibiendo su crecimiento a

temperaturas mayores de 65°C (Hussein, 2012).

Es un agente de enfermedades alimentarias, tratadas como infeccion, estas
infecciones pueden desencadenarse por una mala manipulacion del alimento en
conjunto con la higiene inadecuada tanto del consumidor como del proveedor del
alimento, mal manejo de aguas residuales y la falta de refrigeracién rapida

después de elaborados de los alimentos (Bourgeois, 2001).

En la carne, después del proceso post mortem, el musculo realiza procesos
bioquimicos, en donde el aporte de nutrientes se convierte en un aliado para la
proliferacion para la mayoria de microorganismos sin importar la complejidad de
las necesidades que cada bacteria requiera, por lo que ayuda al crecimiento de
bacterias de necesidades simples como E. coli hasta Streptococcis faecium que
requiere gran cantidad de aminoacidos para su crecimiento (Prescott, Harley y
Klein, 2000). El tipo de E. coli presente en productos carnicos ha sido
denominado como 0157:H7 (Sofos, 1997)
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2.2.5 Staphylococcus aureus

Microorganismo anaerobio facultativo, crece a temperaturas entre 30 a 35°C, sin
embargo, las enterotoxinas necesitan temperaturas mas elevadas para su
reproduccion. Es uno de los microorganismos causantes de intoxicacion
alimentaria, se encuentran en el hombre en las cavidades nasales, la piel, ojos,
garganta y tracto intestinal, desde donde migran a los alimentos y los contaminan
(Murano, 2000).

Los problemas de intoxicacién se dan por la falta de refrigeracion, tratamientos
térmicos insuficientes, productos sin cubrir a temperatura ambiente, malas

practicas de higiene personal, entre otros (Murano, 2000).

2.2.6 Clostridium botulinum

Es una bacteria del género Gram positiva, se reproduce sin necesidad de aire,
este bacilo produce las conocidas toxinas botulinicas en microambientes con pH
acidos mayores a 4, esta toxina es termorresistente por lo que los tratamientos
de esterilizacién estan disefiados para destruir esta bacteria a temperaturas
elevadas (Murano,2000).

Poseen esporas, las mismas que ocasionan que el microorganismo sobreviva en
un estado de latencia hasta encontrarse nuevamente en condiciones 6ptimas de
crecimiento. Estas bacterias en forma de bacilo se encuentran presentes en los
alimentos enlatados y en productos carnicos como los curados, produciendo
enfermedades al consumidor, este microorganismo necesita medios con alta
proteina y bajo en sal, necesita temperaturas entre 3°C hasta los 50°C, pero al
someter a los alimentos a temperaturas de 80°C sus toxinas son inactivadas
(Sanchez, 2008).

Clostridium botulinum es un agente causal de intoxicacién alimentaria, esta
intoxicacion se se relaciona con tratamientos térmicos deficientes a pH acidos

mayores a 4, que han sido empacados con tecnologia de vacio y enlatado, o a
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la mala manipulacion dentro del proceso de elaboracion del alimento (Sofos,
1997).

Los cambios en las tonalidades de la carne, como verdes, marrones o grises,
son causados por bacterias de género Bacillus, Clostridium y Pseudomonas

mayormente (Amézquita, Arango, Restrepo, y Restrepo, 2001).

2.2.7 Salmonella

La contaminacion causada por Salmonella esta derivada principalmente por
roedores, aves y huevos (Sofos, 1997). Es un microorganismo aerobio mesdfilo
causante de infecciones alimentarias, esto se debe principalmente al consumo
de carnes no cocidas, por contaminacion cruzada de una carne cruda con una
cocida causando migracion de microorganismos, los tratamientos inadecuados

a alimentos elaborados con huevo o carne, entre otros factores.

Los principales vehiculos de contaminacién de Salmonella son los alimentos y el
agua; esta bacteria requiere medios ricos en grasas y proteina con una baja
concentracion de agua, para su crecimiento Optimo esta bacteria requiere
temperaturas que oscilan entre 30°C a 37°C, para inactivar esta bacteria se

necesita someter a los alimentos a temperatura de 70°C (Dawson, 2008).

La calidad microbiologica presente en los alimentos influye directamente en la
conservacion del alimento y en la vida en percha del mismo, los microorganismos
indicadores ayudan a prevenir de manera oportuna el manejo inadecuado dentro
de los procesos de elaboracion o contaminacion que ayudan a la proliferacion de

microorganismos patogenos (Ashbolt, Grabow y Snozzi, 2001).
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2.3 Analisis Fisico Quimico

2.3.1 Potencial de hidrégeno (pH)

El pH es una medida en la escala de la acidez o la basicidad, la escala se
encuentra entre 0 y 14, los valores menores a 7 son considerados como acidos,
mientras que los valores mayores a 7 son considerados como basicos. En el afio
1990 el pH fue definido por Sorensen como el logaritmo negativo de la actividad

molar de los iones de hidrogenos (Dean, Merritt, y Lynne, 2011).

Este analisis puede ser determinado a través de un potencidémetro (pH-metro),
este instrumento indica la diferencia del potencial de un electrodo de cloruro plata
y otro de vidrio que identificara al ion hidrégeno de la muestra (Dean, Merritt, y
Lynne, 2011).

En la industria alimentaria se mide el pH de los alimentos para conocer la
estabilidad de cada producto ya que ésta técnica de analisis esta ligada
directamente con el medio de crecimiento de diversos microrganismos (Dean,
Merritt, y Lynne, 2011).

El pH de la carne de animales de abasto después de su proceso post mortem,
sufre un descenso por la accién del acido lactico presente en los musculos, en
la industria carnica es de suma importancia mantener el pH adecuado (5.4 - 5.9)
ya que si el pH incrementa (6.0 — 6.8) puede ocasionarse degradaciones en la
proteina por la accién de microorganismos (Sanchez, 2013). La accion de los
microorganismos es sensible al alza y baja de pH, cuando el pH baja la
proliferacion bacteriana disminuye el ritmo de crecimiento de bacterias y
levaduras, sin embargo, existen microorganismos como los mohos que
presentan resistencia a pH menores a 3.5 (Amézquita, Arango, Restrepo, y
Restrepo, 2001).



21

Para controlar los parametros de los alimentos como las condiciones de su
elaboracion, el pH es uno de los factores determinantes en el tiempo de vida util,
por lo general en embutidos con pH acidos permiten una mejor conservacion del
alimento ya que este impide la proliferacién, el pH se basa en la concentracién
tanto de iones de hidrogeno como de protones, lo que determina que
microorganismo pueden crecer segun el medio en el que se encuentren (Tirado,
2005). El control de microorganismos en productos carnicos cocidos se debe a
la coccion al producir la inactivacion de los microorganismos patdégenos (Murphy,
2005).

2.3.2 Humedad

Segun Honikel, 2008 el contenido de agua en la carne es de aproximadamente
70 a 75%, del cual el 5% es agua que interactua con las proteinas (agua ligada),
el 70% restante es agua libre. La determinaciéon de materia seca o humedad se
basa en la pérdida del agua libre ligada por la accion del aire forzado proveniente
de una estufa de calentamiento, el analisis de humedad da a conocer la cantidad

total de agua en una muestra.

El contenido de humedad en la carne es de suma importancia en el tejido
muscular de las carnes consideradas como magras, sin embargo, es

directamente proporcional a que sea mayormente perecedero (Honikel, 2008).

El investigador Muguerza (2012), realiz6 el analisis de humedad en salchichas
de pollo guiado por la Norma Internacional ISOR-1442, para comprobar el
contenido de humedad presente, siendo el 72,28 y 73%, considerado como el

mayor ingrediente presente en las salchichas.

La humedad esta influenciada en tres factores importantes de un alimento como
cohesividad, materia prima y compresibilidad (Ramirez, 2014), el exceso de
humedad en un alimento puede ocasionar podredumbre, el autor Chan (2013),

determin6 la humedad de salchichas por el método tradicional, aplico 75°C
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durante 3 horas empleando el uso de estufa, el porcentaje de humedad fue de

0,8% analizado en 1 gramo de salchicha.

2.3.3 indice de Peroxidos

Los indices de perdxidos se pueden realizar mediante pruebas cualitativas y
cuantitativas, este es uno de los factores que permite conocer el estado de
deterioro de una grasa. La cantidad de peréxidos tiende a ser expresada en
miliequivalentes de oxigeno por un kilo de grasa en una muestra que genera
oxidacioén del yoduro de potasio. Los peroxidos contienen en su estructura

quimica, enlaces de oxigeno — oxigeno (Fernandez y Morales, 2012).

En la industria de los alimentos el indice de perdxidos es una de las pruebas
fisico quimicas mas usadas e importantes, el contenido de lipidos alterados
presentes en los alimentos causa notablemente el decaimiento de los productos,
por lo que esta prueba se emplea para medir la calidad de grasas y aceites, el
método usado para la determinacion de perdxidos es una prueba semi cualitativa
conocida como método de Merck, en donde se emplean tiras de viraje de color
comparativas, las que son introducidas por pocos segundos en un solucion de
agua oxigenada y la muestra analizada, de esta manera el oxigeno del peréxido
presente en la muestra es movilizado por enzimas peroxidasas hacia la tira, lo

cual hace que el color varie por

medio de un indicador de oxido reduccién (Grosch, y Schieberle, 2010).

Las oxidaciones de las grasas se generan por la presencia de peroxidos,
produciendo un sabor y olor particular a rancidez, a su vez aparecen mas
factores que se hacen presentes en la descomposicion. El indice de peréxido se
ve reflejado por la longitud de la cadena del acido y el grado de instauracion
(Alarcén, 2010).
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2.3.4 Capacidad Antioxidante (Método DPPH)

Los métodos para determinar la capacidad antioxidante son diversos, los cuales

pueden ser in vivo o in vitro.

Las técnicas in vitro se basan en la determinacion de la actividad presente en el
antioxidante de una muestra (Mezcla, alimento o compuesto) frente a sustancias
de naturaleza radical; las pérdidas de color en esta técnica varian en forma
directa con la concentracion (Botero, Monsalve y Rojano, 2007). Una de las
desventajas de las técnicas de determinacion antioxidante in vivo es la
inestabilidad ocasionado por el incremento de estrés oxidativo (Luximon,
Bahorun y Crozier, 2003).

La capacidad antioxidante de una muestra dependera del microambiente en el
que se encuentre, asi como de las capacidades antioxidantes de cada uno de
sus componentes, los mismos que podran interactuar entre si para logar un

sinergismo entre ellos (Luximon, Bahorun y Crozier, 2003)

En estudios realizados con anterioridad se han aislado compuestos fendlicos
(antioxidantes) presentes en el aceite de orégano para evaluar el efecto
antioxidante y la funcién de proteccién realizada en las células frente a los
cambios oxidativos. Esta investigacion realizada por Garcia, 2010 determina que
el efecto antioxidante obtenido de compuestos fendlicos arroja buenos
resultados en concentraciones minimas de 0,01 ug/ml, dicha concentracion fue
comparada con la de vitamina C (presente en la pulpa de guayaba) en la cual se
empled en concentraciones mayores de 5,495 ug/ml, recomendando al aceite de

orégano como una buena opcion antioxidante (Garcia, 2010).

El DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) es un radical estable y libre, de coloracion
purpura en medios metandlicos por la donacién de un electrén por un compuesto

que contenga poder antioxidante, de esta manera la tonalidad violeta disminuye



24

a un color casi transparente, de igual manera esto indica que la absorbancia del

compuesto antioxidante ha disminuido (Gurrieri, Miceli, y Lanza, 2000).

A su vez distintos compuestos naturales o cromégenos como ABTS, DPPH,
DMPO entre otros, se emplean para determinar la capacidad presente en
compuestos fendlicos para captar radicales libres generados, evitando o
retardando los efectos provocados por los procesos oxidativos. Sin embargo, los
métodos mas aplicados son ABTS y DPPH, presentando buenas condiciones de
aceptabilidad en determinadas condiciones, el DPPH se considera como un
radical libre que se obtiene de manera directa sin acondicionamiento previo,
mientras que el ABTS se obtiene tras haber sido generado por una reaccién
quimica. Aunque se ha obtenido buenos resultados de ambas técnicas; los
resultados que presentaron mayor absorcion fueron en longitudes de onda de
414 nm para el radical ABTS y 515 nm en el radical DPPH (Gurrieri, Miceli, y
Lanza, 2000).

2.3.5 Actividad de agua

La actividad de agua en los alimentos representa la estabilidad de un producto
en el ambiente, este a su vez se determina por la presion de vapor parcial de
agua que se encuentra en la superficie, la actividad de agua se ve influenciada
por la temperatura, la composicion y que cantidad de agua esta presente en el
producto final, estos factores influyen en las caracteristicas organolépticas del
producto, el valor nutricional y la manera en como se le puede conservar
(Nielsen, 2012).

