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RESUMEN

En la actualidad, la poblacion esta interesada en consumir alimentos libres de
nitritos y nitratos cuya ingesta prolongada y en concentraciones altas son
potencialmente dafiinas para la salud del ser humano, los métodos de
bioconservacion proponen una alternativa que reduzca el uso de estos conservantes
quimicos en productos carnicos. El objetivo principal de este estudio fue evaluar la
capacidad bioconservante del ahumado, nisina y del aceite esencial de clavo de olor
(Syzygium aromaticum) sobre la salchicha Frankfurt, para ello se elabord una
salchicha Frankfurt donde se incluyd en su formulacion 2mg/Kg de nisina, 0.5
mg/Kg de aceite esencial de clavo de olor y el ahumado natural con madera de
cedro, con el fin de determinar su capacidad bioconservante se realiz6 siembras
microbiologicas segun la Norma Técnica INEN 1338:2016 durante 0, 10 y 20 dias
para Aerobios Mesofilos, E. coli, y Sthapylococcus aureus, asi también se realizd
un andlisis sensorial donde se us6 la metodologia de la escala hedonica evaluando
el color, olor, sabor y aceptacion con un panel de catadores semientrenados para
conocer cudl de los tratamientos usados fue el que tuvo mayor aceptacion
organoléptica. Se determind la composicion proximal de la salchicha Frankfurt
obteniendo como resultado 60.77% de humedad, 13.53% de proteina, 13.31% de
grasa 3.09% de cenizas y 809.38 mg/100 gr de sal. Los resultados de los analisis
microbioldgicos muestran que la salchicha Frankfurt + nisina fue el mejor
tratamiento ya que demostro tener el mayor poder bioconservador durante los 20
dias de evaluacion. La salchicha Frankfurt + clavo de olor fue el tratamiento que
mas gusto al panel de catadores obteniendo en promedio 6.7 puntos de aceptacion
organoléptica.

PALABRAS CLAVE: aceite esencial, aerobios mesofilos, ahumado,
bioconservacion, E. coli, nisina, salchicha Frankfurt, Sthapylococcus Aureus.
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ABSTRACT

Currently, the population is interested o consume foods free of nitrites and nitrates
wich ones prolonged ingestion and high concentrations are potentially harmful to
human health, and biopreservation methods propose an alternative that reduces the
use of these chemical preservatives in meat products. The main objective of this
study was to evaluate biopreserving smoking capacity, nisin and clove essential oil
(Syzygium aromaticum) on Frankfurter sausage, for this purpose a Frankfurter
sausage was prepared with 2 mg/kg of nisin, 0. 5 mg/Kg of clove essential oil and
natural smoking with cedar wood, in order to determine its biopreserving capacity,
microbiological sowings were performed according to the Standard INEN
Technical 1338:2016 for 0, 10 and 20 days for Mesophilic Aerobes, E. coli, and
Sthapylococcus aureus. A sensory analysis was also performed using hedonic
methodology scale, evaluating color, odor, flavor and acceptance with a panel of
semi-trained tasters to determine which of the used treatments had the highest
organoleptic acceptance. The proximate composition the Frankfurter sausage was
determined, resulting in 60.77% moisture, 13.53% protein, 13.31% fat, 3.09% ash
and 809.38 mg/100 g salt. The results of the microbiological analyses show that
Frankfurt sausage + nisin was the best treatment since it demonstrated the highest
biopreserving power during 20 days of evaluation. The Frankfurt sausage + clove
was the treatment that the panel of tasters liked the most, obtaining an average of
6.7 organoleptic acceptance points.

KEY WORDS: essential oil, Mesophilic aerobes, smoking, biopreservation, E.
coli, nisin, Frankfurter sausage, Sthapylococcus Aureus.
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INFORMACION GENERAL

Titulo del Proyecto: ""PODER BIOCONSERVADOR DEL AHUMADO, LA
NISINA Y EL ACEITE ESENCIAL DE CLAVO DE OLOR (Syzygium

aromaticum), EN SALCHICHAS FRANKFURT"

Linea de investigacion: DESARROLLO Y SEGURIDAD ALIMENTARIA.

PROCESOS INDUSTRIALES.

Se define la linea de investigacion como ‘“Desarrollo y seguridad
alimentaria” puesto que en la presente investigacion se evalua diferentes
bioconservantes nisina, aceite esencial de clavo de olor y ahumado como alternativa
para reducir el uso de nitratos y nitritos en salchichas Frankfurt y como “Procesos
industriales” debido a que se formula y se elabora una salchicha Frankfurt donde se
sometio a evaluacion por un panel de catadores semientrenados para determinar el
mejor tratamiento a nivel sensorial con la posibilidad de ser producido a nivel

industrial.

Sublinea de investigacion: ANALISIS CUALITATIVO, CUANTITATIVO Y
SENSORIAL DE ALIMENTOS Y NO ALIMENTOS DE PRODUCTOS
AGROINDUSTRIALES (métodos, normas, bpm, inocuidad de alimentos,

seguridad alimentaria, etc.).

Se define como Sublinea de investigacion “Analisis cualitativo, cuantitativo
y sensorial de alimentos y no alimentos de productos Agroindustriales” ya que se

realiza analisis microbioldgicos con el fin de determinar la calidad e inocuidad del



proceso de elaboracion de la salchicha Frankfurt compuesto por los distintos

bioconservadores evaluados.

INTRODUCCION

“Los aditivos alimentarios son sustancias que se afiaden a los alimentos para
mantener o mejorar su inocuidad, frescura, sabor, textura y aspecto. La FAO
(Organizacion de las Naciones Unidas) y la OMS (Organizacion Mundial de la
salud), son los entes rectores encargados de determinar la inocuidad de los aditivos
alimentarios naturales y sintéticos, los mismos son autorizados cuando existe
evidencia cientifica que dichos compuestos no alteran a la salud de las personas que
las consuman estableciendo dosis especificas y su uso en alimentos concretos. Sin
embargo, existen diferentes problemas a la salud que son atribuidos a la ingesta de
aditivos de origen quimico sintético presentes en alimentos consumidos en la dieta
diaria de la poblacion tales como: alergias, obesidad, diabetes, cancer y

enfermedades inflamatorias del intestino” (Lima et al., 2016).

“Los nitratos y nitritos son compuestos quimicos inorganicos derivados del
nitrdgeno, que se encuentran naturalmente en alimentos vegetales y de manera
adicionada en algunos productos carnicos procesados. La ingesta y exposicion a
iones de nitrato (NO3z") y nitrito (NO2") en la dieta ha sido amplia e histéricamente
controversial ya que es bien reconocido que los nitritos adicionados en procesados
carnicos pueden transformarse en N-nitrosaminas altamente carcinogénicas, pues
se estima que para la elaboracion carnes procesadas como salchichas, salamis,

jamones y tocinos en promedio se adiciona 6,1 mg/100 gr de nitratos y 18,2 mg/100



g de nitritos, por lo que se ha sugerido precaucion en su consumo” (Londofio y

Gobmez, 2020).

“El cancer es el riesgo de salud méas importante que se ha asociado
historicamente con el nitrato y el nitrito, aunque estos compuestos no son
carcindgenos en si mismos, tienen el potencial de reaccionar con otros compuestos
dentro de los alimentos durante la coccién o en el tracto digestivo para formar

compuestos N-nitrosos como las nitrosaminas” (Bedale et al., 2016).

La exposicion tanto cronica como continua a dosis bajas de nitrosaminas
presentan alta importancia a nivel toxicoldgico para las personas, debido a que son
factores de riesgo que conllevan a la aparicion de cancer en drganos y tejidos, tales
como: pulmones, cerebro, higado, rifion, vejiga, estbmago e incluso el es6fago. Se
estima que alrededor del 80% de estos compuestos quimicos que han sido
analizadas generan cancer en mamiferos, donde la dimetilnitrosamina, un miembro
de la familia de las nitrosaminas presente en los alimentos, es altamente
carcinogénica para el higado y los rifiones en casi todas las especies analizadas

(Amorosino et al., 2020).

“Las nitrosaminas requieren bioactivacion para ser carcinogénicas, se sabe
que la activacion procede primero por la hidroxilacién de un carbono y se forma
una nitrosamina primaria inestable, que finalmente se tautomeriza a un ion
carbonio, este ion altamente reactivo se alquila facilmente con macromoléculas
celulares cercanas. El cancer y la mutagenicidad se desarrollan cuando los
metabolitos reactivos de la nitrosamina reaccionan con macromoléculas genéticas”

(Bedale et al., 2016).



De acuerdo con Bedale (2016), los nitratos y nitritos inicialmente no son
compuestos carcindgenos en su forma natural, necesitan un proceso de
bioactivacion es decir reaccionar con moléculas inestables que por distintos
procesos quimicos como alquilacion y tautomerizacién forman nitrosaminas

compuestos que si pueden dar origen a la formacion de cancer.

Aun teniendo en cuenta los efectos negativos que ocasionan los
conservantes quimicos a largo plazo se siguen empleando en los alimentos, la
industria alimentaria se ha basado en el desarrollo de sustancias quimicas-sintéticas,
las cuales pueden ser adicionadas a las formulas preservantes para inhibir el
desarrollo de bacterias patdgenas, mas no para prolongar la vida atil del alimento

(Silva et al., 2016).

Martinez (2021), menciona que actualmente existe una tendencia
importante por parte de los consumidores en demandar alimentos naturales o que
sean minimamente procesados y sin conservadores sintéticos, los consumidores
consideran que muchos alimentos procesados presentan una calidad nutricional
pobre y que los aditivos sintéticos son peligrosos para la salud. Como resultado de
estas demandas, se tiene un gran interés en desarrollar alimentos con agentes
antimicrobianos naturales, los cuales deben ser inocuos, que cumplan con los
parametros de calidad y seguridad de las normativas aplicables para agentes
antimicrobianos y que ademas presenten alto espectro de efectividad contra

microorganismaos.