La actividad de agua es un factor imprescindible para definir la presencia de
microorganismos ya que estos requieren de agua disponible para su rapida
proliferacion, una manera de disminuir la actividad de agua en un alimento es el
agregar soluto esto permite que las moléculas del agua se liguen al soluto
mientras otras se adhieren a componentes que requieran agua, de esta forma se

disminuye la actividad de agua (Pollio y Moreno 2012).
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Chan (2013), define que bacterias como Salmonella necesitan una actividad de
agua de 0,92 para poder proliferarse, Aspergillus flavus requiere 0,83 de
actividad de agua para producir sus toxinas, tanto la actividad de agua como el
pH son factores importantes para el crecimiento de microorganismos, mientras
que Readorn J (2012), asegura que el rango para el crecimiento de bacterias es
0,90 de actividad de agua, los hongos como las levaduras requieren de 0,61 de
actividad de agua, Staphylococcus aureus requiere de 0,98 de actividad de agua

y Escherichia coli 0,95 de actividad de agua.

2.4 Aditivos alimentarios

El Codex Alimentarius define a los aditivos alimentarios como mezclas o
sustancias adicionadas de manera intencional a productos alimenticios durante
cualquier etapa de su procesamiento, con el propdsito producir efectos de

conservantes y de aceptacion en los consumidores.

Los aditivos alimentarios son considerados como sustancias que no se
consumen directamente como un alimento y se adicionan a este de manera
premeditada o accidental, los aditivos son las sustancias agregadas de manera
intencional tengan o no valor nutritivo mientras que las accidentales son
sustancias que se originan o forman y exponen al alimento a cambios o
contaminacion antes o en el transcurso de su transformacién y procesamiento
(Garcia y Mendoza, 2012).

El uso de aditivos debe ser necesaria y util cuidando que sean seguros para el
consumidor, la adicion debe llevar a cabo un propdsito tecnoldgico en cualquiera
de sus fases de proceso como preparacion, tratamientos, envasado, transporte

y almacenamiento (Garcia, Fernandez y Morales, 2008).

En la actualidad existen 2800 aditivos aprobados por los organismos reguladores
competentes para el uso en alimentos los cuales un aproximado de 1200 son

usados como aromatizantes, los aditivos realizan diversas funciones
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tecnolégicas con fines de conservacion, modificacion en propiedades
organolépticas como textura, aroma, realce de sabor y color. La duracién o
permanencia de los aditivos presentes en los productos lo hace diferente a los
coadyuvantes, y el poseer valor nutritivo o no lo diferencia de sustancias
enriquecidas como lo son las vitaminas, aminoacidos y minerales, de igual
manera la incorporacion intencionada lo hace diferente de la accidental por
contaminantes, metales pesados, pesticidas y residuos de medicamentos

veterinarios (Garcia, et, al. 2012).

Los aditivos se pueden ver clasificados por su origen de obtencion como
naturales, idénticos a los naturales, modificados y artificiales. Pueden ser
productos quimicos obtenidos por sintesis e incluso productos obtenidos a través

de procesos biotecnoldgicos (Vidal y Hernandez, 1999)

Los aditivos de derivados naturales son adquiridos de organismos vegetales
como animales, por medio de procesos fisicos, quimicos o enzimaticos, como lo
son los aceites vegetales ricos en antioxidantes, los considerados idénticos a los
naturales se obtienen en el laboratorio de sintesis quimica o biolégica, como los

colorantes presentes en vegetales como los carotenoides (Garcia, et, al. 2012).

Las celulosas modificadas como la metilcelulosa, hidroxipropilcelulosa y
almidones modificados también son usadas en la industria alimentaria, son
compuestos de origen natural que han sido previamente modificados en su
estructura, mientras que los artificiales son obtenidos por diferentes sintesis

estos no estan presentes de forma natural (Garcia, et, al. 2012).

De acuerdo las funciones que desempefian en el alimento los aditivos
alimentarios se ven clasificados en los siguientes grupos, a continuacion, en la

tabla 4 se los detalla.
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Clasificacion de los aditivos alimentarios por su funcion.

Aditivo Alimentarios

Funcién

Agentes de recubrimiento

Antiaglomerantes

Antioxidantes

Clarificantes

Colorantes

Conservadores

Edulcorantes

Estabilizantes, gelificantes,

emulsionantes, espesantes

Humectantes

Potenciadores de sabor.

Reguladores de pH

Secuestradores

Otorgan un aspecto brillante al
exterior del alimento a su vez
proporcionan una capa protectora.
Evitan la cohesion entre particulas,
dan favor facilidad de fluido

Impiden o retrasan el deterioro
causado por la oxidacion vy
enranciamiento.

Eliminan la turbidez en liquidos.
Realce o refuerzo de color en los
productos alimenticios, liquidos o
sélidos.

Prolongacion de vida util del alimento,
proteccién del deterioro microbiano
Proporcionan dulzor de manera total o
parcial a los alimentos.

Mantienen la homogeneidad en los
productos que posee dos o0 mas fases
inmiscibles.

Evitan la pérdida de humedad.
Intensifican el sabor o aroma del
alimento

Estabilizan o regulan la alcalinidad o
acidez de un alimento.

Permiten la formacion de compuestos

quimicos con iones metalicos.

Tomado de Carrillo y Mendoza, 2012.
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Por otra parte, la FDA en conjunto con el Consejo Internacional Alimentario

clasifica a los aditivos de la siguiente manera.

Tabla 5.
Clasificacion de los aditivos por su especificidad técnicas por la FDA y el Consejo

Internacional Alimentario:

Aditivos clasificados por la FDA

Aditivos para mejorar o conservar la Antioxidantes y conservadores.

seguridad y frescura de los alimentos.

Aditivos para mejorar el nivel Vitaminas, minerales, fibras,
nutricional. reductores de calorias y grasas.

Mejoradores de sabor, textura y Edulcorantes, estabilizantes,
apariencia. espesantes, emulsionantes,

gelificantes, reguladores de pH.

Tomado de FDA, 2011.

El uso de aditivos alimentarios es parte indiscutible dentro de los procesos de
produccion, proporcionan alimentos mas estables, de mejor apariencia,

econdmicos e innovadores con el pasar del tiempo (Atzi, 2001).

Sin embargo, el uso de los mismos ha generado gran controversia, al consumirse
en la mayoria de productos expendidos en el mercado en grandes cantidades y
se presume que estan dentro de los compuestos menos seguros encontrados en
los alimentos después de pesticidas, toxicos naturales y toxinas microbianas
(Atzi,2001).

De esta manera los aditivos pueden usarse bajo la autorizacidon de los
organismos competentes, demostrando que es necesario su uso, justificando de
alguna manera que el alimento o producto no podria cumplir con todas las
caracteristicas de calidad y deseadas; si este aditivo no estuviese presente (Azti,
2001).
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Otro factor importante es la eficacia tecnoldgica, la cual se encarga de mantener
la calidad nutritiva del alimento, dar caracteristicas especificas para
consumidores con necesidades nutritivas especiales, ayudar a la estabilidad y
preservacion del alimento sin alterar su calidad o tratar de ocultar algun tipo de
defecto y guarda la seguridad para el consumidor, de esta manera el aditivo entra

en las conocidas listas positivas (Azti, 2001).

Con el avance tecnolégico se ha incorporado a la industria alimentaria diversos
aditivos con el fin de obtener alimentos de mejor calidad, inocuos, garantizando

gue sean seguros para el consumo humano (Glingoérmds, et al, 2010).

Se han realizado varios estudios por parte de investigadores, cientificos,
unidades regulatorias en torno a la polémica que gira en el consumo de
sustancias de uso masivo (aditivos) en la transformacion o produccién de
alimentos y de sus efectos secundarios, precursores de varias enfermedades
como: intestinales, cardiacas, alergias alimenticias, cancer, Parkinson entre
otras (Andino y Castillo, 2010).

Por esta razon y por el riesgo de toxicidad de la incorporaciéon de aditivos en los
alimentos se realizan pruebas para determinar la seguridad de los aditivos

alimentarios, su inocuidad y en las dosis en las cuales se deben usar.

La normativa que regula los aditivos alimentarios dentro del Ecuador es la
Norma INEN CODEX 192:2013 en el que se detalla la ingesta diaria admisible
IDA y uso tecnoldgico justificado de los aditivos permitidos (INEN,2013).

2.4.1 Ingesta diaria admisible (IDA)
Se refiere a la cantidad media de un aditivo alimentario, que se puede ingerir de

manera habitual sin correr riesgo en la salud, la IDA es expresada en miligramos

de aditivo ingerido por kilogramos de peso corporal (Carrillo y Mendoza, 2012).
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La IDA calcula un amplio margen de seguridad para el consumo de un aditivo
alimentario diariamente o dentro de la dieta diaria, durante toda la vida, sin
presentar efectos adversos notables en la salud. Segun el comité mixto
FAO/CODEX de expertos en aditivos alimentarios JECFA, se establecieron
criterios toxicoldgicos en base a los 3 tipos de IDA; No especificada (NE),

temporal y sin asignar.

La IDA no especificada hace referencia a los aditivos alimentarios que mantienen
baja toxicidad y en los cuales no se ha observado efectos sobre la salud del
consumidor a través de datos toxicologicos, la IDA temporal expresa el uso
seguro del aditivo en un periodo de tiempo corto, esperando recopilar
informacion para un dato exacto a largo plazo, por ultimo la IDA sin asignar se
utiliza en el caso de no encontrar datos disponibles o la toxicidad es alta por lo

que su uso esta establecido como no confiable(Carrillo y Mendoza, 2012).

La ingesta diaria admisible esta especificada para todo el grupo de aditivos
utilizados en alimentos. Entre los aditivos alimentarios utilizados para la
elaboracion de salchichas se encuentran los conservantes, emulsionantes,

mejoradores de sabor, textura y apariencia.

2.4.2 Conservantes o Preservantes

Los conservantes forman parte del grupo de aditivos alimentarios, se definen
como sustancias afiadidas, utilizadas para prolongar el periodo de vida util de un
alimento. Su principal objetivo es prevenir la proliferacion y contaminacion de

microorganismos como bacterias, hongos y levaduras (Carrillo, 2012).

En la actualidad se ha exigido la prohibicion de algunas sustancias quimicas
como aditivos, involucrados en la transformacion de alimentos, sin embargo, su
uso ha podido ser justificado por ser inofensivos siempre y cuando se apliquen
en las concentraciones en las que aseguren su eficacia y la ausencia de riesgos

sanitarios y de salud (Tovar, Ortiz y Soriano, 2012).
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Los conservantes pueden ser ingredientes naturales o sintético que se afade a
productos alimenticios, productos farmacéuticos y productos de cuidado
personal para prevenir el deterioro, causado por crecimiento microbiano o por

cambios quimicos indeseables (Alandi y Garcia, 2008, pp. 80-86)

Tabla 6.
Dosis diaria admisible, efectos secundarios en preservantes inorganicos usados

en la industria de alimentos.

Preservantes Dosis diaria Efectos secundarios
Inorganicos admisible (peso
corporal)
Nitratos, 0.06mg/kg nitritos  El nitrito se une a la hemoglobina, e
nitritos 3,7 mg/kg nitratos impide el transporte de oxigeno
(Carrillo y (Carrillo y Mendoza, 2012).
Mendoza, 2012)
Sulfitos 200 a 500 ppm No son toxicos

(Carrillo y
Mendoza, 2012).

Propionatos No especificado

No

condiciones de empleo ya que el

implica riesgo toxico en

organismo los metaboliza con facilidad

por ser acidos grasos (Tsai,1984)

Tomado de Carrillo y Mendoza, 2012.
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Dosis diaria admisible, efectos secundarios de preservantes organicos usados

en la industria de alimentos.

Efectos secundarios por exceso
en IDA

Preservantes Dosis diaria
Organicos admisible
Boratos No especificado

Benzoatos (Agente 5 mg/kg (Carrillo

antimicrobiano pH vy Mendoza,

2.5a4.0) 2012).

Sorbatos 25 mg/kg
(Carrillo y

Mendoza, 2012).

p-Hidroxi-Benzoico  No especificado

Mala eliminacién, acumulacién en
el organismo. Puede resultar

toxico (Carrillo y Mendoza, 2012).

Diarrea, hemorragia interna,
inflamacion de higado y rifidn
(Carrillo y Mendoza, 2012).

En concentraciones altas ocasiona
hipersensibilidad, hipertrofia renal
y hepatica (Carrillo y Mendoza,
2012).

Puede ser cancerigeno (Carrillo y
Mendoza, 2012).

Tomado de Carrillo y Mendoza, 2012.

Uno de los conservantes inorganicos mas utilizados en la industria carnica son

los nitritos y nitratos (UNAM, 2011).

2.4.3 Nitratos y nitritos

Se emplean como sales sddicas y potasicas de nitritos y nitratos, estos aditivos

alimentarios son usados en carnes de curado para dar un aroma y aspecto de

tonalidades color rosa-rojizo caracteristico, la prevencion de la aparicion de

microorganismos Clostridium botulinum responsable de las toxinas botulinicas y

al enranciamiento oxidativo de las carnes (Garcia, Morales y Pachén, 2012).
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La presencia de aditivos nitritos y nitratos conducen a la formacion de
nitrosaminas considerados como agentes cancerigenos y mutagenos, causante
de cancer de higado, rifidn, estbmago, eséfago y pancreas. Los nitratos pueden
verse reducidos por sistemas microbianos a nitritos, esto ocasiona la oxidacion
de la hemoglobina a metahemoglobina, provocando que no se una al oxigeno
ocasionando cuadros de obstruccion al respirar (anoxia), por lo que el uso de
este aditivo se emplea en concentraciones bajas de 200 y 500 ppm de nitritos y
nitratos respectivamente. La IDA como se indica en la tabla 7 es de 0.06 mg/kg
de nitritos, valor usado en la elaboracién de sal nitrante para el curado de

procesos carnicos (Berdanier, Dwyer y Feldman, 2010).

2.4.4 Antioxidantes

Los antioxidantes son un grupo de sustancias que contienen estructuras
quimicas diversas y con diferentes mecanismos de accion. Estos antioxidantes
evitan o retrasan los procesos oxidativos, se basa en la reaccién que tienen los
antioxidantes con los radicales libres presentes en los lipidos lo que resulta en la

formacion de productos inactivos (Vitagor, 2008).

El empleo de antioxidantes a mas de ayudar en la calidad del producto final
beneficia el tiempo de vida util, al prolongarlo, sin embargo, los antioxidantes de
origen natural tienen menor efectividad que los antioxidantes de origen sintético
por esta razdon la industria alimentaria los emplea en alimentos con una

perspectiva mas natural (Bergliter y Hernandez, 2010).

La oxidacién de lipidos forma parte de los factores de deterioro en los alimentos
al igual que las alteraciones producidas por microorganismos limitando la vida

util del producto (Carrillo y Mendoza, 2012).

Se los pueden clasificar de manera general como antioxidantes naturales y

antioxidantes sintéticos (Gavilan y Jacome, 2012).
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2.4.5 Antioxidantes Naturales

Se consideran antioxidantes naturales al conjunto de colorantes naturales,
vitaminas, minerales, compuestos vegetales y enzimas, que evitan el dafo
causado por los radicales libres presentes en el organismo (Berdanier, Dwyer y
Feldman, 2010).

Los antioxidantes tienen capacidades de bloqueo frente a los radicales libres que
transforman o cambian el colesterol malo, disminuyendo de esta manera el
riesgo de enfermedades cardiovasculares. Los principales estudios se centran
principalmente en la vitamina C, vitamina E, beta-carotenos, flavonoides, selenio

y zinc (Berdanier, Dwyer y Feldman, 2010).

Se sabe que la modificacion del "colesterol malo" (LDL-c) desempena un papel
fundamental tanto en la iniciacion como en el desarrollo de la arteriosclerosis
(engrosamiento y dureza anormal de las cubiertas internas de los vasos
sanguineos debido a un depdsito de material graso, que impide o dificulta el paso

de la sangre) (Berdanier, Dwyer y Feldman, 2010).

El grupo de antioxidantes naturales y de sintesis mas utilizado son los ascorbatos
estos son considerados sales o ésteres, dentro de este conjunto tenemos al
acido ascorbico, ascorbato sédico, ascorbato calcico, palmitato de L-ascorbilo y
el estereato de L-ascorbilo (Gavilan,2012).

El acido ascérbico o vitamina C es un compuesto hidrosoluble derivada del acido
guldnico sintetizado a partir de una glucosa. Se lo ha asociado a varias funciones
metabdlicas en el organismo, metabolismo de carbohidratos y con funciones
antioxidantes y antiradicales, dicha actividad antioxidante inicia con el equilibrio
de sus principales moléculas cuando L-ascorbico pasa a L-dehidroascoérbico,
esto hace que la molécula pueda inhibir oxigeno e hidrogeno (radicales

oxidativos) (Kraemer, 2002).
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Se lo encuentra de forma natural en varios alimentos y es usado de manera
amplia en la industria de los alimentos como un efectivo antioxidante, se puede
encontrar diferentes concentraciones de vitamina C en los alimentos, en una
muestra de 100 gramos se obtiene 500, 50, y 80 mg en frutas como el kiwi,
naranja y limon respectivamente. Su dosis diaria recomendada es de
aproximadamente 80 mg por dia en hombres y mujeres, las frutas, verduras y
legumbres de colores intensos aportan un 86% de acido ascorbico al organismo
(VIadés, 2010).

Hi

A0, A T 0,

HO OH

Figura 1. Estructura molecular de Acido L-ascérbico. Nombre sistematico 3,4-
dihidroxi-5-((S)-1,2-dihidroxietil) furano-2(5H)-ona.
Adaptado de Carillo y Mendoza, 2012.

2.4.6 Antioxidantes Sintéticos

Entre los antioxidantes sintéticos mas aplicados en la industria alimentaria
tenemos al &acido ascérbico mas conocido como vitamina C, BHA
(butilhidroxianisol), BHT (butilhidroxitolueno) (Carillo y Mendoza, 2012).

2.4.7 Butilhidroxitolueno (BHT) y BHA (butilhidroxianisol).

Son compuestos de origen sintético, ampliamente usados en la industria

alimenticia como antioxidantes lipidicos. El BHA esta compuesto por 3-tert-butil-

4-hidroxianisol y 2-tert-butil-4-hidroxianisol, es soluble en grasas y aceites, evita
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la oxidacion de las mismas en alimentos congelados, enlatados, carnes, gomas,
etc (Vitagor, 2008).

Hidroxitolueno butilado o butilhidroxitolueno (2,6-bis (1,1-dimetiletil)-4-
metilfenol), es un antioxidante sintético con caracteristicas liposolubles, al igual
que el BHA es utilizado en alimentos con grasa por la facilidad que tiene para
solubilizarse evitando la oxidacién de la misma, generalmente es anadido a

cereales y mantecas de origen vegetal (Vitagor, 2008).

Su consumo excesivo puede traer problemas en el sistema del metabolismo
hepatico por lo que el IDA del BHA Y BHT es del 0,125 y 0,3 mg/kg

respectivamente (lbanez, Irigoyen y Torre, 2012).

OCH, OCH

A
4

HHA BHT

Figura 2. Estructura molecular de BHA'Y BHT.
Adaptado de Carillo y Mendoza, 2012.

La accion de estos antioxidantes sintéticos es interactuar entre moléculas de
oxigeno con moléculas de grasa obteniendo como resultado un radical libre, este
radical libre reacciona con otra molécula de grasa lo que se vuelve una reaccién
repetitiva (Bergliter y Hernandez, 2010).

y

RH 02 (presencia de catalizador) R+H (1)
R*+02 ~ 02 (presencia de catalizador) ROO* (2)
ROO*+RH ™02 (presencia de catalizador) > ROOH+R* (3)
ROO*+ROO* ~02 (presencia de catalizador) > ROOR+0: (4)

»

ROO*+R* 02 (presencia de catalizador) " ROOR

(
R*+R* 02 (presencia de catalizador) > 2R (6)
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La oxidacion inicia con la reaccion (1), el oxigeno se une al doble enlace del
acido graso insaturado produciendo un radical libre R*, en la fase de propagacion
el radical R* interactua con el oxigeno formando un peroxi ROO* (2), este radical
actua sobre la molécula RH formando un hidroperoxido ROOH y un radical libre,
extendiendo el proceso de oxidacién (3 y 4), de esta manera los hidroperoxidos
se acumulan y descomponen en compuestos secundarios (5y6), para evitar esta
oxidacion se emplean sustancias antioxidantes como BHT Y BHA
(Delgado,2015)

2.4.8 Bioantioxidantes

Este tipo de antioxidantes cumplen su papel a través de sus componentes
bioactivos, estos tienen un mecanismo de accion diferente segun sean sus
componente y se los puede encontrar de forma natural en frutas y verduras, entre
los bio antioxidantes mas conocidos estan el licopeno y carotenos componentes

presentes en el tomate y la zanahoria (Mckee T, 2009).

2.4.9 Aceites esenciales

Se denomina a un aceite esenciales como un derivado quimico adquirido a
través de extractos de origen vegetal (plantas y vegetales), mediante procesos
fisicos, uno de los métodos mas conocidos y empleados hoy en dia
industrialmente es la destilacion conocida también como arrastre de vapor
(Astudillo,2014). Los aceites esenciales son liquidos, solubles y volatiles en
presencia de solventes organicos como el alcohol, éter, aceites vegetales y
minerales (Astudillo, 2014).

Las bondades presentes en los aceites esenciales, como las propiedades
antioxidantes y antiradicales actuan de manera benéfica en la conservacién del
alimento como en la salud del consumidor. Estudios ya realizados con
anterioridad han demostrado que el uso o incorporacion directa de aceites

esenciales en alimentos tales como carnicos, compotas de frutas o purés de
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verduras, logran controlar la flora microbiana, y preservar los alimentos de la

oxidacion (Pavia y Lampan, 2009).

3. MANEJO DEL EXPERIMENTO

El manejo del proyecto se basara en el cumplimento del cronograma de
actividades y disponibilidad de equipos necesarios y los laboratorios de
procesamiento de carnicos, quimica y microbiologia de la Universidad de las

Ameéricas.

Para el presente estudio se aplico un Disefio de Bloques Completamente al Azar
con un total de 8 tratamientos (tabla 8) y 3 repeticiones, tomando como unidad
experimental a las salchichas de pollo con aceites esenciales en diferentes

concentraciones

Se realizaran los calculos correspondientes para obtener el coeficiente de
variacion y la prueba de separacién de medias utilizando Tukey al 5%, con el
programa estadistico” InfoStat” para encontrar diferencias estadisticas

significativas entre los tratamientos.

3.1 Tratamientos establecidos para elaboraciéon de salchichas de pollo.

Tabla 8.

Descripcion de cada tratamiento junto la cantidad utilizada.

TRATAMIENTO DESCRIPCION

Tratamiento 1 Salchichas de pollo con 6 mg de BHT vy
sal nitrante.

Tratamiento 2 Salchichas de pollo con 120 ul de aceite
de orégano.

Tratamiento 3 Salchichas de pollo con 120 ul aceite
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esencial de aguacate.

Tratamiento 4 Salchicha de pollo con 120 u | aceite

esencial de guayaba.

Tratamiento 5 Salchicha de pollo con 180 u | de aceite

esencial de orégano.

Tratamiento 6 Salchicha de pollo con 180 p | de aceite

esencial de aguacate.

Tratamiento 7 Salchicha de pollo con 180 p | de aceite

esencial de guayaba.

Tratamiento 8 Salchichas de pollo con aceite de
orégano, aguacate y orégano, 120ul por

cada uno.

3.1.1 Obtencién del Aceite Esencial de Guayaba, Aguacate y Orégano

Los diferentes aceites esenciales se obtuvieron a partir del método Soxhlet, en
el cual se utilizd 100 g de hojas secas trituradas de cada especie, por arrastre de
vapor se pudo obtener los diferentes aceites, a continuacién, se detalla el

procedimiento.

3.1.2 Método Soxhlet

1. Trocear la materia y colocar junto con agua en el balén.

2. Armar el equipo Soxhlet.

3. Dejar ingresar el agua y prender el equipo.

4. Esperar a la ebullicién del solvente y extraccion de aceite por arrastre de vapor.

5. Repetir hasta la obtencion de aceite requerida.
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Hojas

100g de hojas en

EESAHL el balén

agua

E=structuras hidrodestilador

Plancha
T 300°C

Acete esendal

Figura 3. Flujograma del Método Soxhlet.
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El procedimiento descrito en la figura 3 se establecio para la obtencion de los

tres aceites esenciales (aguacate, guayaba y orégano).

Figura 5. Obtencién del Aceite Esencial de Orégano.
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ik

Figura 6. Obtencion del Aceite Esencial de Aguacate.