Una de las alternativas para la obtencién de alimentos denominados sanos

(libres de quimicos, microrganismos y con larga vida de anaquel), es el estudio y



desarrollo de bioconservantes. Estos son definidos como el uso de microrganismos,
enzimas o antimicrobianos naturales para preservar a los alimentos contra el
deterioro causado por microorganismos patdgenos o el crecimiento general del
microbiota, sin que provoque en el alimento grandes cambios en sus propiedades
tecno-funcionales, fisio-funcionales, y/o las propiedades sensoriales. Las
bacteriocinas son una opcion atractiva como parte de la solucion a estos problemas,
estos son péptidos con actividad antimicrobiana, segregadas por un gran numero de
bacterias para inhibir el crecimiento de otros microorganismos competidores, las
bacteriocinas mas estudiadas son producidas por bacterias acido lacticas (BAL)

(Bhojraj et al., 2021).

Estas bacterias son reconocidas como GRAS (por sus siglas en inglés:
general regarding as safe), las cuales participan en la fermentacidn y conservacion
de alimentos, mejorando su calidad higiénica al inhibir la flora competitiva la cual
incluye microorganismos patégenos como Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus, Bacillus cereus, Clostridium botulinum y Salmonella (Soundharrajan et al.,

2021).

Asi también se han realizado estudios de aceites esenciales como
conservantes naturales de los alimentos. Pino y Araguez (2021), afirman que “los
aceites esenciales son productos caracterizados por un fuerte olor, constituidos por
mezclas complejas de compuestos volatiles y obtenidos a partir de algiin material
natural mediante destilacion seca, con agua o vapor”, los mismos que son extraidos
de cualquier parte de la planta: hojas, flores, frutos, tallos o raices y que estén libres

de cualquier enfermedad o contaminacion. Varias investigaciones han demostrados



la eficacia de los aceites esenciales sobre determinados microorganismos que
tienden al deterioro de los alimentos, tal es el caso de Matiacevich y Séez (2017)
donde analizé los aspectos mas importantes para el desarrollo de preservantes a
base de aceite esencial de Cymbopogon encapsulado; el cual demostrd actividad
antimicrobiana ante varios microorganismos permitiendo preservar el alimento de

una forma natural.

El ahumado es un proceso en el que los alimentos se deshidratan gracias al
humo y al aire seco, otorgadndoles un sabor especial creado por la madera
previamente seleccionada para darle un caracter organoléptico con el fin de prevenir
ataques bacterianos que actian como conservantes y protegen los alimentos

(Altamirano et al., 2021).

Por tal motivo, en el presente estudio se enfocard en determinar el poder
bioconservador de la nisina, el aceite esencial del clavo de olor (Syzygium
aromaticum), y ahumado en el desarrollo de una salchicha Frankfurt, con el fin de
poner a consideracion distintas alternativas de conservacion no sintéticos que eviten
el crecimiento de microrganismos que afectan la calidad de los alimentos, este
estudio permitira generar una alternativa para prolongar la vida atil de los productos

y que no afecten a la salud de los consumidores.

Justificacion

En la actualidad, la poblacion esta interesada en consumir alimentos libres

de patogenos, con la menor cantidad de aditivos quimicos, que sean sensorialmente



aceptables, con un elevado valor nutricional y que represente una alternativa en la

prevencion de enfermedades.

Las sales nitrificantes, nitratos y nitritos, son conservantes inorganicos que
se emplean con regularidad como aditivos alimentarios, sobre todo en productos
carnicos, por su efecto antimicrobiano, sin embargo, el uso de los nitratos es
discutido ya que puede dar lugar, en determinadas condiciones, a la formacion de
nitrosaminas, potencialmente cancerigenas. Esta situacion ha obligado a una
estricta regulacion y al desarrollo de posibles sustitutos mas naturales con las

mismas propiedades antimicrobianas y de conservacion.

A nivel mundial la nisina es ampliamente utilizada como método de
conservacién en alimentos como embutidos, jugos, conservas. Moreno (2022), usa
la nisina para inhibir bacterias patégenas en el queso, con la adicién de 200 mg/kg,
al reducir la carga bacteriana de Staphylococcus aureus; mejorar las caracteristicas
fisicoquimicas, con el uso de 0,4% de nisina, con mayor contenido de proteina
(17,77%) y solidos totales (4,22%); en las propiedades sensoriales no existe
diferencias significativas entre las muestras; y el tiempo de vida Gtil se extiende

hasta los 12 dias.

Castro en 2021, realiza el andlisis microbioldgico a un chorizo parrillero
haciendo uso de aceite esencial de clavo de olor donde se permitié evidenciar la
buena calidad y la idoneidad sanitaria de la misma ya que, hubo ausencia de
Salmonella spp y Listeria monocytogenes; del mismo modo las esporas de
Clostridium sulfito reductor, Staphylococcus aureus resultaron negativos; Para

Escherichia coli hubo un recuento de 1 UFC/g en la dilucion 10! , teniendo en



cuenta que la siembra se realiz6 por superficie y aplicando las normas de recuento

esto da como resultado 100UFC/g, siendo este un bajo recuento.

Zambrano (2021), evalta las caracteristicas sensoriales de un embutido
(longaniza ahumada) a partir de diferentes formulaciones, los resultados
demostraron que el tratamiento mayor tuvo igual caracteristica organoléptica que
el testigo en el atributo textura p-valor < 0,05 mientras que los demas atributos no
tuvieron significancia estadistica p-valor < 0,05. Se establece que la formulacién
tratamiento mayor es de igual caracteristica sensorial con la longaniza artesanal en
cuanto a la textura, la misma que puede ser empleada para dimensionar su proceso

de elaboracion a otra escala.

De esta manera, por medio de la presente investigacion se evalud la
capacidad conservante del ahumado, nisina, el aceite esencial de clavo de olor
(Syzygium aromaticum) y ahumado sobre la salchicha Frankfurt, con el fin de
identificar cada una de las concentraciones dptimas para la obtencién de un

producto saludable, nutritivo y sin la presencia de sustancias cancerigenas.

Finalmente, los beneficiarios directos de la presente investigaciéon son los
consumidores de embutidos, quienes identificaran una alternativa saludable para su
consumo, con altos indices de calidad y sabor. De igual manera, conoceran cada
uno de los efectos perjudiciales con los que cuentan ciertos embutidos que en la
actualidad se encuentran dentro del mercado. Los beneficiarios indirectos son los
investigadores y personas que analicen los embutidos, quienes identificaran la

factibilidad de la creacion de un nuevo producto con el uso de bioconservantes.



Planteamiento del problema

“La causa fundamental de alteracion de los alimentos, y el factor que limita
la vida util de muchos de ellos, son los microorganismos (bacterias, levaduras y
mohos). El problema del deterioro microbiano de los alimentos tiene implicaciones
econdmicas evidentes, tanto para los fabricantes (deterioro de materias primas y
productos elaborados antes de su comercializacion, pérdida de la imagen de marca,
etc.) como para distribuidores y consumidores (deterioro de productos después de
su adquisicién y antes de su consumo). Se calcula que méas del 20% de todos los
alimentos producidos en el mundo se pierden por accion de los microorganismos”

(Londofio y Gomez, 2020).

Para evitar el deterioro de los alimentos por causa de los microorganismos,
la industria alimentaria emplea el uso de conservantes de origen quimico, muchos
de ellos son perjudiciales para la salud del ser humano, tal es el caso de los nitratos
y nitritos cuya exposicion prolongada puede originar distintos tipos de cancer, por
otra parte sin la accion antimicrobiana de estos conservantes, los productos pueden
presentar alteraciones en su calidad es decir en sus caracteristicas organolépticas,
asi como también; en su inocuidad, por ejemplo “la toxina botulinica, producida
por la bacteria Clostridium botulinum se presentan en las conservas mal
esterilizadas, en embutidos por la accion de cambios bruscos de temperatura, esta
es una de las sustancias méas venenosas que se conocen (miles de veces mas toxica
que el cianuro), ademas, también microorganismos patdgenos como Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Salmonella spp que se
presentan en los alimentos debido a las malas condiciones sanitarias a lo largo de

toda la cadena de produccion” (Cortés, 2018).



Teniendo en cuenta la problematica antes mencionada se debe buscar
alternativas para evitar el uso de aditivos quimicos y el deterioro de los alimentos
por accion de microorganismos, siendo los bioconservantes una opcion atractiva
para la industria alimenticia, pues la nisina generada por el metabolismo de
microorganismos BAL (bacterias acido lacticas), el aceite esencial de clavo de olor
(Syzygium aromaticum) y el ahumado presentan actividad bactericida que pueden
contribuir a garantizar la inocuidad y seguridad alimentaria de distintos productos
que permita mitigar enfermedades que pueden ser transmitidas por alimentos. De

esta manera se pregunta la siguiente pregunta de investigacion:

e ;Como influye la aplicacion del ahumado, nisina y aceite esencial del clavo

de olor como bioconservadores en la salchicha Frankfurt?
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Hipotesis
Hipotesis Nula

La aplicacion del ahumado, la nisina o el aceite esencial de clavo de olor no
tendra efecto bioconservador sobre pardmetros microbioldgicos y sensoriales de la

salchicha Frankfurt.

Hipotesis Alternativa

La aplicacion del ahumado, la nisina o el aceite esencial de clavo de olor si
tendra efecto bioconservador sobre pardmetros microbioldgicos y sensoriales de la

salchicha Frankfurt.

Objetivos de la Investigacion
Objetivo General

Evaluar la capacidad bioconservante del ahumado, nisina y del aceite

esencial de clavo de olor (Syzygium aromaticum) sobre la salchicha Frankfurt.