El funcionamiento del Soxhlet inicia con la materia prima seca dentro del baldn

aforado con agua, al entrar en contacto con calor empieza a evaporarse donde

actua la presion atmosférica facilitando la obtencién de cada aceite esencial.
ml acite esencial guayaba

%Rendimiento = - * 100
g materia vegetal

0,7 ml
%Rendimiento = 100 g * 100 (Ecuacion 1)

%Rendimient = 0,7
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ml acite esencial orégano
*k

%Rendimiento = - 100
g materia vegetal
o 0,8 ml (Ecuacion 2)
%Rendimiento = 100 g * 100

%Rendimiento = 0,8

ml acite esencial aguacate

%Rendimiento = - * 100
g materia vegetal
0,5 ml .
%Rendimiento = 100 g % 100 (Ecuacion 3)

%Rendimiento = 0,5

El porcentaje de rendimiento obtenido de aceite esencial de guayaba fue de
0,7%, aceite esencial de orégano 0,8% y para el aceite esencial de aguacate

0,5%, este rendimiento se obtuvo en cada extraccion realizada.
3.1.3 Elaboracion de Salchichas de Pollo

La elaboracién de las salchichas de pollo se realizé en la Universidad de las
Américas en el laboratorio de procesamiento de carnicos, la formulacion que se

utilizo se detalla en la tabla 10, a continuacion de describe el procesamiento.

Tabla 9.
Formulacion para salchichas de pollo.

Ingrediente Porcentaje %
Carne de Pollo 40

Agua 0-C 15

Grasa de pollo 16

Proteina de Soya 13

Almidones y féculas 7

Especias 3

Sal 3

Azlcares 2
Carrageninas 1

Tomado de Guia de Practicas para Laboratorio- UDLA, 2014.
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Recepcién de materia prima: pesado de especias, carne de pollo, especias,
carrageninas, aceites esenciales grasa de pollo e ingredientes para poder
realizar las salchichas.

Deshuesado del pollo: procedimiento que permite obtener solo la carne ya que
se separa de los huesos y particulas extrafias.

Pesado: procedimiento que facilita la cantidad exacta de cada materia prima.

Figura 7. Pesado de ingredientes segun la formulacion empleada.

Molienda: procedimiento que facilita la reduccion de la carne y la unién de la

grasa ya que pasa por un disco de 3mm.

Figura 8. Reduccién de carne y grasa en molino.
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Mezclado: este procedimiento se realizd en el cutter donde se coloco la carne y

se agrego cada ingrediente, esta mezcla se mantuvo a una temperatura de 8°C.

Figura 9. Proceso de mezclado de los ingredientes en cutter HOBART

Embutido: procedimiento que facilita colocar la masa carnica en la tripa de

colageno calibre 19, empleando la maquina KitchenAid.

Figura 10. Proceso de embutido y amarrado en la maquina KitchenAid.
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Escaldado: procedimiento de coccion rapida donde se sometié la salchicha a la

temperatura de 75°C, por cada kilo de salchicha 1 minuto.

Figura 11. Proceso de escaldado en salchichas de pollo con aceites esenciales.

Almacenamiento: proceso que facilita la conservacion de la salchicha,

empacadas al vacio, se coloco a refrigeracién, temperatura de 0°C a 4°C.

Figura 12. Empacado al vacio y almacenamiento de salchichas de pollo con

aceites esenciales.
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Figura 13. Flujograma Elaboracion de Salchichas
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El procedimiento para la elaboracion de salchichas de pollo partié con la
clasificacion y pesado de la materia prima e insumos a usar, a continuacion se
realizé un cuteado en el cual se homogenizo la mezcla para obtener una masa
madre, la cual fue divida en 8 porciones para colocar las diferentes dosificaciones
de aceites esenciales como se muestra en la tabla 8, seguidamente se realizé el
proceso de embutido en tripas de colageno calibre 18-20, las salchichas ya
formadas fueron escaldadas hasta obtener una temperatura interna de 75°C, se
dejé enfriar a temperatura ambiente por 10 minutos y finalmente se empaco al

vacio para su posterior refrigeracién a 4°C.

3.1.1 Analisis Microbiolégico

Los microorganismos que se analizaron fueron; Aerobios mesofilos en medio
PCA (Plate Count Agar), Eschericha coli en medio EMB (Eosina- Azul de
Metileno), Staphylococcus aureus en agar manitol salado, Salmonella en agar
Salmonela Shigella y Clostridium en agar Clostridios sulforreductores, cada uno
en medio selectico especifico para su crecimiento, este procedimiento se realizé
en el laboratorio de microbiologia de la Universidad de las Américas, a
continuacion se detalla el procedimiento realizado para la siembra de cada

microorganismo.

3.1.2 Materiales y equipos de laboratorio microbiolégico

e Agitador BOECO PSU-10i

e Asa de Drigalski Triangular

e Autoclave Tuttnauer 3870

e Balanza Shimadzo Tx 3202L

e Bisturi

e Cajas tripetri

e Camara de flujo laminar

e Camara de Flujo Laminar Thermo Scientific 1300
e Contador de Colonias BOECO Germany CC-1
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e Gradillas

e Incubadora Incucell

e Lampara de alcohol

e Malla de calentamiento

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

e Refrigerador Hardman

e Soportes universales

e Tubos de ensayo

3.1.3 Procedimiento Analisis Microbiolégico

1. Colocar los 8 tratamientos a analizar en la camara de flujo laminar.

2. Colocar cada agar y los materiales necesarios para realizar la siembra
(figura 14).

3. Diluir 1 gramo de muestra en 9 ml de agua de peptona.

4. Extraer 1ul de la muestra empleando micropipetas y colocar en cada agar
ya preparado.

5. Colocar los cultivos de microorganismos en la incubadora a una
temperatura de 37°C.

6. Determinar el tiempo de cada microorganismo segun el agar empleado

Figura 14. Céamara de Flujo laminar con materiales para siembra de

microorganismos.
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3.2.4 Aerobios mesofilos

Se requiere de un medio especifico de agar nutritivo como PCA para el desarrollo
y crecimiento Optimo en cajas tripetri. La inoculacion se realizé en la camara de
flujo laminar y se incub6é a 37 °C por 48 horas (figura 15). El conteo de las
colonias se realiz6 en el Contabilizador de Colonias BOECO Germany CC-1, el

resultado sera expresado en ufc/g (INEN 1529-1).

Figura 15. Agar nutritivo Plate Count Agar y Bacterias Aerobios mesofilos.

3.2.5 Escherichia coli

El agar nutritivo EMB selectivo para el crecimiento de enterobacterias, bacilos
Gram negativos y otros microorganismos, en cajas tripetri se incubd por un
periodo de 48 horas a 37°C (figura 16). El conteo de las colonias se realiz6 en el
Contabilizador de Colonias BOECO Germany CC-1, el resultado se expreso en
ufc/g (INEN 1529-1).

Figura 16. Agar nutritivo Eosina- Azul de Metileno.
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3.2.6 Staphylococcus aureus

Requiere un tipo de medio selectivo, el agar manitol salado es un medio sdlido
especifico para el crecimiento de Staphylococcus aureus. Se incub6 en cajas
tripetri a 37°C por 24 horas (figura 17). El conteo de las colonias se realiz6 en el
Contabilizador de Colonias BOECO Germany CC-1, el resultado se expreso en
ufc/g (INEN 1529-4).

T f ~s

-~

Figura 17. Agar Manitol Salado nutritivo y Bacterias Staphylococcus aureus.
3.2.7 Salmonella

El medio selectivo y diferencial para el aislamiento de Salmonella spp, Shigella
y otros microorganismos no fermentadores de lactosa es Salmonella Shigella
Agar, se incub6 a 37°C en aerobiosis durante 48 horas (figura 18). El conteo de
las colonias se realiz6 en el Contabilizador de Colonias BOECO Germany CC-1,

el resultado se expresé en ufc/g (INEN 1529-5).

Figura 18. Agar Salmonella Shigella nutritivo.



52

3.2.8 Clostridium

Clostridium Agar diferencial es un medio de cultivo altamente nutritivo para el
desarrollo de colonias Clostridium sulforreductores en cajas tripetri, incubadas a
30°C durante 3 dias (figura 19). El conteo de las colonias se realizd en el
Contabilizador de Colonias BOECO Germany CC-1, el resultado se expreso en

ufc/g.

Figura 19. Agar Salmonella Shigella nutritivo
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3.3 Analisis Fisico-quimico

La determinacion de los analisis fisico-quimicos se realizd6 mediante pH,
peréxidos y humedad, en el laboratorio de quimica con el manejo de buenas

practicas de laboratorio.
3.3.1 Procedimiento de humedad

1. Pesar 2 gramos de salchicha de pollo.

2. Pesar el crisol.

3. Colocar la muestra en el crisol y colocar en la estufa a 115°C durante 1
hora (figura 21).

4. Dejar durante un periodo de 4 horas.

5. Sacar de la estufa y pesar.

6. Sacar la cantidad de humedad aplicando la férmula indicada a
continuacion:

Férmula aplicada:

%Humedad = (M1 — IIV\I/IZ) * 100 (Ecuacion 4)

e M1= peso de la muestra junto al crisol, antes de colocar en la estufa
e M2= peso de la muestra junto al crisol, después de colocar en la estufa

o M= muestra

Figura 21. Analisis de humedad a salchichas de pollo.
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3.3.2 Procedimiento determinacién en pH

Pesar 5 gramos de salchicha de pollo
Colocar en un vaso 45 ml de agua destilada y agregar la muestra.
Mezclar hasta homogenizar la solucion.

Dejar reposar durante 5 minutos.

a > 0 bd =

Emplear un pH-metro y observar el resultado (figura 22).

3.3.3 Procedimiento de peroxidos

1. Pesar 3 gramos de salchicha de pollo

2. Colocar en un vaso de precipitacién 97 ml agua destilada y la muestra
analizar.

3. Mezclar y calentar durante 15 minutos.

4. Introducir la cinta de peréxido y proceder a observar el cambio de color
(figura 23).
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Figura 23. Analisis de peréxidos en salchichas de pollo.

3.3.4 Procedimiento DPPH

1. Se calibro el equipo con una solucion testigo de agua destilada hasta
obtener un resultado de absorbancia 0.

2. Se realiz6 una solucién de DPPH a 0.1mM en 10 ml de metanol puro.

3. Se preparo 400 ul de cada aceite esencial junto con 2 ml de la solucidn
DPPH.

4. Se procedi6 a colocar en el espectrofotometro UV-Visible Thermo
Scientific, se procedié a determinar la absorbancia a 517nm durante una
hora (figura 24).

5. Se aprecio el cambio de coloracion y se determindé la eficiencia de cada
aceite (figura 25).

Figura 24. Analisis DPPH en espectrofotdmetro de masa.



Figura 25. Analisis DPPH de aceites esenciales.

3.3.5 Procedimiento Actividad de agua

Cortar 5 gramos de salchicha de pollo con aceites esenciales.
Colocar en el envase de analisis cubriendo toda la superficie.
Calibrar el equipo de actividad de agua.

Colocar la muestra dentro del equipo de actividad de agua (Figura 26).

a b=

Anotar los resultados.

Figura 26. Analisis actividad de agua en salchichas de pollo.

57
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Variables de estudio

Se determind diferentes analisis fisicos quimicos y microbiolégicos sobre las
salchichas de pollos (unidad experimental) con aceites esenciales de guayaba
(Psidium guajava), orégano (Origanum vulgare) y aguacate (Persea americana),
en diferentes concentraciones (tabla 8). Con un total de 8 tratamientos y un
tratamiento testigo en el que se empled BHT y sal nitrante, el analisis se ejecutd
cada 10 dias hasta el dia 30. Se realiz6 un analisis de varianzas ANOVA en el
programa InfoStat el cual reflejo diferencias significativas entre las variables
microbiolégicas y fisico quimicas medidas como: Aerobios mesdfilos,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonela Shigella, Clostridium, pH,

humedad y perdxidos.

4.1.1 Analisis Microbiolégico

Los analisis microbiolégicos realizados dieron como resultado la presencia de
Aerobios mesofilos y Staphylococcus aureus, estos tuvieron una proliferaron
continua de manera controlada sin exceder los limites permitidos por la norma
INEN 1338, a su vez los microorganismos como Escherichia coli, Salmonela -
Shigella y Clostridium no presentaron crecimiento en ninguno de los tratamientos

en el periodo de 30 dias, establecido en el estudio.

4.1.2 Microorganismos Aerobios mesofilos

Para obtener los resultados de este analisis, los microorganismos aerobios
mesodfilos fueron evaluados en un medio selectivo, Plate Count Agar mas
conocido como PCA. Durante la siembra realizada cada 10 dias en un periodo
de 1 mes, se pudo observar la presencia de estos microorganismos, las variables
investigativas de medicion usadas dentro del analisis fueron los

microorganismos aerobios mesofilos como variable dependiente y los
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tratamientos (tabla 8) como variable independiente, con repeticiones en el

tiempo.

Las tablas 11 hasta la 18, representan los analisis de varianza y la prueba
significativa de Tukey al 5% de error, que indica que si existen diferencias
significativas entre los tratamientos. El analisis de varianza demuestra que el uso
de aceites esenciales en diferentes concentraciones y condiciones iguales no

reacciona de la misma manera por lo que se obtiene resultados diferentes.

Tabla 10.
Andlisis de varianza para Aerobios Mesdfilos en el dia 0.
F.V. g SC CM F p-valor
Modelo. 9 69583.75 7731.53 33.10  <0,0001
TRATAMIENTO 7 66976 9568.00 40.96  <0,0001
REPETICION 2 2607.75 1303.88 5.58 0,0165
Error 14 3270.25 233.59
Total 23 72854
Tabla 11.
Ponderacion de tratamientos para Aerobios Mesofilos en el dia 0.
"AMIENTO MEDIAS RANGO

T4 42.33 A

T3 57 A B

T5 60 A B

T6 96.33 B C

T7 97.67 B C

T8 104.33 C

T2 161.67 D

T1 208.67 E




Tabla 12.

Andlisis de varianza para Aerobios mesofilos en el dia 10.
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F.V. gl SC CM F p-valor
Modelo. 9.00 76536.21 8504.02 35.34  <0,0001
TRATAMIENTO 7.00 73343.63 10477.66 43.54 <0,0001
REPETICION 2.00 3192.58 1596.29 6.63 0.0094
Error 14.00 3368.75 240.62
Total 23.00 79904.96
Tabla 13.

Ponderacion de tratamientos para Aerobios mesofilos en el dia 10.
TRATAMIENTO MEDIAS RANGO
T4 46.33 A
T5 48.67 A
T3 53.33 A
T7 59.67 A B
T6 89.33 A B
T8 102.33 B
T2 161.33 C
T1 206.67 D
Tabla 14.
Andlisis de varianza para Aerobios mesdfilos en el dia 20.
F.V. gl SC CM F p-valor
Modelo. 9.00 305596.71 33955.19 35.23  <0,0001
TRATAMIENTO 7.00 282790.96 41827.28 43.49  <0,0001
REPETICION  2.00 12805.75 6402.88 6.64 0.0094
Error 14.00 13494.92 963.92
Total 23.00 319091.63
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Tabla 15.
Ponderacion de tratamientos para Aerobios mesdfilos en el dia 20.
TRATAMIENTO MEDIAS RANGO
T4 92.67 A
T5 96.33 A
T3 106.33 A
T7 118.67 A B
T6 178.33 A B
T8 204.00 B
T2 322.33 C
T1 412.33 D
Tabla 16.
Analisis de varianza para Aerobios mesdfilos en el dia 30.

F.V. al SC CM F p-valor
Modelo. 302751.58 33639.06 6.73 0.001
TRATAMIENTO 7 291329.83 41618.55 8.32 0.0004
REPETICION 2 11421.75 5710.88 1.14 0.3472
Error 14 70016.92 5001.21
Total 23 372768.50

Tabla 17.

Ponderacion de tratamientos para Aerobios Mesdfilos en el dia 30.
TRATAMIENTO MEDIAS RANGO
T4 239.67 A
T5 246.00 A
T3 264.33 A
T7 278.33 A
T6 378.33 A B
T8 434.33 A B
T2 441.33 A B
T1 563.67 B
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Para comprobar la accion del cavacrol y timol presente en el aceite esencial de
orégano, Cervato (2000) extrajo los radicales, dimetil silil carvacrol y Tri-etil silil
carvacrol. Los resultados de este trabajo demostraron que la actividad
antibacteriana del carvacrol y timol depende en gran medida del grupo hidroxilo,
ya que en la mayoria de bacterias Gram-positivas (Aerobios mesofilos,
Clostridium y Staphylococcus aureus) y Gram-negativas (Escherichia coli,
Salmonella), reflejan sensibilidad al carvacrol, el autor concluye que existe un
grupo funcional hidroxilo de carvacrol y timol que es esencial para la accion

antimicrobiana.

Estos componentes bioactivos tienen caracteristicas hidréfobas al tener en su
estructura un grupo hidroxilo libre y un sistema de electrones, facilitando la
accion de los compuestos activos sobre la membrana citoplasmatica de las
bacterias produciendo lisis celular, estas investigaciones comprueban los
resultados obtenidos en el presente estudio ya que el T5 (Salchicha de pollo con
180 ul de aceite esencial de orégano) es uno de los tratamientos mas eficientes

en el analisis de Aerobios mesofilos.

El deterioro de los alimentos carnicos ante la presencia de bacterias es muy
comun, por lo que el uso de sustancias naturales como aditivos alimentarios a
mas de aportar sus bondades inhibitorias, anti fungicas y antimicrobianas
mejoran las caracteristicas organolépticas de los embutidos como es el caso de
las salchichas ya que estos otorgan sabor, evitan la perdida de olor y color
(Falcone, Speranza y Del Nobile, 2005). Los analisis realizados por Arcila, 2004
exponen que el compuesto bactericida se obtiene de los flavonoides presentes
en el aceite esencial de aguacate, los mismos que inhiben el crecimiento de
bacterias Gram positivas como Aerobios mesofilos y Gram negativa como
Bacillus subtilis, el aceite esencial de aguacate empleado por Arcila presento
poder antioxidante en un rango de concentracion de 0,28 a 1,27 ppm. En los
tratamientos utilizados en las salchichas de pollo, el tratamiento T3 (Salchichas
de pollo con 120 ul aceite esencial de aguacate) controlo la proliferacién de

Aerobios mesofilos.
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Buchbauer (2010) ostenta la eficiencia del aceite esencial de guayaba
comprobando sus caracteristicas inhibitorias sobre conservas vegetales en un
lapso de 20 dias. La actividad antibacteriana se present6 en concentraciones de
50 pl. Los tratamientos utilizados con aceite de guayaba como T4 y T7 (con 120

y 180 pl) detuvieron la proliferacion de Aerobios mesofilos.

Aerobios mesofilos

600 Tl
500 T2
400 13
300 mT4
200 TS
100 mT6
0 Chy;
DIA 0 DIA 10 DIA 20 DIiA 30 mT8

Figura 27. Proliferacién de Aerobios mesdfilos durante los 30 dias analizados.

Aplicando el analisis de varianza de cada resultado obtenido durante un periodo
de 30 dias (figura 27), la presencia de microrganismos va incrementando
paulatinamente, en el dia 0 el tratamiento 4 (Salchicha de pollo con 120 p | aceite
esencial de guayaba) despliega menor presencia de Aerobios mesofilos con una
media de 42.33 (UFC), mientras que en el dia 30 las unidades formadoras de
colonias incrementan notablemente con una media de 239.67 (UFC), los
tratamientos que reflejaron mayor efectividad en la inhibicién de bacterias de
conteo total fueron los tratamientos 4, 3 y 5, a su vez los tratamientos 1
(salchichas de pollo con 6 mg de BHT) y 2 (Salchichas de pollo con 120 pl de
aceite de orégano.), presentaron mayor contaminacién de aerobios mesdfilos,
en el periodo de estabilidad analizado, en el cual se empled condiciones iguales

para todos los tratamientos.

El promedio de ufc de Aerobios mesdfilos; obtenido de cada tratamiento + su
desviacion estandar (tablas 19 - 22) indica el continuo crecimiento de los

microorganismos. Los mejores resultados fueron el T3 y T4 con 120 pl de aceite
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esencial de aguacate y guayaba respectivamente y 180 ul de aceite esencial de

orégano en el tratamiento T5, para todos los dias examinados.

Tabla 18.

Promedio, desviacion estandar y prueba de Tukey al 0.5% en el dia 0.

DIA O
Tratamiento Promedio Desviacion Tukey
T4 42 11 A
T3 57 22 A-B
T5 60 12 A-B
T6 96 10 B-C
T7 98 18 B-C
T8 104 41 C
T2 162 37 D
T1 209 65 E
Aerobios mesdfilos
226,25 4
E
178.048 4
O
E 128,91 1
)
BC BC =
81.74

TRATAMIENTO

Figura 28. Promedio y desviacién Aerobios Mesofilos dia 0.



Tabla 19.

Promedio, desviacion estandar y prueba de Tukey al 0.5% en el dia 10.

DIA 10
Tratamiento Promedio Desviacion Tukey
T4 46 13 A
T5 49 12 A
T3 53 22 A
T7 60 15 A-B
T6 89 22 A-B
T8 102 18 B
T2 161 24 C
T1 207 28 D
Aerobios mesdfilos
224,08 =
177.531 7
Z 10ss
&

37874

T4 TS5 T3 7 TE T8 T2 T1
TRATAMIENTO

Figura 29. Promedio y desviacion Aerobios Mesofilos dia 10

Tabla 20.

Promedio, desviacion estandar y prueba de Tukey al 0.5% en el dia 20.

DIA 20

Tratamiento Promedio Desviacion Tukey
T4 93 27 A

T5 96 13 A

T3 106 33 A

T7 119 57 A-B
T6 178 30 A-B
T8 204 15 B

T2 322 52 C

T1 412 58 D




Aerobios mesofilos
44744

154,304

264,46
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168,821
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Figura 30. Promedio y desviacion de Aerobios mesofilos en el dia 20.

Tabla 21.

Promedio, desviacion estandar y prueba de Tukey al 0,5% en el dia 30.

DIA 30
Tratamiento Promedio Desviacion Tukey
T4 240 46 A
T5 246 81 A
T3 264 63 A
T7 278 56 A
T6 378 51 A-B
T8 434 48 A-B
T2 441 51 A-B
T1 564 44 B
Aerobios mesdfilos
G22.74 4
B
52241
= AB AB
£ 42208
= A8

321.754

221.434

T4 TS T3 i TE T8 T2 T
TRATAMIENTO

Figura 31. Promedio y desviacion Aerobios mesofilos dia 30.
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4.1.3 Microorganismos Staphylococcus aureus

El andlisis microbiolégico para Staphylococcus aureus en el periodo de 30 dias,
se lo realiz6 en agar Manitol salado, medio selectivo para el crecimiento de esta
bacteria.

En las tablas (23 hasta la 30) de ponderacion de medias y analisis de varianza

se comprueban las diferencias significativas existentes entre tratamientos

estudiados.
Tabla 22.
Andlisis de varianza para Staphylococcus aureus en el dia 0.
F.V. gl SC CM F p-valor
Modelo. 9 14701.92 1633.55 11.66 <0,0001
TRATAMIENTO 7 9409.33 1344.19 9.59 0.0002
REPETICION 2 5292.58 2646.29 18.89 0.0001
Error 14 1961.42 140.10
Total 23 16663.33
Tabla 23.
Ponderacion de tratamientos para Staphylococcus aureus en el dia 0.
TRATAMIENTO MEDIAS RANGO
T5 70.33 A
T2 73.67 A
T8 84 A
T7 88.33 A
T3 90.33 A
T4 92.00 A
T6 95.33 A

T1 139.33 B
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Tabla 24.
Andlisis de varianza para Staphylococcus aureus en el dia 10.

F.V. gl SC CM F p-valor
Modelo. 9 28391.83 3154.65 8.04 0.0003
TRATAMIENTO 7 27486.50  3926.64 10.01 0.0002
REPETICION 2 905.33 452.67 1.15 0.3435
Error 14 5490.00 392.14
Total 23 33881.83

Tabla 25.
Ponderacion de tratamientos para Staphylococcus aureus en el dia 10.
TRATAMIENTO MEDIAS RANGO
T5 92 A
T4 95 A
T8 96.33 A
T2 97.67 A
T6 111.67 A
T3 115.33 A
T7 118.67 A
T1 202.00 B
Tabla 26.
Andlisis de varianza para Staphylococcus aureus en el dia 20.

F.V. gl SC CM F p-valor
Modelo. 53296.58 5921.84 9.12 0.0002
TRATAMIENTO 7 49615.33 7087.90 10.92 0.0001
REPETICION 2 3681.25 1840.63 2.84 0.0925
Error 14 9087.42 649.10
Total 23 62384.00




Tabla 27.
Ponderacion de tratamientos para Staphylococcus aureus en el dia 20.
TRATAMIENTO MEDIAS RANGO
T6 91 A
T5 110.67 A
T8 125 A
T4 129.00 A
T2 133.00 A
T7 143.33 A
T3 146.67 A
T 253.33 B

Tabla 28.

Andlisis de varianza para Staphylococcus aureus en el dia 30.

F.V. gl

SC CM F

p-valor

Modelo. 9
TRATAMIENTO 7
REPETICION 2

108681.04 12075.67 8.64 0.000
102611.96 14658.85 10.49  0.000
6069.08 3034.54 2.17 0.1509

Error 14 19566.92 1397.64
Total 23 128247.96
Tabla 29.
Ponderacion de tratamientos para Staphylococcus aureus en el dia 30.
TRATAMIENTO MEDIAS RANGO
T6 131.67 A
T5 148.00 A
T4 166.33 A
T8 167.67 A
T2 175.67 A
T7 191.67 A
T3 192.00 A
T1 356.67 B

69
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El investigador Mora (2013), detalla en su estudio, que el efecto que tiene los
compuestos carvacrol y timol, presentes en el aceite esencial de orégano, actua
sobre biofilms desarrollados por bacterias Staphylococcus aureus, en
concentraciones de 0,031 - 0,125%, logrando alterar la superficie celular
bacteriana evitando la proliferacion de microorganismos. Los compuestos
activos como carvacrol, timol y eugenol presentes en el aceite de orégano,
ayudaron a la inhibiciéon de las unidades formadoras de colonias presentes en
las salchichas de pollo que fueron aplicadas en los tratamientos T5 y T2. Estos
compuestos tienen la facilidad para disgregar la membrana de las bacterias

Gram negativas, facilitando la lisis celular (Crespo, 2012).