Objetivos Especificos

e Formular una salchicha Frankfurt, incorporando nisina, aceite esencial de
clavo de olor y ahumado para determinar el poder bioconservador en los
diferentes tratamientos usados.

e Determinar la composicion proximal de la salchicha Frankfurt, para
verificar que cumpla con las especificaciones y requerimientos establecidos

para productos carnicos.
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Evaluar los parametros microbiologicos del poder bioconservante del
ahumado, nisina y aceite esencial de clavo de olor (Syzygium aromaticum)
sobre una salchicha Frankfurt, durante 20 dias de almacenamiento a 8°C.

Valorar sensorialmente la salchicha Frankfurt en combinacion con la
nisina, aceite esencial de clavo de olor y ahumado a fin de seleccionar el

mejor método de bioconservacion a nivel organoléptico.
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1. CAPITULO I. FUNDAMENTACION TEORICA

1.1.Antecedentes

Algunas investigaciones previas pertenecientes a articulos cientificos de las
revistas mas importantes de alimentos y de la agroindustria, hacen mencién al uso
de la nisina, aceite esencial de clavo de olor y ahumado como método de
conservacion de diferentes alimentos, obteniendo resultados positivos que
prometen ser una alternativa viable para evitar el uso de sales nitrificantes, los

mismos se detallan a continuacion:

Dominguez en 2020, cuyo tema de investigacion fue “Evaluacion del efecto
antimicrobiano de la nisina como conservante natural en carne molida especial
para hamburguesas”, en esta investigacion se evaluo el efecto antimicrobiano de
diferentes niveles de nisina (0,1, 0,2 y 0,3%) frente a un testigo, en carne molida
para hamburguesa almacenada en refrigeracion durante 15 dias para evaluar el
tiempo de vida util del producto. “En el andlisis sensorial el tratamiento T3 (0.3%
de nisina) fue el de mayor aceptacion, puesto a que obtuvo altos puntajes en sus
caracteristicas organolépticas. En cuanto al contenido microbiano a los 11 dias de
almacenamiento se evidencié el efecto antimicrobiano de la nisina ya que en los

tratamientos con nisina se determind ausencia de Escherichia coli, Staphylococcus
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aureus, y menores cantidades de aerobios mesofilos. En el analisis
bromatologico el tratamiento con 0,3% de nisina presentd alto contenido de
proteina de 24,64%, y baja cantidad en grasa 0,87%, constituyendo un producto

nutritivo y saludable apto para el consumo humano” (Dominguez, 2020).

Beltran en 2020 realiza la investigacion titulada “Inclusion de aceite
esencial de orégano y nisina encapsulados en biorecubrimiento comestible a partir
de quitosano como alternativa de conservacion salchicha Frankfurt colageno”, se
demostro que “tanto nisina como AEO encapsulado presentan gran capacidad de
inhibicidn frente a los microorganismos evaluados Clostridium perfringensy E. coli
0157:H7 por lo cual la formulacion escogida para trabajar con alimentos fue: 250
Ul/mL concentracion de nisina, 2% p/v concentracion de quitosano y 0.50 %v/v

concentracion de AEO encapsulado” (Beltran, 2020).

Landinez & Soledispa (2020) evaltan la aplicacién de aceites esenciales
como conservantes en la elaboracion de chorizo cuencano, en efecto se hizo uso de
aceite esencial de clavo de olor en concentraciones de 150 ppm, 300 ppm y 600
ppm, ademas de unos cuatro grupos sin aceite esencial para realizar la comparacion.
Al realizar los andlisis fisico quimicos y microbioldgicos al chorizo cuencano segun
los requisitos de las normas INEN 1338:2012 CARNE Y PRODUCTOS
CARNICOS PRODUCTOS CARNICOS COCIDOS se determin6 que el chorizo
cuencano cumpliéd con los requisitos dispuestos como es los microbiol6gicos
Aerobios mesofilos (2.0x1072), Escherichia coli (<10), Staphylococcus aureus
(<10), Salmonella (Ausencia), los fisico quimicos humedad (50.00 £ 0.60), proteina

(16.90 + 0.7), cenizas (1.84 £ 0.06), grasa (31.26 * 1.28); aunque el grado de grasa
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debe disminuir en 2% para este en el rango permitido por la normativa (Landinez

& Soledispa, 2020).

Gonzales & Rojas en 2018, realizaron una investigacion cuyo tema fue
“Evaluacion de la capacidad antimicrobiana de la especia Clavo de olor (Syzygium
spp.) en aceite esencial en un producto carnico madurado frente a microorganismos
criterio microbioldgico segin la NTC 1325”, los autores concluyeron que la
concentracion de aceite esencial de clavo de olor (Syzygium spp.) que tuvo mayor
efectividad en el control de los microorganismos criterio microbioldgico
estipulados en la NTC 1325 fue la de 2,5% porque fue la que permitié obtener
recuentos negativos en el analisis microbioldgico del producto carnico madurado
para las bacterias: Salmonella spp, Listeria monocytogenes, Escherichia coli y
Staphylococcus aureus; el Unico microorganismo que crecid en presencia de las dos
concentraciones de clavo de olor y de los nitritos fue Clostridium spp (Gonzales &

Rojas, 2018).

Aguas (2020), realiza el estudio de las caracteristicas organolépticas y fisico-
quimicas del embutido de conejo, macerado con especias Amazonicas y ahumado,
con maderas del Oriente Ecuatoriano. “El estudio fue realizado con el factor A:
concentracion de especias (culantro sacha 50% y 50% ajo sacha, culantro sacha
40% y 60% ajo sacha, culantro sacha 60% y 40% ajo sacha) y factor B: tipos de
maderas (guaba y guayaba) a las cuales se ejecutd el analisis sensorial para
determinar el mejor tratamiento, para tabular los datos obtenidos en la prueba
organoléptica se emple6 una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis cuyos

resultados indicaron que los tratamientos tuvieron diferencias significativas, los
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resultados de las pruebas sensoriales se encontré que el mejor tratamiento fue T2
de cddigo A1B2 (50% de culantro de sacha y 50% ajo sacha; y ahumado con la
madera de guayaba) con la valoracion de total 14. Se efectu6 analisis el fisico-
quimicos obteniendo los siguientes resultados: grasa 9,98%; proteinas 18,11%;
cenizas 5,03%; pH 6,75 y los andlisis microbiolégicos fueron; levaduras 0 UFC;
hongos <0 UFC; Coliformes totales <1 UFC y E. Coli nada, cumplen con
requerimientos para carnes ahumadas de la norma INEN 1347, cumpliendo con la

norma establecida” (Aguas, 2020).

1.2.Salchicha Frankfurt
1.2.1. Caracteristicas de salchicha Frankfurt tradicional

Arancibia y Calderon (2018) dicen que “las salchichas se encuadran dentro
del grupo de productos carnicos tratados por calor, que se definen como productos
carnicos picados, fabricados con carne y grasa, embutidos en tripa natural o
artificial, que se puede conservar o eliminar tras la coccion, y cuyo calibre maximo

es de 45 mm de diametro”.

Tal como mencionan los autores, “las Frankfurt, estudiadas en este
comparativo, son salchichas cocidas de carne de cerdo o de otros animales de
abasto, cerdo y aves y grasa (tocino o panceta y corteza de cerdo)” (Arancibia y
Calderdn, pag 15). Otros ingredientes son el agua procedente de la carne y el que
se aflade en la fase de picado, la sal y mezclas de especias o condimentos. Asi
mismo, acostumbran contener leche en polvo, almidén o fécula de patata, azUcar,

proteinas no carnicas (lacteas o de soja) y aditivos (Arancibia y Calderdn, 2018).
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Aranciba y Calderon en 2018 mencionan que “el proceso de elaboracién
comienza con el picado: maquinas que van cortando y picando los ingredientes
hasta obtener una masa con el granulado deseado. A esta masa se le afiade agua o
hielo, y, opcionalmente, ingredientes y aditivos para favorecer la fijacion de agua y
la estabilidad de la masa, una vez embuchada la masa en la tripa, se cuece o escalda,
tras la coccion, en algunos casos se retira la tripa en la que ha sido embutida”.
Posteriormente, pueden ahumarse, aunque este ahumado puede preceder a la

coccion final.

Finalmente, se envasan al vacio, se almacenan y distribuyen, para garantizar
el correcto estado higiénico sanitario del producto, en el proceso de distribucion no
debe romperse la cadena de frio, los paquetes de salchichas pueden hincharse
debido a la produccion de CO2, en general por bacterias lacticas

heterofermentativas (Alvis et al., 2017).

Eso ocurre cuando la cubierta es eléstica e impermeable a los gases. El color
rojo de los embutidos puede palidecer y transformarse en un gris yesoso que se ha
atribuido al oxigeno y a la luz y puede ser acelerado por las bacterias. Las
"coloraciones anilladas del frio" se han atribuido a oxidacion, produccion
bacteriana de acidos organicos o sustancias reductoras, a una cantidad excesiva de
aguay a un tratamiento térmico insuficiente. Las bacterias reductoras de los nitratos

dan lugar a la formacion de gas (6xido nitrico) (Alvis et al., 2017).

1.2.2. Conservacion de salchichas

El curado de las carnes se limita a las de vacuno y cerdo, tanto picadas como

cortadas en piezas (como jamones, ancas, cabeza, costillas, lomos y panceta del
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cerdo y pierna y pecho del vacuno). Originalmente, el curado se practicaba para
conservar las carnes saladas sin refrigeracion, mas actualmente la mayoria de las
carnes curados llevan ademas otros ingredientes y se conservan refrigeradas, y
muchas se ahuman, por lo que son también, hasta cierto punto desecadas (Yong et

al., 2021).

Los agentes del curado permitido son: cloruro sodico, azlcar, nitrato sodico,
nitrato sodico y vinagre, pero suelen usarse en general los cuatros primeros. Las
funciones que tales productos cumplen son las siguientes: El cloruro de sodio o sal
comun se usa preferentemente como conservador y agente que contribuye al sabor

(Amaya, 2017).

“La salmuera en que se introduce la carne durante el curado suele tener una
concentracion de cloruro sodico del 15%, en contraste con la que se le inyecta, que
tienen mayor concentracidn, aproximadamente al 24 %. Su principal objeto es bajar

la actividad acuosa(aw) (Krasulya et al., 2019, pag, 21).

El azlcar, aparte de dar sabor, sirve también como material energético para
las bacterias que reducen los nitratos en la solucion de curados. Se emplea
principalmente la sacarosa, pero puede sustituirse por glucosa si se lleva a cabo un
curado mas corto, e incluso puede suprimirse el azucar. El nitrato sddico actla
indirectamente como fijador del color y es ligeramente bacteriostético en solucién
acida, especialmente contra los anaerobios. Sirve también como material de reserva
a partir del cual las bacterias reductoras pueden originar nitritos durante un curado

largo. El nitrito sédico sirve de fuente de o0xido nitrico, que es el verdadero fijador
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del color, poseyendo también cierto poder bacteriostatico en solucion acida

(Ricaurte y Zambrano, 2022).

1.2.3. Aditivos alimentarios:

Con la finalidad de conseguir una vida de anaquel prolongada o mejorar
caracteristicas organolépticas son afiadidos los aditivos alimentarios, los cuales son
sustancias tienen como propoésito ayudar al alimento en cuanto a coloracion,

conservacion, entre otros (Escalante, 2020).

1.2.3.1.Clasificacién de los aditivos alimentarios:

Los aditivos alimentarios fueron clasificados por la FDA, siendo asi que
segun la Administracion de Alimentos y Medicamentos se clasifican en (Manivel y

Villagbmez, 2019):

e Aditivos para mejorar o conservar la seguridad y frescura de los
alimentos conservadores y antioxidantes.

e Aditivos para mejorar o mantener el valor nutricional, vitaminas y
minerales.

e Mejoradores de sabor, textura y apariencia, saborizantes, edulcorantes,

espesantes, etc.
1.2.4. Conservacion de alimentos

Para la conservacion o preservacion de alimentos se pueden usar métodos
tanto fisicos como quimicos; los métodos fisicos son muy variados pues entre ellos
tenemos: ahumado, congelacion, deshidratacion, esterilizacién, pasteurizacion y

refrigeracion, los cuales al ser procedimientos naturales resultan inocuos para las
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personas; generalmente los alimentos suelen necesitar la combinacion de estos
métodos fisicos con agentes quimicos que usualmente son sintéticos y perjudiciales
para la salud, entre los métodos quimicos se encuentran los preservantesquimicos
cuya funcion es la de proteger al alimento de agentes microbianos e impedir su
desarrollo y proliferacion, en base a éste principio los conservantes quimicos suelen
ser bactericidas o fungicidas dependiendo de su accionar, ademas evitan el
detrimento de aceites y grasas, el pardeamiento enzimatico o no enzimatico

desagradable en el alimento (Escalante, 2020).

1.2.5. Aditivos para la conservacion de alimentos

Dentro de la industria alimentaria se utilizan aditivos alimentarios.
Usualmente, sonsustancias que se utilizan en la industria junto a distintos métodos
fisicos de conservacion con el fin de lograr una inocuidad del alimento y prolongar

la vida de anaquel del mismo (Arancibia y Calderon, 2018).

Estas sustancias son adicionadas a los alimentos para que puedan ser
consumidos por un mayor periodo de tiempo; cuyo principio se basa en prevenir e
impedir el desarrollo, crecimientoy proliferacion de bacterias, hongos y levaduras;
la efectividad de los conservantes va a dependerde ciertos factores como la
especificidad de accion, composicion del alimento y manipulacion delproducto

terminado (Rojas y Vargas, 2008).

Ademas, en lo concerniente a alimentos bebibles se suele usar el dioxido de
azufre para evitar que levaduras, bacterias 0 mohos produzcan fermentaciones
innecesarias y desagradables, también impide el pardeamiento enzimatico y no

enzimatico (Escalante, 2020).
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1.3.Nisina

Segin Sanchez et al., (2019) “La nisina es un antibiotico policiclico y
peptidico, que se utiliza habitualmente como bioconservante, y es sintetizada de

forma natural por Lactococcus lactis.” (p.168)

La nisina es un antibidtico que suele ser utilizado en la industria de
alimentos como una sustancia conservadora, puede ser un conservante como
prevencion de las alteraciones de la misma forma influye en la proteccién de carne

ya sea esta precocinada o cruda (Sanchez et al., 2019).

“La nisina detiene la posible aparicion de microorganismos en los alimentos,
los costos de las materias primas son altos, por lo que el uso de cultivos microbianos
productores de bacteriocinas puede ser una alternativa importante para mejorar la
calidad y la seguridad de los alimentos, manteniendo bajos los costos de

produccion” (Castro et al., 2009).

1.3.1. Bacteriocina
1.3.1.1.Definicion y caracteristicas de las bacteriocinas

Las bacteriocinas se definieron a modo general como un grupo de sustancias
antimicrobianas de origen bacteriano, caracterizadas por la adsorcion a receptores
de membrana especificos; la actividad intraespecifica y la biosintesis letal. Estudios
posteriores acerca de las colicinas evidenciaron que estas sustancias se
caracterizaban, ademas, por poseer un componente proteico biologicamente activo;

ejercer un modo de accion bactericida y por la localizacion plasmidica de los
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determinantes genéticos que codifican su produccion e inmunidad (Castillo y

Lobos, 2020).

1.3.1.2.Bacteriocinas derivadas de bacterias acido lacticas

“Las bacteriocinas de bacterias acido lacticas son un grupo heterogéneo de
sustancias antimicrobianas de origen peptidico, varias de ellas no han sido
completamente caracterizadas aun. Por tanto, otros autores siguieren que no se
puede establecer propiedades en comun de todas, sin embargo, las propiedades que
principalmente se tienen en cuenta son las siguientes: naturaleza, tamafio molecular,
composicion aminoacidica y estructura quimica, termorresistencia y estabilidad
frente a pH. Aunque por definicién las bacteriocinas son sustancias de naturaleza
proteica, se han descrito algunas que presentan en su molécula componentes

glucosidicos y/o lipidicos, ademas de una fraccion proteica” (Soltani et al., 2021).

Las bacteriocinas producidas por las bacterias &cido-lacticas se caracterizan
por ser, generalmente, estables a valores de pH acidos o préximos a la neutralidad,
lo que indica la adaptacion de estas sustancias a condiciones ambientales de los
sustratos en los que se desarrollan las bacterias productoras (Juturu y Chuan, 2018).
La termorresistencia es una caracteristica muy extendida entre las bacteriocinas de
las bacterias lacticas, dependiendo de una serie de factores como el grado de
purificacion de las bacteriocinas, la presencia de moléculas termoprotectoras y el
pH. La termoestabilidad disminuye cuando los tratamientos térmicos se realizan
con las bacteriocinas purificadas parcialmente o a homogeneidad, como se ha
comprobado con la lactacina B, la carnocina U — 149, y la sakacina P, entre otras.

Debido a su naturaleza peptidica, las bacteriocinas pueden ser degradadas por
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enzimas digestivas, resultando inocuas para el hombre y su microbiota intestinal.
Ademas, sus propiedades fisicoquimicas les dan resistencia a tratamientos térmicos
y debido a su pequefio tamafio pueden difundir con relativa facilidad en los

alimentos (Kumariya et al., 2019).

1.4.Clavo de olor (Syzygium aromaticum):
1.4.1. Origen

El clavo de olor (Syzygium aromaticum) es proveniente de varias islas de
Asia del Sur, el cual ha sido adaptado y cultivado a distintas partes del globo
terraqueo; por lo que se conoce a esta especie vegetal con distintos nombres
comunes dependiendo de la region, como por ejemplo clavero (Vicidomini et al.,

2021).

Figura 1. Clavo de Olor

Fuente: (Martinez, 2021).

23



1.4.2. Descripcion taxonémica

En términos botanicos toda planta descubierta tiene su respectiva
descripcion taxonomica. Vicidomini et al, (2021) detallan que la descripcion

taxondmica del clavo de olor (Syzygium aromaticum) es:

Division: Magnoliophyta.
e Clase: Magnoliopsida.

e Subclase: Rosidae.

e Orden: Myrtales.

e Familia: Myrtaceae.

e Género: Syzygium

e Especie: Syzygium aromaticum (L.) Merr. G.L.M. Perry.

Sinonimia: Eugenia caryophyllata L.

1.4.3. Descripcion botanica

El clavero comUnmente conocido tiene como nombre cientifico Syzygium
aromaticum lo que le permite ser reconocido en todo el planeta. Se trata de un arbol
perenne caracterizado por presentar una altura cercana a los 15 m; hojas simples,
ovado-oblongas, lisas y brillantes de 5-12 cm de largo; flores parpuras, con una
longitud de 1-1.75 cm agrupadas de a tres en cimas compactas ubicadas en el
extremo de las ramas; yemas tiernas rosadas; frutos rojizos o amarillo-palidos, en
forma de baya alargada de 1-2 cm de largo; la planta florece cada 2-3 afos

(Escalante, 2020).
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1.4.4. Composicion quimica

La composicion quimica del clavo de olor (Syzygium aromaticum) varia de
acuerdo a la parte de la planta en estudio, por lo general sus componentes son los
mismos, pero se diferencian en su concentracion. Los principios activos principales

son (Aguilar y Lopez, 2017):

Eugenol: Sustancia natural que ha sido aislada de diferentes plantas
aromaticas como la canela, la nuez moscada y la albahaca, pero que la planta fuente
por excelencia es el clavo de olor (45 — 90% del total de su composicidn). “A este
compuesto quimico natural se le han demostrado efectos antimicrobianos (frente a
hongos, bacterias y virus), antiinflamatorio, analgésico, antioxidante, antitumoral y
previene diabetes” (Teixeira & otros, 2018). El eugenol tiene una mayor efectividad
frente a bacterias Gram negativas (a pesar de que se ha reportado resistencia por
parte de E. coli), esto es debido a la afinidad del eugenol por los lipopolisacaridos
(rompe las cadenas entre mondmeros y aumenta la permeabilidad de la membrana)
(Nonsee, Supitchaya, & Thawien, 2018) “los cuales se encuentran en mayor
cantidad en este grupo de bacterias, y al tener las bacterias Gram-positivas mayor
contenido de peptidoglicano no son blanco del eugenol” (Abdali & Ajji, 2015). Este
compuesto quimico producido por células vegetales inhibe la produccion de
enzimas extracelulares como amilasas y proteasas, lo que produce una elevada tasa

de lisis celular (Garcia & Garcia, 2018).