En un estudio realizado por Martinez (2012), se comprueba la accion
antimicrobiana del aceite esencial de guayaba ante la presencia de
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, y Bacillus
subtilis, obteniendo resultados favorables en el control del crecimiento de las
bacterias, esto se debe a la presencia de compuestos bioactivos como
flavonoides, cariofileno y limoneno, presentes en el aceite esencial de las hojas
de guayaba. El tratamiento T4 con aceite de guayaba en concentracion de 120
ul, ayudo al control de ufc de Staphylococcus aureus en el periodo de estudio de
30 dias.

El aceite esencial de aguacate evita el desarrollo de las bacterias; Bacillus
cereus, Staphylococcus aureus, E.coli y Pseudomonas aeruginosa, estos
microrganismos pierden su movilidad, inactivandose a concentraciones de 5 mM
de aceite, los compuestos flavonoides, estragol y acido miristico estan asociados
a la inhibicion de bacterias Gram positivas (Saenz, 2002). En los tratamientos
(T6 y T3) usados con aceite de aguacate a concentraciones de 180 y 120ul
inhibieron las unidades formadoras de colonia de Staphylococcus aureus en los

30 dias de estudio.

Para mejorar el tiempo de vida util de los productos carnicos como las salchichas,

se han realizado diferentes investigaciones sobre los beneficios de extractos de
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plantas y vegetales con la implementacion de aceites esenciales. Truijillo (2011),
comparé el efecto antioxidante de los aceites esenciales de tomillo y guayaba,
en concentraciones de 150 mg/kg, frente al uso de BHT y BHA, comprobando
que el uso de aceites naturales presenta mayor accion antioxidante ante el uso
de conservantes sintéticos (Robledo,S; Bocalon, J; Giacomelli, L; Ceballos, C y
Mattea, M, 2013). Los tratamientos con aceites esenciales de aguacate orégano,
guayaba (T6, T5y T4) dieron mejores resultados frente al tratamiento testigo (T1)

con BHT y sal nitrante.

Tabla 30.

Promedio, desviacion estandar y prueba de Tukey al 0.5% en el dia O.

DIA O
Tratamiento Promedio Desviacion Tukey
T5 70 36 A
T2 74 33 A
T8 84 54 A
T7 88 58 A
T3 90 49 A
T4 92 52 A
T6 96 66 A
T1 140 68 B
Staphylococcus aureus
149,96+
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Figura 32. Promedio y desviacidn Staphylococcus aureus en el dia O.



Tabla 31.

Promedio, desviacion estandar y prueba de Tukey al 0.5% en el dia 10.

DIA 10

Tratamiento Promedio Desviacién Tukey
T5 92 47 A

T4 95 54 A

T8 96 47 A

T2 98 56 A

T6 112 87 A

T3 115 69 A

T7 118 80 A

T1 202 121 B

Staphylococcus aureus

219.50 1

186.11

152.72

DIA1D
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Figura 33. Promedio y desviacién Staphylococcus aureus en el dia 10.

Tabla 32.

Promedio, desviacion estandar y prueba de Tukey al 0.5% en el dia 20.

DIA 20

Tratamiento Promedio Desviacion Tukey
T6 91 58 A

T5 111 53 A

T8 125 72 A

T4 129 59 A

T2 133 87 A

T7 143 84 A

T3 147 100 A

T1 253 136 B
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Staphylococcus aureus
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Figura 34. Promedio y desviacién Staphylococcus aureus en el dia 20.

En la tabla 34 se detalla las medias obtenidas y su desviacion estandar en la
cuarta semana de estudio. Los tratamientos que presentaron menor
contaminacién en cuanto a Staphylococcus aureus, fueron T6 con 180 ul de
aceite esencial de aguacate, T5 con 180 ul de aceite esencial de orégano, y 120
ul de aceite de guayaba en T4, considerados como los mejores tratamientos. La
proliferacion de estos microorganismos se encuentra bajo el limite establecido
(1.0x103 ufc) de la norma INEN 1338, el tratamiento que expone la media mas

alta es T1 con 357 ufc.

Tabla 33.

Promedio, desviacion estandar y prueba de Tukey al 0.5% en el dia 30.

DIA 30

Tratamiento Promedio Desviacion Tukey
T6 132 91 A

T5 148 74 A

T4 166 75 A

T8 168 70 A

T2 176 93 A

T3 192 96 A

T7 192 101 A

T1 357 157 B
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Staphylococcus aureus
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Figura 35. Promedio y desviacién Staphylococcus aureus en el dia 30.
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Figura 36. Proliferacion de Staphylococcus aureus durante los 30 dias

analizados.

Como se puede apreciar en la figura 36 el desarrollo de Staphylococcus aureus
en un periodo de 30 dias muestra a T5, T2 y T8 como los mejores tratamientos
en el dia 0 obteniendo medias de 70,33, 73,67 y 84 (UFC). En el transcurso de
los dias los microorganismos tuvieron una proliferacion de manera paulatina con
un crecimiento ascendente, mostrando en el dia 30 a los tratamientos T6, TS y
T4, con las medias mas bajas entre los 8 tratamientos (131.67, 148 y 166.33
respectivamente). El tratamiento T1 con medias de 139,33 en dia 0 y de 356,67
en el dia 30 presentaron mayor contaminacion de Staphylococcus aureus, estos

resultados se obtuvieron a través de un analisis de varianza, confirmando las
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investigaciones ya mencionadas anteriormente en las que se hace referencia a

la efectividad de los aceites esenciales con compuestos fendlicos frente al BHT.

4.1.4 Microorganismos Escherichia coli, Salmonela Shigella y Clostridium.

En investigaciones donde se ha emplea aceite esencial de orégano se concluye
que la presencia de compuestos antioxidantes pueden reemplazar a los
conservantes sintéticos presentes en la industria carnica ya que este aceite
inhibe el crecimiento de Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium vy
Escherichia coli, este efecto se obtiene gracias a la presencia de compuestos
carvacrol y timol que son producidos en la ruta conocida como mevalato (Lozano,
2014), por otra parte segun estudios realizados por Rodriguez (2009), se reporta
que; el compuestos selineno y limoneno cambia la estructura de la membrana
de Lactobacillus curvatus, Salmonella cerevisae y Lactobacillus plantarum
inhibiendo su proliferacién, a su vez se recalca que el efecto del compuesto
selineno esta influenciado por factores como el pH, temperatura en la que se

incuba y el tipo de microorganismo a sembrar.

Los resultados obtenidos en el analisis de microorganismos de Escherichia coli,
Salmonella y Clostridium, los cuales fueron sembrados en medios selectivos, no
presentd crecimiento de estas bacterias, se pudo apreciar como el efecto
antibacteriano del aceite esencial de orégano, guayaba y aguacate pudo inhibir
el crecimiento de las bacterias desde el dia O hasta el dia 30 en donde no se
presentd desarrollo de unidades formadoras de colonias. La norma INEN 1338
de “Carne y Productos Carnicos, Productos Carnicos Crudos, Productos
Carnicos Curados Madurados y Productos Carnicos Precocidos — Cocido”,
detalla la ausencia de Salmonella, mientras que detalla un limite permitido de
<10 de Eschericha coli (INEN, 2012).

Gonzales (2013), investigo como actuan los flavonoides presentes en los aceites
esenciales de aguacate y guayaba en presencia de Salmonela Shigella y

Escherichia coli, en este estudio se argumenta que, la union de los flavonoides



76

hacia las proteinas hidrofébicas de la membrana externa es alterada, lo que
ocasiona un cambio en la funcionalidad de la bacteria. Este compuesto a su vez
actua o6ptimamente en pH 5.5. las autoras Gémez y Lépez (2009), confirma la
investigacion anterior comprobando la inactivacion del movimiento de la
membrana de la bacteria y la filtracibn de los componentes de la misma

provocando necrosis celular.

4.2 Analisis Fisico Quimico

Los analisis fisicos quimicos que se realizan a los alimentos son de suma
importancia ya que permite conocer el valor o composicion nutricional y tiempo
de vida util de los mismos, estos analisis son a su vez detalladas por la nhorma
INEN-ISO 22917:2013 e INEN 1338:2012, donde se puede apreciar las
condiciones exigidas para productos carnicos procesados, estas caracteristicas
permiten la determinacion de los componentes y la cantidad en la que estan

presentes en las salchichas de pollo.

4.2.1 Analisis de Peroxidos

El concepto expresado por Prieto (2011), indica que los peroxidos se expresan
en miliequivalentes de peréxidos por cada kg de grasa. Las salchichas de pollo
con aceites esenciales analizadas en este estudio reflejaron presencia de
oxidacién, dicha oxidacion se produce por reacciones quimicas debido a que el
oxigeno reacciona con la estructura de los acidos grasos, produciendo la

rancidez en las grasas (Zumbando,2012).

Rojas (2012), en sus investigaciones ha analizado diversos aceites de extractos
vegetales como: clavo de olor, tomillo, aguacate, eucalipto, orégano, entre otros,
presentando resultados positivos sobre el poder de reduccion e inhibicién de la

peroxidacion que tienen los aceites.
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El indice de peroxidos analizado en esta investigacion se realizé de una manera
rapida conocida como método de Merk, en donde se emplean cintas de viraje de
color comparativas, lo que facilito apreciar la resistencia de los aceites esenciales
ante la presencia del oxigeno durante 30 dias, obteniendo como resultado 0,5
mg/H202, esto indica que gracias a la accion antioxidante de los aceites
esenciales no se presentd un enranciamiento elevado, dado que el oxigeno no
pudo adherirse al doble enlace que esta presentes en los acidos grasos

insaturados (Gomez y Leiva, 2012).

Esta reaccion se da tanto en las grasas como en los aceites por la absorcion del
oxigeno, este esta influenciado por la presencia de luz, temperatura y de los
radicales presentes de forma libre (Veldazquez, 2012), los aceites esenciales
como los empleados para esta investigacion (orégano, guayaba y aguacate) al
ser ricos en compuestos antioxidantes disminuyeron la velocidad de
enranciamiento en las salchichas de pollo, como se puede ver en la figura 37 y
38.

Figura 37. Cintas de Peroxidos, expuestas a muestras de salchichas de pollo.

En la figura 37 se puede apreciar las cintas de analisis de perdxidos después de
haber sido tratadas en una solucion de agua destilada y muestras de salchichas

(8 tratamientos), en las que noto un ligero cambio de coloracion.
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Figura 38. Cintas de Perdxidos y rango de reaccion.

Para apreciar con claridad el tipo de coloracién que adquiri6 cada cinta de
analisis de perdxidos se contrasto con la barra de coloracion que el set
instantaneo tiene en la parte externa del estuche como indica la figura 38.

4.2.2 Efecto Antioxidante

Tanto los aceites como las grasas presentan una tendencia oxidativa al
someterlos a diferentes factores como; altas temperaturas, contacto con el
oxigeno o durante su almacenamiento; provocando que los productos
disminuyan su tiempo de vida en percha (Nufiez, 2010). El reactivo DPPH, se
caracteriza por ser un radical libre (2,2-difenil-1-picrilhidracilo el cual es
transformado a 2,2-difenil-1-picril hidracina por la anti oxidacion provocando de
esta manera una decoloracion por la presencia del grupo —OH, a su vez presenta
estabilidad y absorcion de radiacién a 517 nm (Castafneda, Ibafiez y Ramos,
2008).

e
Figura 39. Oxidacion en reactivo DPPH.
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El DPPH al ser un compuesto fotosensible es manipulado en condiciones
obscuras, este compuesto reacciona con las soluciones antioxidantes
provocando un cambio de coloracién violeta a tonalidades amarillas, esta

decoloracion resultante se da conforme el efecto antioxidante disminuye.

Se determina la capacidad antioxidante si la solucién determinada como
antioxidante es capaz de neutralizar los radicales mediante el compuesto DPPH,
dicha solucion tiene la capacidad de donar una molécula de hidrogeno lo que
hace posible medir la capacidad antioxidante presente en una muestra. Dicho
método es evaluado mediante la técnica de espectrofotometria (Castafieda,

Ibafiez y Ramos, 2008).