Carvacrol y timol: Estos compuestos actian como desacopladores de
membrana en la célula bacteriana (Armas, Marquez, & Pretell, 2011). Nonsee,

Supitchaya, & Thawien (2017) afirman que el mecanismo de accion esta dado por
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una desnaturalizacion de las 21 proteinas y también por unja reaccién con los
fosfolipidos de la membrana celular, de tal manera que se produce un desequilibrio
osmotico con la subsecuente muerte celular. Otros blancos de estos compuestos de
origen natural son las rutas metabolicas, sintesis de proteinas y el sistema genético;
por ejemplo, se observd que las bacterias expuestas a concentraciones menores a
las letales de estos dos compuestos producen “cambios en la concentracion de los
acidos grasos de la membrana celular, presentandose un aumento de los acidos
grasos insaturados”. También se ha demostrado un efecto sobre la filtracion del
contenido celular, la coagulacion del citoplasma y la disminucion de la fuerza

motriz (Garcia & Garcia, 2018).

1.4.5. Mecanismo de accion del clavo de olor

La forma en que actla el clavo de olor esta basada en una sinergia de sus
compuestos quimicos y sus metabolitos, los cuales se encargan de deteriorar e
inactivar sistemas enzimaticos claves en la sintesis de paredes, membranas,
respiracion celular y produccion de energia (Armas, Marquez, & Pretell, 2011). La
efectividad del clavo de olor como antimicrobiano depende principalmente de la
concentracion de los compuestos fendlicos, pues, se comprobd que son estos los
principales actores en la actividad antimicrobiana del clavo de olor, sin embargo,
los mecanismos exactos de los compuestos fenolicos no han sido determinados

(Nonsee, Supitchaya, & Thawien, 2019).
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Los aceites esenciales son de naturaleza hidréfoba, lo cual brinda ventaja
frente a muchos antibidticos que no poseen la facilidad de penetrar el periplasma
de las bacterias Gram negativas a través de proteinas de la membrana externa, y de
esta manera efectuar acciones como la coagulacién del contenido intracelular

(Ramirez, 2020).

“Los aceites esenciales de origen vegetal poseen la capacidad de afectar las
proteinas presentes en la membrana citoplasmatica, lugar en el que se hallan las
enzimas ATPasas, siendo estas vulnerables al efecto de las moléculas lipidicas
dando como resultado una disminucion en el potencial energético de la célula y

falla en la sintesis de componentes estructurales” (Escalante, 2020).

1.5.Ahumado
1.5.1. Historia del ahumado

La conservacion de los alimentos por el ahumado es muy antigua; fue
utilizada por los egipcios aproximadamente en el afio 2000 a.C. en su significacion
original “curacion” significaba “salvacion” o “conservacion”. Los procesos de
curacion de los alimentos incluyen procesos de conservacion tales como: la

desecacion, el salado y el ahumado (Altamirano et al., 2021)

1.5.2. Definicién del ahumado

El ahumado es un proceso en el cual es sometido al alimento a una
deshidratacion, por la accion del humo y el aire seco que provoca, un sabor especial
ya que selecciona maderas previamente que este les brinda sus caracteristicas

organolépticas (Torres N., 2017) mientras que (Zaldumbide, 2019) define que las
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carnes y pescados pueden ser tratados con sal de cocina, la cual los deshidrata y
evita el ataque de gérmenes, actuando como antiséptico y protegiendo los

alimentos.

1.5.3. Ventajas del ahumado:

e Conserva los alimentos por mas tiempo

e Tiene buena apariencia el alimento

e Disminuye la grasa

e En un mecanismo para evitar la contaminacidn provocada por bacterias y

hongos.

1.5.4. Desventajas del ahumado:

e Reduce el tamafio o peso de la proteina
e El tiempo empleado es amplio
e Al usar sales se incrementa el sodio en los alimentos (sal)

¢ No en todos los casos eliminan microorganismos patdgenos.

1.5.5. Tipos de ahumado
A continuacidn, definiremos las principales técnicas de ahumado y sus
caracteristicas.
1.5.5.1.Ahumado frio:

Los productos carnicos que se ahiman en frio pueden ser tratados mediante curado
en seco y salmuera. “Las consistencias siempre seran, para las carnes, crudo-curado

ya que la temperatura no se elevara. En la mayoria de los casos las carnes ahnumadas
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en frio luego de este proceso son sometidas a un periodo de maduracion donde

finaliza su elaboracion cumplida el mismo” (Garcia, 2018).

El resto de productos ahumados en frio, especias, sales, té, yerba mate (una
de mis preferidas), quesos, crema acida, aceites, etc. Siempre después del ahumado
en frio procuraremos realizar un periodo de reposo de los productos para que
aquellas sustancias de la combustion que se trasfirieron se redondeen y suavicen
(Altamirano et al.,, 2021). No es aconsejable consumir los productos recién
ahumados, normalmente el reposo se complementa entre las 24 y 48 horas y para
productos que tuvieron exposiciones mas prolongadas se recomienda de tres a

cuatro dias (Torres N., 2017).

1.5.5.2.Ahumado caliente

“Es el proceso que se emplea en la mayor parte de los productos, la
temperatura de trabajo en este tipo de ahumados esté en el rango de los 50° a 62°C,
el proceso de ahumado en este caso lleva menos tiempo que en el tipo anterior, 10s
tiempos de exposicién varian de entre 2 a 3 horas para los pescados y de 8 a 12

horas para las carnes” (Altamirano et al., 2021).

1.5.5.3.Ahumado por friccion

Zaldumbide, 2019 menciona que el humo se produce por friccion de un
dispositivo metalico con nervaduras accionado con un motor eléctrico que gira a
determinada velocidad a la vez que va prensando el trozo de madera colocado.
“Debido a la friccion la madera comienza a alcanzar temperaturas de 260°C a

360°C, el humo se logra a los 3-5 segundos” (Escalante, 2020).
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2. CAPITULO Il. MATERIALES Y METODOS

2.1.Modalidad o enfoque de la investigacion

La presente investigacion tuvo como objetivo determinar el poder
conservante del ahumado, nisina y clavo de olor en la formulacién de la salchicha
Frankfurt, mediante analisis microbioldgicos que fueron reportados como datos
cuantitativos expresados en (ufc/g) esto de acuerdo a la Norma Técnica INEN
1338:2016. De igual manera, se realizd un andlisis organoléptico a los 0 dias y 20
dias con el fin de determinar las caracteristicas cualitativas del producto, siendo el

enfoque de la investigacion de caracter mixto.

2.2.Tipo de investigacion
2.2.1. Investigacion experimental

Segln Galarza Carlos (2021), consiste en obtener datos por medio de la
experimentacion con la finalidad de determinar las causas y/o los efectos de los

fenémenos en estudio.

La investigacion es experimental ya que se realizd un andlisis
microbiologico donde se obtuvo conteos de colonias en ufc/gr presentes en las

muestras del alimento formulados (salchicha Frankfurt) para Aerobios mesofilos,
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E. coli y Staphylococcus aureus para poder determinar el efecto

bioconservador frente a estos microorganismos.

2.2.2. Investigacion exploratoria

Segun Morales Nelson (2015), es un estudio que busca ampliar la visién

general acerca de una determinada realidad.

Como planteamiento del proyecto de investigacion se busca la creacion de
nuevas alternativas de bioconservacion de salchichas Frankfurt permitiendo asi
tener una vision mas amplia de la capacidad de reducir el crecimiento de

microrganismos que tiene la nisina, el clavo de olor y el ahumado.

2.2.3. Investigacion bibliografica

Segun Flores y Franco (2016), consiste en conseguir, elegir, recolectar,
establecer y analizar la informacidn sobre un proyecto realizado a partir de fuentes

bibliograficas como: libros, documentos de archivo, tesis y articulos cientificos.

La investigacion se baso en la busqueda documental de articulos cientificos
de alta relevancia y en consecuencia con el tema de investigacion donde la
observacidn esta presente en el andlisis, identificacion, seleccién y articulacidn con

el objeto de estudio.

2.3.Métodos de investigacion
2.3.1. Inductivo

Segun Fernandez Aranxta (2017), es un argumento cuya premisa que

asemeja patrones de los que se extrae una conclusion general.
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A través de este método se logro establecer entre la nisina, clavo de olor y
ahumado ejerce el mayor poder bioconservador para la formulacién de una
salchicha Frankfurt, ademas llegar a conclusiones obtenidos de los analisis de los

tratamientos propuestos.

2.3.2. Deductivo

Segun Prieto Bayron (2017), el método deductivo donde se deduce de manera de

premisa las conclusiones.

Este tipo de método ayuda a entender de mejor manera la calidad microbioldgica
en base a la Norma Técnica INEN 1338:2016 para la salchicha Frankfurt frente a

los diferentes bioconservadores usados.

2.4.Técnicas de investigacion

Segln Maya Ester (2017), detalla que las técnicas mas utilizadas son: la

observacion, las fichas, en las cuantitativas la recopilacion de datos estadisticos.

2.4.1. Observacion

Se hace uso de esta técnica debido a que se realiza un analisis sensorial, el

principal atributo a considerar es el color de la salchicha Frankfurt.

2.4.2. Recopilacion de datos estadisticos

Se hace uso de esta técnica debido a que se cuantifica el crecimiento
bacteriano en ufc/gr, para los siguientes microorganismos (Aerobios mesdfilos,

Staphylococcus aureus y E coli), esto con la finalidad de determinar el poder
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bioconservador que tiene el uso de nisina, aceite esencial de clavo de olor y

ahumado, en la salchicha Frankfurt.

2.5.Instrumentos de investigacion

El instrumento de investigacion usado en la presente investigacion es la ficha de
catacion, la misma que evalu6 los siguientes parametros: olor, color, sabor y
aceptabilidad, con el fin de determinar que tratamiento es el que mas gusto al panel

de catadores, la ficha de catacion se puede observar en el Anexo 9.

2.5.1. Formulacién de la salchicha Frankfurt

Para la formulacién de la salchicha Frankfurt se utilizé como referencia la
matriz de formulaciones de embutidos de pasta fina del departamento de desarrollo

e investigacion de la empresa Embutser, como se muestra en la tabla 1.

Tabla 1. Formulacion de la salchicha Frankfurt

INGREDIENTES % Formula
Carne de res 41.7
Grasa 16.7
Pulpa de pollo con piel 16.7
Proteina aislada de soya 1.7
Almidon de papa 2.50
Carragenina (0,2 a 1%) 0.50
Agua 16.7
Sal 2.0
Fosfato 0.42
Eritorbato 0.02
Ajo en polvo 0.03
Comino 0.02
Pimienta Negra 0.08
Pimienta blanca 0.00
Glutamato monosodico 0.07
Sabor freir 0.01
Sorbato 0.05
Provian D (0,7 a 1 %) 0.83
Total 100.0

Fuente: (Guanochanga, 2022)
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2.5.2. Proceso de elaboracion de la salchicha Frankfurt
2.5.2.1.Recepcidn de las materias primas carnicas

La materia prima carnica usada para la elaboracion del producto fue
proporcionada por la granja Ecuapork S.A, para la recepcion de la misma se verifico

las siguientes condiciones:

Inspeccion visual para determinar las caracteristicas organolépticas (olor,

color, apariencia), presencia de materiales extrafios, tejidos desgarrados, etc.

Temperatura de recepcion de 0°C a 4°C, pH de 5.80 a 6.40.

“En esta etapa es importante determina si la materia prima carnica recibida
presenta condiciones de carne PSE (péalida, suave y exudativa) al producirse una
bajada brusca de pH en la canal cuando la temperatura todavia se encuentra entorno
alos 37°C (temperatura que tenia el animal en vivo), se produce la desnaturalizacion
de las proteinas: esto hace que no sean capaces de retener agua, y que ésta salga al
espacio intercelular o carne DFD (oscuro, secas y firmes) el glucdgeno puede llegar
a agotarse en situaciones de stress para el animal a consecuencia de un aumento en
la glucogenolisis y la lipolisis” (Flores, 2020). La carne de vacuno no presenta

problemas PSE debido a la lenta velocidad de acidificacion.

2.5.2.2.Troceado y molido

En el proceso de troceado lo que se pretende es fraccionar la carne y la grasa
en raciones mas pequefias para que la etapa de molienda sea mas sencilla y durante
este ultimo proceso (molido) se busca obtener una masa homogénea. La

temperatura es una condicion importante a cuidar durante el proceso de molido; el
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mantener la carne de res a temperaturas de refrigeracion ayuda a disminuir el
crecimiento microbiano y se reduce la oxidacion de la mioglobina lo cual también
propicia estabilidad en el color rojo caracteristico de la carne. Para la elaboracion

de salchichas, la carne y la grasa molieron por separado, en disco de 5 mm.

2.5.2.3.Cuteado

Para la elaboracion de las emulsiones carnicas de pasta fina para productos
escaldados, se realiz6 en la cutter marca Titan 23 con capacidad de Kg, durante 15
minutos a 1500 rpm, hasta obtener una masa homogénea. En el cutter se hizo la
mezcla de materia prima y adicion de clavo de olor o nisina dependiendo del

tratamiento, especias y saborizantes.

2.5.2.4 Embutido

Para el proceso de embutido se utilizd6 una embutidora hidrdulica con
capacidad para 20 Kg de masa, se us0 la tripa de coldgeno con un calibre de 20 mm
y largo de 20 cm cada unidad. Posteriormente se dio el proceso de cerrado o
amarrado (mediante el cual se cerraron las puntas de la tripa en cada salchicha para
evitar la salida de la masa) y/o un proceso de retorcido (en el cual se cerraron las

puntas de cada salchicha retorciendo la tripa entre una y otra).

2.5.2.5.Escaldado y enfriado

El producto fue sometido a coccién en una marmita con capacidad para 400
litros de agua a temperaturas de 76°C a 80°C, hasta que se alcanz6 una temperatura
interna de 70 grados, durante 35 minutos y luego fueron enfriados en una tina de

agua helada a una temperatura de 0°C por inmersion en agua.
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Este tratamiento presentd gran influencia en la textura del producto, también
cambid el color de la carne, favorecio la digestion, inhibié la accion enzimatica y
el crecimiento microbiano, en este proceso, la temperatura interna del producto
debe ser mayor a 72 °C, por un tiempo de 15 minutos antes del enfriamiento o
choque térmico que de acuerdo con este ultimo debe ser en agua con hielo, por 5
al0 minutos. El proceso de enfriamiento se realiza entre otros para eliminar los

microorganismos Yy de este modo prolongar la vida atil del producto.
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2.5.2.6.Diagrama de flujo del proceso de elaboracion de Salchicha

Frankfurt

Figura 2. Diagrama de flujo del proceso de elaboracion de Salchicha Frankfurt
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Elaborado por: (Guanochanga, 2022)
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2.6.Analisis proximal

Los analisis correspondientes al contenido de humedad, proteina, grasa, sal
y cenizas de la salchicha Frankfurt, se realizaron en un laboratorio externo
denominado Seidlaboratory acreditado conforme a la NTE INEN ISO/IEC
17025:2018 a nivel nacional y conforme a la ISO/IEC 17025:2017 a nivel
internacional con el fin de determinar la calidad nutricional de este alimento,

resultados que se pueden observar en la Tabla 4.

2.6.1. Determinacion del contenido de humedad

Para el célculo de la humedad se realiza en base al método adaptado por la
AOAC 950.46 donde se aprovecha la alta tension de vapor que tiene el agua entre
las temperaturas de 100°C a 102°C con lo que el proceso de difusién molecular que

gobierna el secado se lleva a cabo rapidamente (Huertas, 2019).

2.6.2. Determinacion del contenido de proteina

La metodologia y teoria del método esta basado en la técnica Kjeldahl de
cuantificacion de N proteinico por transformacion en NH3 y luego titulacion con
un &cido. La técnica en si es una modificacion del método AOAC 990.03 (Huertas,

2019).

2.6.3. Determinacion del contenido de grasa

Esta basado en el método de SOXHLET de extraccion de sustancias solubles
en éter etilico de muestras previamente secadas por goteo continuo del solvente

sobre la muestra, se sigue el método adoptado por la AOAC 991.36 (Huertas, 2019).
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2.6.4. Determinacion del contenido de sal

El método AOAC 991.11 donde para determinar el contenido de sal se
prepara la solucién de 1 mg Na/mL (1000 ppm), se sec6 NaCl puro (1 g de NaCl
contiene 0,393376 g Na+) por 2 h a 110 °C hasta peso constante, enfriando en
desecador. Posteriormente se pesd 2,5421 g en matraz volumétrico de 1 L,

diluyendo a volumen con agua destilada desionizada (Huertas, 2019).

2.6.5. Determinacion del contenido de cenizas

Basado en el método AOAC 920.153 donde por medio de la destruccion a
alta temperatura (600 °C) de la materia organica, en medio oxidante quedando un

residuo estable, a este se le conoce como cenizas (Huertas, 2019).

2.7.Andlisis microbioldgico

En base a la Norma Técnica INEN 1338:2016 se realizd las siembras
microbiologicas para los siguientes microorganismos: Aerobios mesofilos,
Escherichia. coli, Staphylococcus aureus, a continuacion, se detalla en protocolo a

seguir para cada uno de los microorganismos citados.

2.7.1. Metodologia para el anélisis de Aerobios mesofilos

Se establecid en base al instructivo para el correcto recuento de Aerobios
Mesdfilos en productos, seguin el método AOAC OMA 990.12, utilizando placas

Petrifilm 3M, cuyo procedimiento se encuentra detallado en el apartado de anexos.
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2.7.1.1. Interpretacion de resultados:

Una vez retiradas las placas de la incubadora y se contaron las colonias de
microorganismos que aparecen como puntos rojos/violetas marcando los puntos
con un esfero 0 marcador que no sea rojo. A continuacion, se detalla los diferentes

casos para la interpretacion de estas placas:

Figura 3. Recuento de colonias de Aerobios mesofilos

Recuento = 0 Es facil interpretar la placa Petrifilm

Recuento = 16 Recuento de Aerobios, con pocas colonias

bacterianas.

Recuento = MNPC Recuento de Aerobios con un nimero

de colonias demasiado numeroso para el recuento (MNPC).