Segun Housam (2014) el principio del método consiste en que el radical violeta
posee un radical de forma libre, haciendo que el antioxidante presente capte este
radical ocasionando un efecto decolorativo, lo que indica un descenso en los
valores de absorbancia. La concentracién de DPPH final demuestra si la solucion
antioxidante cede electrones, por lo cual el compuesto disminuye su absorcién

de radicacion como se indica en el anexo 8.

La reaccion de DPPH toma estabilidad mediante los antioxidantes midiendo la
absorbancia de la solucion a 517 nm (Housam, 2014). Los valores obtenidos
fueron 91,9% de absorbancia en el aceite esencial de guayaba, seguido por el
aceite esencial de aguacate con el 76% y la absorbancia del aceite de orégano
con 74%.

El porcentaje mas alto obtenido demuestra mayor accién antioxidante para
inhibicion de microorganismos y radicales libres presentes en las salchichas de
pollo, se detalla a continuacion cada ecuacién realizada para la obtencion de la

absorbancia.
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Porcentaje de absorbancia del aceite esencial de guayaba

Abs DPPH — Abs Muestra

%Absorbancia = Abs DPPH * 100%
(Ecuacion 5)
] 1,222 — 0,098
%Absorbancia = EET * 100%

%Absorbancia = 91,9%

Porcentaje de absorbancia del aceite esencial de aguacate

Abs DPPH — Abs Muestra

%Absorbancia = 1hs DPPH * 100%
1'222 _ 0’290 (Ecuacic')n 6)
%Absorbancia = 1222 * 100%

%Absorbancia = 76%

Porcentaje de absorbancia del aceite esencial de orégano

Abs DPPH — Abs Muestra

%Absorbancia = bs DPPH * 100%
1,222 — 0,316 .
%Absobancia = 1222 * 100% (Ecuacion 7)

%Absorbancia = 74%

Absorbancia Aceite Esencial de Guayaba

12 y =-0,0303x + 0,6749
1 e R2=0,7793
°
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Figura 40. Absorbancia vs Tiempo obtenido del aceite esencial de guayaba.



81

Los datos reflejados del aceite esencial de guayaba, por el espectrofotometro de
masa, se obtuvo una regresion lineal de 0,77, indicando que los compuestos
antioxidantes presentes en el aceite disminuyen su efecto conforme pasa el

tiempo, en la figura 40 refleja la disminucion de la absorbancia.

Absorbancia Aceite Esencial de Orégano

0,4
0,35

o
w

1a

0,25

e
N}

0,15

Absorbanc

y=10,0033x+0,2547
R?=0,116

o
i

0,05

0 5 10 15 20 25 30 35

Tiempo

Figura 41. Absorbancia vs Tiempo obtenido del aceite esencial de orégano.

La figura 41 refleja la absorbancia obtenida del aceite esencial de orégano
analizada en una hora de exposicion, obteniendo una regresion lineal de 0,11,
esto indica que los compuestos antioxidantes presentes en el aceite disminuyen

su efecto conforme pasa el tiempo.

Absorbancia Aceite Esencial de Aguacate
1,4
1,2

...........
...................

0,8
y =-0.0077x + 1.2045

0,6 R?=0.052

Absorbancia

0,4

0,2

Tiempo

Figura 42. Absorbancia vs Tiempo obtenido del aceite esencial de aguacate.
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En la figura 42 se visualiza como la absorbancia obtenida del aceite esencial de
aguacate se mantiene constante en una hora de exposicion, reflejando la

regresion lineal de 0,05.

4.2.3 Anidlisis de pH

La norma INEN 2346:2015 detalla que el pH de las carnes para productos
derivados debe estar en rangos de 5,5 y menores o iguales a 7, para analizar
este pH es necesario realizarlo en muestras almacenadas después de las 24
horas, en esta investigacion se utilizé un potenciometro en una solucién de agua
destilada y muestras de salchichas obteniendo los resultados de analisis de
varianza y ponderacion de medias (tabla 35 hasta la 42), en el dia 0 se obtuvieron
rangos de pH acido entre 6,08 a 6,67 como se indica en la tabla 36, mientras en
el dia 30 el pH promedio fue de 6.72 acercandose a la neutralidad como se
indica en la tabla 39. La temperatura es un factor muy importante ya que este no
permite que el pH de las salchichas incremente, su almacenamiento fue de 0 a
4°C en el laboratorio de microbiologia de la Universidad de las Américas, este

rango también esta determinado por la norma INEN 2346:2015.

Tabla 34.

Andlisis de varianza de pH analizado el dia 0.
F.V. gl SC CM F p-valor
Modelo. 9 0,71 0,08 1,88 0,14
TRATAMIENTO 2 6,7E-04 3,4E-04 0,01 0,99
REPETICION 7 0,71 0,10 2,41 0,08
Error 14 0,59 0,04

Total 23 1,29




Tabla 35.
Ponderacion de pH analizado el dia 0.
TRATAMIENTO Medias n E.E. RANGO
T7 6,08 3 0,12 A
T5 6,34 3 0,12 A B
T2 6,35 3 0,12 A B
T8 6,36 3 0,12 A B
T4 6,44 3 0,12 A B
T3 6,55 3 0,12 A B
T6 0,58 3 0,12 A B
T1 6,67 3 0,12 B
Tabla 36.
Analisis de varianza de pH analizado el dia 10.
F.V. gl SC CM F p-valor
Modelo. 9 0,25 0,03 597 0
TRATAMIENTO 2 0,08 0,04 7,94 0,01
REPETICION 7 0,18 0,03 541 0
Error 14 0,07 4,7E- 03
Total 23 0,32
Tabla 37.
Ponderacion de pH analizado el dia 10.
TRATAMIENTO Medias n E.E. RANGO
T5 6,45 3 0,04 A
T4 6,54 3 0,04 A
T8 6,55 3 0,04 A
T7 6,57 3 0,04 A
T3 6,59 3 0,04 A
T6 6,60 3 0,04 A B
T2 6,61 3 0,04 A B
T 6,77 3 0,04 A B
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Tabla 38.

Anadlisis de varianza de pH analizado el dia 20.

F.V. gl SC CM F p-valor
Modelo. 9 0,27 0,03 4,14 0,01
TRATAMIENTO 2 0,10 0,05 6,81 0,01
REPETICION 7 0,17 0,02 3,38 0,02
Error 14 0,10 0,01
Total 23 0,37
Tabla 39.
Ponderacion de pH analizado el dia 20.
TRATAMIENTO Medias n E.E. RANGO
T5 6,39 3 0,05 A
T4 6,49 3 0,05 A B
T6 6,5 3 0,05 A B
T8 6,51 3 0,05 A B
T3 6,52 3 0,05 A B
T7 6,52 3 0,05 A B
T2 6,59 3 0,05 A B
T1 6,71 3 0,05 B
Tabla 40.
Anadlisis de varianza de pH analizado el dia 30.
F.V. gl SC CM F p-valor
Modelo. 9 0,16 0,02 10,52 0,0001
TRATAMIENTO 2 0,04 0,02 10,7 0,0015
REPETICION 7 0,13 0,02 10,47 0,0001
Error 14 0,02 1,7E- 03

Total 23 0,19




Tabla 41.
Ponderacion de pH analizado el dia 30.
TRATAMIENTO Medias n E.E. RANGO
T5 6,58 3 0,02 A
T8 6,65 3 0,02 A B
T3 6,71 3 0,02 B C
T4 6,71 3 0,02 B C
T2 6,73 3 0,02 B C
T7 6,73 3 0,02 B C
T1 6,81 3 0,02 C
T6 6,82 3 0,02 C
Tabla 42.
Promedios de pH en salchichas de pollo en los 30 dias de estudio.
TRATAMIENTO DIA 0O DIA 10 DIA 20 DIA 30
T1 6.40 6.74 6.80 6.82
T2 6.45 6.78 6.72 6.76
T3 6.60 6.62 6.68 6.74
T4 6.41 6.49 6.61 6.74
T5 6.37 6.40 6.43 6.61
T6 6.67 6.72 6.79 6.86
T7 5.52 6.60 6.62 6.64
T8 6.49 6.60 6.65 6.74

Ver datos evaluados por numero de repeticion Anexo 5.
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Figura 43. pH reflejado durante 30 dias en salchichas de pollo.
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En cuanto a la mediciéon del pH se puede apreciar como en la figura 43
incrementa conforme pasan los dias de analisis. En el dia 30 las medias de pH
estan en un rango de (6.61 — 6.86) dichos resultados se encuentran acorde a lo
descrito en la norma INEN 2346. La media mas alta de pH obtenida es de 6.86
acercando a las salchichas a un pH neutro. Los pH neutros ayudan a la
proliferacion de microrganismos, al ser medios afines para el crecimiento de la

mayoria de bacterias.

4.2.4 Analisis de Humedad

En el analisis de varianza realizado en las salchichas de pollo se obtuvo como
resultado diferencias significativas a partir del dia 0 al 30, como se muestra en
las tablas 44 hasta la tabla 51. Los azucares reductores junto a los aminoacidos
presentes ocasionaron la salida del agua al someter las salchichas de pollo a
105°C durante 1 hora.

Tabla 43.

Analisis de varianza de humedad realizado el dia 0.
F.V. gl SC CM F p-valor
Modelo. 9 2,8 E-03 3,1 E-04 3,22 0,0247

TRATAMIENTO 7 26 E-03 3,7E-04 3,8 0,0161
REPETICION 2 23E-04 1,2E-04 1,2 0,3317

Error 14 1,4 E-03 9,8 E-05
Total 23 4,2 E-03

Tabla 44.

Ponderacion de humedad realizado el dia 0.
TRATAMIENTO Medias n E.E. RANGO
T1 0.60 3 0,01 A
T8 0,6 3 0,01 A
T7 0,61 3 0,01 A B
T4 0,61 3 0,01 A B
T3 0,61 3 0,01 A B
T2 0,61 3 0,01 A B
T5 0,62 3 0,01 A B
T6 0,63 3 0,01 B




Tabla 45.

Analisis de varianza de humedad realizado el dia 10.

F.V. gl SC CM F p-valor
Modelo. 9 0,01 6,9E-04 11,3 0,0001
TRATAMIENTO 7 0,01 8,3E-04 13,58 <0,0001
REPETICION 2 41E-04 2,0E-04 3,33 0,0656
Error 14 8,6E-04 6,1E-05
Total 23 0,01
Tabla 46.
Ponderacién de humedad realizado el dia 10.
TRATAMIENTO Medias n E.E. RANGO
T7 0,61 3 45E-03 A
T2 063 3 45E-03 A B
T1 063 3 45E-03 A B
T6 064 3 4,5E-03 B C
T8 065 3 4,5E-03 B CD
T4 065 3 4,5E-03 C D
T5 066 3 4,5E-03 C D
T3 066 3 4,5E-03 D
Tabla 47.
Analisis de varianza de humedad realizado el dia 20.
F.V. gl SC CM F p-valor
Modelo. 9 5,0E-03 55E-04 25 0,06

TRATAMIENTO 7 4,8E-03 6,9E-04 3,1 0,03
REPETICION 2 1,8E-04 8,8E-05 0,4 0,68
Error 14 31E-03 2,2E-04

Total 23 0,01




Tabla 48.

Ponderacion de humedad realizado el dia 20.

TRATAMIENTO Medias n E.E. RANGO
T1 0,62 3 0,01 A
T6 0,63 3 0,01 A B
T4 0,63 3 0,01 A B
T2 0,64 3 0,01 A B
T5 0,64 3 0,01 A B
T7 0,65 3 0,01 A B
T3 0,66 3 0,01 A B
T8 0,66 3 0,01 B
Tabla 49.
Analisis de varianza de humedad realizado el dia 30.
F.V. gl SC CM F p-valor
Modelo. 9 0,01 1,0E-03 7,9 0
TRATAMIENTO 7 0,01 1,3E-03 10 0
REPETICION 2 1,6E-04 79E-05 0,6 0,56
Error 14 1,8E-03 1,3E- 04
Total 23 0,01
Tabla 50.
Ponderacion de humedad realizado el dia 30.
TRATAMIENTO Medias n E.E. RANGO
T6 0,61 3 0,01 A
T4 0,62 3 0,01 A
T5 0,62 3 0,01 A B
T3 0,63 3 0,01 A B C
T1 0,64 3 0,01 A B CD
T2 0,65 3 0,01 B CD
T7 0,65 3 0,01 C D
T8 0,67 3 0,01 D
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Tabla 51.
Promedios de humedad en salchichas de pollo en los 30 dias de estudio.
TRATAMIENTO DIA 0O DIA 10 DIA 20 DIA 30

T1 0.60 0.63 0.62 0.64
T2 0.61 0.63 0.64 0.65
T3 0.61 0.66 0.66 0.63
T4 0.61 0.65 0.64 0.62
T5 0.62 0.66 0.64 0.62
T6 0.63 0.64 0.63 0.61
T7 0.61 0.61 0.65 0.65
T8 0.60 0.65 0.66 0.67

Ver datos evaluados por numero de repeticion Anexo 7.