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)

El limite tolerable para Aerobios mesofilos es de < 5x10° ufc/g (Norma Técnica

INEN 1338,2016).
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2.7.2. Metodologia para el analisis de Escherichia. Coli

Para el correcto recuento de E. coli totales mediante el método AOAC
991.14 para andlisis de productos, utilizando placas Petrifilm 3M, el procedimiento

de siembra se encuentra en anexos.

2.7.2.1.Interpretacion de resultados:

Se retiraron las placas de la incubadora y contar las colonias de
microorganismos que aparecen como puntos azules con formacién de gas (que se
encuentren dentro del circulo) marcandolos con un esfero o marcador, solo el
conteo de colonias azules con burbuja corresponde al recuento de E. coli. A

continuacion, se detalla los diferentes casos para la interpretacion de estas placas:

Figura 4. Interpretacion de resultados del recuento de E. coli

Recuento de E. coli=0

Las burbujas de fondo son una caracteristica del gel

y no resultado del crecimiento de E. coli

Recuento de E. coli =13

Al igual que las placas de Agar VRB, el intervalo
optimo de recuento (colonias totales) en las placas

Petrifilm EC es 15 - 150.
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Recuento real -108

Altas concentraciones de E. coli causaran que el area

de crecimiento se vuelva azul-parpura.

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)

El limite tolerable para E. coli es de <10 ufc/g (Norma Técnica INEN 1338,2016).

2.7.3. Metodologia para el andlisis de Staphylococcus aureus:

Para el recuento de Staphylococcus aureus en placas compact-dry mediante
el método AOAC 2003.07 el proceso para el analisis de este microorganismo se

detalla en anexos.

2.7.3.1.Interpretacion de resultados:

Se retiraron las placas de la incubadora y se contd las colonias de microorganismos
que aparecen en la cara posterior como colonias de color azul o azul claro y
solamente estas se deben contar. Otras bacterias, ademas de S. Aureus, pueden
crecer y formar colonias de color blanco y/o rojo purpura; sin embargo, solamente

deben contarse las colonias de color azul o azul claro.
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Figura 5. Recuento de colonias de S. Aureus

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)

El limite tolerable para Staphylococcus aureus es de max. 1x1073 ufc/g (Norma

Técnica INEN 1338,2016).

2.8.Andlisis sensorial

Para el analisis sensorial se utilizd la escala heddnica, este tipo de escala
analiza una serie de términos relacionados en el agrado o desagrado de un producto
a través de las opiniones del consumidor. Las escalas van desde el mayor nivel de
gusto hasta el de menor nivel de disgusto; este analisis fue aplicado a 12 catadores
semientrenados pertenecientes al panel del departamento de desarrollo e innovacién
y departamento de calidad de la empresa Embutser, las caracteristicas
organolépticas a evaluar por parte de los panelistas fueron olor, color, sabor y

textura, el modelo aplicado se observa en el Anexo 9.
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Tabla 2. Valores de la escala hedoénica

Valor Muestra de grado de aceptabilidad

8 Me encanta

7 Me gusta mucho

6 Me gusta moderadamente
5 Me gusta poco

4 Ni me gusta, ni me disgusta
3 Me disgusta poco

2 Me disgusta moderadamente
1 Me disgusta mucho

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)

2.9.Disefo experimental

Para el analisis de la incidencia de datos obtenidos en el presente trabajo de
investigacion se uso el disefio factorial AXB y la interaccion entre sus factores, para
el procesamiento de datos de los diferentes tratamientos el analisis estadistico de la
presente investigacion se usé el programa informéatico SPSS, los mismos que se

detallan a continuacioén:
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2.9.1. Cuadro de variables:

Tabla 3. Variables de estudio

dVarla_bIe Variable independiente Indicadores Medicion
ependiente
Método de conservacion: Recuento de
- Ahumado (ahumado natural con Aerobios mesofilos
madera de cedro) Andlisis microbiologicos Recuento de
- Nisina (2 mg/Kg) Staphylococcus
- Clavo de olor (aceite esencial 0.5 ml aureus
por cada Kg de producto) Recuento de E. coli
Salchicha
Frankfurt Caracteristicas S?Ibor
Tiempo de almacenamiento de la | Organolepticas (0 dias) C%Ig:
salchicha Frankfurt Aceptabilidad
- 0 dias
- 10 dias Humedad
- 20 dias Analisis proximal del Proteina
mejor tratamiento Grasa
Sal
Cenizas

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)
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2.10. Modelo matematico:

A continuacion, se describe el esquema del ANOVA para el disefio factorial

AXB:

Tabla 4. Modelo matematico ANOVA A x B

FdeV GL SC

TOTAL (axbxrn-1 Y (x1%+.... xn?)-Fc

Y(Xi1*+ Xin%)

— - Fec
Y(A12 ¥ An?)

TRATAM. axby—-1 AT TAMI g
@xb) T(BE#bEn?)
e _Fe
rxa
A a-1
B b-1
AxB @-1)x(b-1) SCTRAT-SCA-SCB
E. EXP. Diferencia SC TOT — SC TRAT

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)
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2.11.Esquema de campo:

Diserio factorial A (3 niveles) x B (3 niveles) = 9 tratamientos x 2 réplicas =

18 Unidades Experimentales.

Tabla 5. Esquema de campo

T1:albl T4: a2bl T7:a3bl
(ahumado + 0 dias) (nisina + 0 dias)  (clavo de olor + 0 dias)

T2: alb2 T5: a2b2 T8: a3b2
(Ahumado + 10 dias)  (nisina + 10 dias)  (clavo de olor + 10 dias

T3:alb3 T6: a2b3 T9: a3b3

(Ahumado + 20 dias)  (nisina + 20 dias) (clavo de olor + 20 dias)

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)

2.12. Andlisis estadistico:

Todos los resultados se analizaron utilizando el programa estadistico IBM SPSS

Statistics version 21.0, para el disefio AXB.
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3. CAPITULO Ill. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1.Analisis proximal de la formulacion de Salchicha Frankfurt

Tabla 6. Composicién proximal de la salchicha Frankfurt

Analisis Fisico Quimico Unidades Resultados

Humedad % 60.77
Proteina % 13.53
Grasa % 13.31
sal mg/ é?ogr 809.38
Cenizas % 3.09

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)

3.1.1. Interpretacion y discusion de la tabla 6

El contenido de humedad de las salchichas se encuentra estrechamente
relacionado con el tipo de ingrediente carnico utilizado para su elaboracion, lo cual
suele ser clasificado de acuerdo a su capacidad de retencidn de agua, es decir con
su mayor o menor tendencia a perder agua durante el tratamiento térmico (Velasco,
2018). Probablemente estos valores en el contenido de humedad pueden deberse a
que la materia prima carnica de las salchichas se caracteriza por una disminucion
de la capacidad de retencion de agua durante el almacenamiento. Segun la Norma

Técnica INEN 1338 (2016), tiene como limite maximo 65.00% de humedad para
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salchichas tipo I, estando dentro del parametro con 60.77% de humedad del

producto evaluado.

De acuerdo a la formulacion se estableciéo un analisis proximal de la
salchicha Frankfurt, mediante el uso de la matriz de formulaciones (RE:ID:CO),
donde se usa los datos histdricos de andlisis fisico quimicos realizados a la materia
prima y a producto terminado mismos que fueron enviados a laboratorio externo
para su cuantificacion, en la tabla 4 se muestra que el producto obtenido es de tipo
| ya que su porcentaje de proteina es mayor a 13% denotando que la salchicha
obtenida es premium, segun la Norma Técnica INEN 1338 (2016), requisitos que
rigen en el Ecuador para carne y productos carnicos. Productos carnicos crudos,
productos carnicos curados - madurados y productos carnicos precocidos — cocidos,

para salchichas tipo | es de 14% de proteina.

El contenido de grasa del producto es de 13.31%, Garcia (2022) reporta
valores obtenidos son mas altos a los reportados para salchichas producidas con
carne de res, carnero, pollo y cerdo, para las que se reportan valores en el contenido
de grasa que oscilan entre un 24% y un 45%, por lo que la salchicha Frankfurt

contiene menor porcentaje de grasa en comparacion a este estudio.

Segun Cinta (2020), las salchichas contienen de 600 a 1200 miligramos de
sodio por cada 100 gramos, en la salchicha Frankfurt se tuvo 809.38 miligramos de
sodio por cada 100 gramos estando dentro del rango evaluado por este autor. En
comparacion con la Norma Técnica INEN 1338 (2016) se encuentra dentro el
parametro establecido ya que su limite maximo es de 1200 miligramos de sodio por

cada 100 gramos.
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El contenido de cenizas obtenido es de 3.09% siendo esta mayor a el
contenido de cenizas reportado por Velasco (2018) ya que obtiene 2.98% de cenizas
en una salchicha correspondiente a los 15 dias de almacenamiento. Estos datos
corroboran la poca influencia del tiempo de almacenamiento en las condiciones de
alteracion de las salchichas empacadas al vacio y almacenadas bajo condiciones de

refrigeracion.

3.2.Resultados de los andlisis microbiol6gicos:

Dentro de los parametros de medicion de vida util, los microbiolégicos
tienen una gran importancia, tomando en cuenta que determinan la inocuidad del
producto o la agrupacion de condiciones y medidas necesarias durante la
produccidn, almacenamiento, distribucion y preparacion de alimentos para asegurar
que una vez ingeridos, no representen un riesgo para la salud del consumidor (Tafur

2019).

Se determind el tiempo de estabilidad del producto de acuerdo a las siembras
microbioldgicas en ufc/gr a 0, 10 y 20 dias, con el fin de determinar la carga
bacteriana en el tiempo, se realizé un andlisis microbiolégico para Aerobios
mesofilos, E. coli y Sthapylococcus Aureus, concretamente a la salchicha Frankfurt

+ Ahumado, Salchicha Frankfurt + Nisina y Salchicha Frankfurt + Clavo de olor.
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3.2.1. Analisis microbiologicos para Aerobios mesofilos.