Humedad (%)

0,68

mT1

0,66
mT2

0,64
T3
0,62 T4
0,60 mT5
0,58 mT6
0,56 mT7

DiA O DIA 10 DIA 20 DIA 30

Figura 44. Humedad presente en salchichas de pollo.

La humedad analizada se realizé6 mediante una mufla, esta ocasiono la pérdida
de agua libre como se puede ver en la figura 44. Segun el CODEX
ALIMENTARIUS detalla que existen varios productos con bajo contenido de
humedad, esto dificulta el crecimiento de baterias como la Salmonella spp,
produciendo enfermedades en el consumidor, esta se desarrolla sobre 0.85% de
humedad, por lo cual los promedios reflejados en esta investigacién se
encuentran en un rango de 0.60% a 0.67%, como se puede apreciar en la tabla
52.
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4.2.5 Analisis actividad de agua

Para el analisis realizado sobre actividad de agua en salchichas de pollo se eligio
3 muestras, las cuales contenian aceite esencial de orégano, aceite esencial de
guayaba y aceite esencial de aguacate, obteniendo como resultado 0,97% de
actividad de agua en la muestra que contenia aceite de orégano y 0,96%
actividad de agua para las muestras con aceite de aguacate y guayaba como se

puede apreciar en la tabla 53.

Jaramillo (2007), argumenta que el rango de actividad de agua debe ser de 0 a
1, recomendando que mientras mas bajo sea la actividad de agua presente en
un alimento menos crecimiento microbiano va a presentar el producto, siendo un
factor para alargar la vida util y las propiedades organolépticas, esta
investigacion respalda los resultados obtenidos sobre la actividad de agua en

salchichas de pollo.

Tabla 52.

Actividad de agua presente en salchichas de pollo.

Muestra de salchicha Actividad de agua (%)

Salchicha + Aceite esencial de orégano 0,97
Salchicha + Aceite esencial de aguacate 0,96

Salchicha + Aceite esencial de guayaba 0,96

Actividad de agua (%)

0,972

0,97
0,968
0,966
0,964
0,962

0,96
0,958
0,956
0,954

Aw

Salchicha + Aceite Salchicha + Aceite Salchicha + Aceite
esencial de orégano esencial de aguacate esencial de guayaba

Figura 45. Actividad de agua presente en salchichas de pollo.
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La actividad de agua obtenida en el analisis de salchichas de pollo con aceites
esenciales se presenta en la figura 45, donde se aprecia el valor mas alto

obtenido de 0,97 perteneciente al aceite esencial de orégano.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Los aceites esenciales de guayaba, orégano y aguacate presentaron un efecto
antioxidante en cuanto a la inhibicion de microorganismos y preservacion de las
propiedades fisico quimicas estudiadas en salchichas de pollo. Las

concentraciones de cada aceite vario segun el tratamiento establecido.

Para el control de microorganismos Aerobios mesofilos o de recuento total, los
tratamientos evaluados con resultados sobresalientes fueron T3, T4 y T5, los
mismos que controlaron la estabilidad del producto como la proliferacion de
unidades formadoras de Aerobios mesofilos, dentro de los lineamientos

establecidos por la norma INEN 1338.

En el analisis microbiolégico para Staphylococcus aureus; las diferencias
significativas mostraron a los tratamientos T5 y T8 con las medias mas bajas
como los mas efectivos, estos lograron controlar el crecimiento microbiano

limitado por la norma INEN 1338.

En el periodo de 30 dias no se reporto la presencia de unidades formadoras de
colonias de Escherichia coli, Clostridium y Salmonella en las muestras

analizadas con aceites de aguacate, guayaba y orégano.

No se evidenciaron cambios notables en cuanto a pH, humedad y perdxidos en

el periodo de estudio de 30 dias.

En el método DPPH o de decoloracién se obtuvo como resultado el efecto
antioxidante, 91.9 para el aceite de guayaba, 76 en el aceite de aguacate y 74

% para el aceite de orégano.
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5.2 Recomendaciones

Se recomienda realizar estudios en productos carnicos afines a las salchichas
como; chorizos, salami o productos curados, empleando los aceites esenciales

ya mencionados en esta investigacion.

Se recomienda utilizar aceites esenciales de aguacate, guayaba y orégano en
diferentes concentraciones a las ya usadas, para evaluar el poder antioxidante

de los mismos.
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ANEXOS



Anexo 1. Aerobios mesdfilos, datos de unidades formadoras de colonias por

repeticion en un periodo de 30 dias

21
2l
a1
51
rl
£l
Zl
L
21
Al
a1
51
rl
£l
Zl
L
21
Al
a1
51
rl
£l
Zl
L

NOIJIL3d3d| OLNIIWY1Yd1

TET
PET
TOT
ag
At
LL
GLT
E6T
00T
B8
BE
£9
oF
ES
05T
otz
A
TL
06
TS
oz
P
o9t
ECL
0 vIa

TZT
6.
OcT
L9
Bf
e
o/t
£6T
06
L5
oL
9g
IS
EE
£9T
B0Z
86
el
B9
Ef
oF
eP
SFT
6TC
0T vid

e
L5T
09z
EET
96
29T
FAE
SBE
08T
rIT
6ET
TL
20T
99
QZE
STd
T6T
9B
QtT
o8
o8
oE
06%
LEY
0Z vid

BT
G5E
SEY
51T
¥1e
EGE
65F
65¥
ZEF
SLE
S5E
00Z
06Z
S0Z
SLE
SES
ELE
S0E
S6Z
ELT
STZ
GET
06¥
£B5
0E via

iTe
ET'Z
ToZ
8T
64T
BE'T
rZ'L
BLL
00z
e'T
66T
08T
So'T
LT
BTL
LEL
T6T
98T
96T
TLT
TET
9T
TZZ
SEL
0 v1a 307

BOZ
06T
Itz
EE'T
BO'T
6T
T
6Z°C
S6'T
L't
SE'T
o951
LT
IST
TZ'e
ZEL
26T
E9°T
EB'T
E9T
091
E9T
ar'z
FeEL

BE'L
0z'z
¥z
T
BE'T
EZC
G5°Z
65°C
T
a0'c
Fr2
SE'T
02
8T
152
£9°¢2
BTL
E6'T
ETZ
E6'T
06T
E6T
aF'z
FoL

0Lz
55°%C
69°C
ir'e
EE'D
552
99z
99'¢
roz
o
552
0OE'Z
o'z
TEC
L5°T
08z
L5°T
TEC
e
T
EE'C
LE'T
69°C
BLE

0€ vIa 301 | 0Z ¥Ia 01 | 0T v1a 301




Anexo 2. Aerobios mesofilos, datos de unidades formadoras de colonias.

Promedio de la evaluacion en un periodo de 30 dias.

TRATAMIENTO DIAD DIA 10 DIA 20 DIA 30
T1 209 207 412 564
T2 162 161 322 441
T3 57 53 106 264
T4 42 46 93 240
T5 &0 43 96 246
T6 06 89 178 378
T7 98 60 115 278
T8 104 102 204 434




Anexo 3. Staphylococcus aureus, datos de unidades formadoras de colonias

por repeticiéon en un periodo de 30 dias.
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Anexo 4. Staphylococcus aureus, datos de unidades formadoras de colonias.

Promedio de la evaluacion en un periodo de 30 dias.

TRATAMIENTO DIA D DIA 10 DIA 20 DIA 30
T1 139 202 253 357
T2 74 08 133 176
T3 o0 115 147 152
T4 92 95 129 166
T5 70 92 111 148
T6 95 112 91 132
LEi 88 119 143 192
T8 g4 86 125 168




Anexo 5. Determinacién de pH, datos evaluados por numero de repeticion en un

periodo de 30 dias.

TRATAMIENTO | REPETICION DIA O DIA 10 DA 20 A 30
1 1 6.69 6.80 6.74 6.82
2 1 6.45 6.72 6.78 6.76
3 1 6.60 6.68 6.62 6.74
4 1 6.52 6.61 6.49 6.74
5 1 6.38 6.43 6.40 6.61
b 1 6.67 6.79 6.72 6.86
T 1 S.52 6.62 6.60 6.89
8 1 6.49 6.65 6.60 6.74
1 2 6.67 6.78 6.71 6.8
2 2 6,31 6,54 6,51 6.72
3 2 B6.55 6,57 6,45 6.7
4 2 6.41 6,56 6,56 6.71
5 2 6.35 6,46 6,45 6,58
B 2 6.63 6,43 6,31 6.82
T 2 6,28 6,57 5,49 B,68
8 2 6,21 6,55 6,51 B,62
1 3 .65 6.74 6.68 6.8
2 3 6.29 6,58 6,47 6.7
3 3 6.51 6,52 6,48 6.68
4 3 6.41 b.44 6.43 .65
5 3 6.4 6,45 6.43 6,55
b 3 B6.63 B6.72 6.69 5.78
T 3 6,44 6,52 b6.48 6.63
8 K] 56,39 b.44 6,43 6.59




Anexo 6. Determinacion de peroxidos, datos evaluados por numero de repeticion

en un periodo de 30 dias.

TRATAMIENTO| REPETICION DIAD DIA 10 DIA 20 DIA 30
1 1 0 0 0.5 2
2 1 0 0 0.5 2
3 1 0 0 0.5 0.5
4 1 0 0 0.5 0.5
3 1 0 0 0
b 1 0 0 0
T 1 0 0.5 0 0.5
8 1 0 0 0 0.5
1 2 0 2 2 2
2 2 0 2 2 5
3 2 0 0 0.5 0.5
4 2 0 0 0.5 2
5 2 0 0 0.5 2
b 2 0 0 0 0.5
T 2 0 0 0 0.5
8 2 0 0 0 b
1 3 0 2 2 2
2 3 0 2 2 b
3 3 0 0 0.5 0.5
4 3 0 0 0.5 2
3 3 0 0 b
B 3 0 0 0 2
7 3 0 0 0.5 2
8 3 0 0.5 0 2




Anexo 7. Determinacion de humedad, datos evaluados por numero de

repeticion en un periodo de 30 dias.

TRATAMIENTO| REPETICION DIA D DIA 10 DIA 20 DilA 30
1 1 0.6 0.63 0,63 0,64
2 1 0.61 0.63 0.63 0,64
3 1 062 0,66 0,65 0.62
4 1 .61 0,65 0,63 0,61
5 1 0.61 0,60 0,64 0.62
] 1 0.62 0.65 0,63 0.61
T 1 0.6 0.61 0,62 0.66
8 1 0.6 0.67 0.69 0.69
1 2 0.6 0.63 0.62 0.66
2 2 062 0.63 0.65 0.65
3 2 0.61 0.67 0.66 0.63
4 2 061 0.65 0.64 0.62
5 2 0.62 0.66 0.64 0.63
] 2 .62 .64 0.63 0.61
T 2 061 0.61 0.67 0.65
8 2 0.6 0.64 0.65 0.66
1 3 0.59 0.63 0.6 0.62
2 3 061 0.62 0.64 0.66
3 3 0.61 0.64 0.66 0.63
4 3 062 0.65 0.63 0.62
5 3 0.62 0.65 0.64 0.61
] 3 .66 0.64 0.63 0.61
T 3 .62 0.61 0.66 0.65
8 3 0.6 0.64 0.65 0.66




Anexo 8. Evaluacion de efecto antioxidante durante 60 minutos de los aceites

esenciales de guayaba, orégano y aguacate.

Nimero de Ace_ite- At:e_ite Ace_ite
esencial de | esencial de | esencial de
tomas quayaba orégano aguacate
1 0.943 0.344 1171
2 0.857 0.344 1.122
3 0. 766 0 1.111
4 0.730 0 1.121
5 0.699 0.376 1.129
i 0 664 0.345 1.138
[ 0.295 0.335 1.14
3 0.241 0.332 1.152
9 0.206 0.330 1.152
10 0.181 0.327 1.167
11 0.155 0.329 1.175
12 0.149 0.328 1.176
13 0.138 0.328 1.184
14 0124 0.326 1.187
15 0.103 0.312 1.198
16 0.087 0.331 1.208
17 0.054 0.327 1.212
18 0.042 0.327 1.221
19 0.029 0.330 1.223
20 0.029 0.330 0.29
21 0.004 0.328 0.29
22 -0.013 0.330 0.29
23 -0.018 0.333 0.29
24 -0.030 0.318 0.29
25 -0.033 0.329 0.29
26 -0.067 0.336 0.29
27 -0.070 0.336 0.29
28 -0.077 0.331 0.29
29 -0.082 0.332 0.29
a0 -0.094 0.315 0.29
k) -0.083 0.316 0.29