Tabla 7. Anova del analisis microbiologico de los Aerobios Mes6filos 0 dias

ANOVA
AMOD
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 2333333,333 2 1166666,667 3,500 ,164
Dentro de 1000000,000 3 333333,333
grupos
Total 3333333,333 5

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)

Tabla 8. Prueba de Tukey del analisis microbioldgico de los Aerobios Mesofilos O dias

AMOD
HSD Tukey?
Tratamientos N Subconjunto
para alfa =
0.05
T4 2 ,0000
T7 2 500,0000
T1 2 1500,0000
Sig. ,155

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)

3.2.2. Interpretacion y discusion de las tablas 6y 7

Como se puede observar en las tablas 7 y 8, en los ensayos microbioldgicos
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realizados para todos de los tratamientos, tratamiento T4 (Salchicha Frankfurt +
Nisina), presento una significancia menor al 0.05 siendo el mejor tratamiento puesto
que a los O dias evaluados no presenta crecimiento bacteriano, seguido del

tratamiento T7 (Salchicha Frankfurt + clavo de olor) finalmente el tratamiento T1



(Salchicha Frankfurt + ahumado) mismas que si presentaron crecimiento bacteriano
representados en ufc/gr muy bajos, lo que indica que el producto es viable para su
conservacion durante mas tiempo. Segun Aguilera en 2020, donde realiza el estudio
de “Vida atil de salchicha vienesa almacenado en refrigeracion, con la adicion de
un antimicrobiano natural”, menciona que la estabilidad microbioldgica a los 0 dias
se debe a que se cuidd las condiciones de inocuidad durante el proceso de
elaboracion del producto, ademas que en el proceso de coccidn permite bajar las
cargas microbioldgicas que pudieran estar presentes en el alimento por accion de la

temperatura a la que se expone el alimento.

Tabla 9. Anova del analisis microbiolégico de los Aerobios Meséfilos 10 dias.

ANOVA
AM10D
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 9336000,333 2 4668000,167 14004000,500 ,000
Dentro de 1,000 3 ,333
grupos
Total 9336001,333 5

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)

Tabla 10. Prueba de Tukey del analisis microbiolégico de los Aerobios Meséfilos 10 dias.

AM10D
HSD Tukey?
Tratamiento N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
T5 2 ,0000 A
T8 2 1000,5000 B
T2 2 3000,5000 C
Sig. 1,000 1,000 1,000

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)
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3.2.3. Interpretacion y discusion de las tablas 9y 10

En las tablas 8 y 9 se observa que una vez transcurridos 10 dias el
tratamiento T5 (Salchicha Frankfurt + nisina) no presenta crecimiento bacteriano
en las placas analizadas, en la prueba de significancia se obtiene 0.00 lo que indica
que este es el mejor tratamiento frente a los demas. Mahendra en 2017, menciona
que el analisis microbioldgico para mesofilos aerobios, representa una perspectiva
global del contenido de microorganismos viables presentes en la salchicha de res-
camardn, puede atribuirse a la presencia de nisina, la cual, segun estudios previos
demostro que per se 0 en combinacion con otros antimicrobianos naturales presenta

una barrera ser exitosa para la conservacion de la salchicha que estudié este autor.

Lopéz (2018) reporto valores de meséfilos superiores (3 Log/g) a los 12 dias
de almacenamiento, en salchichas de calamar con nisina, probablemente
relacionado con la proporcion utilizada de nisina en la formulacion, indicando que
la nisina ejerce un efecto antimicrobiano capaz de conservar el alimento en este

periodo de tiempo.

El tratamiento T8 compuesto por la Salchicha Frankfurt + clavo de olor, se
puede afirmar que ejerce un efecto conservante en el producto, pues después de 10
dias se obtuvo 1000 ufc/gr de aerobios mesofilos. Estos resultados concuerdan con
los estudios realizados por (Charri & Huaman, 2017) en el que emplearon el aceite
esencial de clavo de olor para el control de mesofilos aerobios inducido in vitro, a
una concentracion de 100% realizados en una difusion de agar por 24 h; el resultado

presentd un efecto antimicrobiano de 40,61—0.32 + mm en su halo de inhibicion,
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igual que lo reportado por (Barrientos, 2017), con similitud de pardmetros pero en

diferente tiempo a las 72 h se observé un halo de 36.22—5,6 + mm.

En el tratamiento T2 compuesto por la Salchicha Frankfurt + ahumado, se
obtuvo 3000 ufc/gr de aerobios mesofilos, siendo este el que menos accién
conservante tuvo en comparacion a los dos tratamientos, sin embargo, se encuentra
dentro de los requisitos de la norma de referencia. Aguas en 2020 en su
investigacion obtuvo resultados que indicaron que los tratamientos tuvieron
diferencias significativas, para aerobios mesofilos ya que el chorizo cuencano
ahumado tuvo mayor carga microbiana que el chorizo cuencano con aceite esencial

de clavo de olor.

Los tres tratamientos pueden ser evaluados por un lapso mayor de tiempo ya que
segun la calidad microbioldgica evaluada el producto es apto para el consumo

humano.

Tabla 11. Anova del analisis microbioldgico de los Aerobios Mesofilos 20 dias.

ANOVA
AM20D
Suma de g Media F Sig.
cuadrados I cuadratica
Entre grupos 30333333,333 2 15166666,667 45,500 ,006
Dentro de grupos 1000000,000 3 333333,333
Total 31333333,333 5

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)
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Tabla 12. Prueba de Tukey del analisis microbiologico de los Aerobios Meséfilos 20 dias.

AM20D
HSD Tukey?
Tratamiento N Subconjunto para alfa = 0.05
1 2 3
T6 2 ,0000 A
T9 2 2500,0000 B
T3 2 5500,0000 C
Sig. 1,000 1,000 1,000

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)

3.2.4. Interpretacion y discusion de las tablas 11y 12

Al seguir la tendencia del crecimiento bacteriano a los 0 y 10 dias, los
resultados obtenidos a los 20 dias reflejan que en efecto la Salchicha + nisina (T6)
es el mejor tratamiento para la conservacion de este producto, pues se obtuvo 0
ufc/gr en las placas analizadas. Dominguez en 2020, al evaluar diferentes niveles
de nisina (0,1, 0,2 y 0,3%) frente a un testigo, en carne molida para hamburguesa
almacenada en refrigeracidn durante 15 dias para evaluar el tiempo de vida Gtil del
producto, tuvo como resultados que se evidencio el efecto antimicrobiano de la
nisina ya que en los tratamientos con nisina se determind ausencia de Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, y menores cantidades de aerobios mesofilos,

concordando con los resultados obtenidos en esta investigacion.

En comparacion con el anexo 3 donde se tiene resultados microbioldgicos
del tratamiento testigo (formulacion contiene nitratos y nitritos) enviado a
laboratorio externo, para Aerobios mesofilos al cabo de 20 dias se tiene 8.8 x103

ufc/gr donde a diferencia del tratamiento T6 no se tuvo crecimiento de Aerobios
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mesofilos, por lo que se concluye que la nisina si tiene un efecto bioconservador en

el producto evaluado.

La Salchicha + clavo de olor (T9) y la Salchicha + ahumado (T3), ejercen

un efecto antimicrobiano pues los resultados de 3000 ufc/gr y 5000 ufc/gr estan por

debajo de los pardmetros de 5x10° ufc/gr la norma técnica de referencia. Por lo que

se deduce que el producto es apto para el consumo humano.

3.2.5.

Interaccion de los tratamientos:

Para comprender la interaccidn de los tratamientos se establece la siguiente

figura:

10000
9000
8000
7000
6000
5000
4000
3000
2000
1000

CRECIMEINTO BACTERIANO (UFC/G)

Figura 6. Interaccion de los tratamientos

ahumado nisina ac.escencial testigo

5 10 15 20
TIEMPO (DIAS)

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)
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En la figura 6, se puede observar que si existe interaccion entre los

tratamientos, los tratamientos usados en la formulacion de la salchicha Frankfurt

ejercen un poder bioconservante, siendo el mejor tratamiento la nisina ya que se
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visualiza que durante los 20 dias andlisis no presenta crecimiento bacteriano para
Aerobios mesofilos, seguido del tratamiento donde se uso aceite esencial de clavo
de olor en el mismo se obtuvo un crecimiento bacteriano para Aerobios mesofilos
de 1000 ufc/gr a los 0 y 10 dias, 2000 ufc/gr a los 20 dias, este tratamiento se
encuentra dentro de los parametros de la norma de referencia, el tratamiento
compuesto por el ahumado es el que menor poder bioconservante tuvo puesto que
se obtuvo un crecimiento bacteriano para Aerobios mesofilos de 2000 ufc/gr a los 0
dias, 3000 ufc/gr alos 10 dias y 6000 ufc/gr a los 20 dias de evaluacion, sin embargo
estos resultados se encuentran dentro de los pardmetros que indica la norma de
referencia para productos embutidos cocidos, por lo es seguro el consumo de este
producto. Es evidente que los tratamientos presentan menor carga microbiana frente
al tratamiento testigo pues este presenta 1500 ufc/gr a los 0 dias, 3600 ufc/gr a los
10 dias y 8800 ufc/gr a los 20 dias, por lo que la aplicacién de bioconservantes en
la formulacién de la salchicha Frankfurt resulta ser una alternativa para la

sustitucion de nitritos y nitratos.

Tabla 13. Resultados de analisis microbioldgico de E. coli y Sthapylococcus Aureus

ANALISIS MICROBIOLOGICO
TIEMPO DE .
NORMA DE REFERENCIA ANALISIS E. coli Sthapylococcus Aureus
ufc/g ufc/g
Resultado | Especificacion| Resultado | Especificacion
) 0 dias 0 0
NTE INEN 123?.2016. Tabla 10 dias 0 <10 0 max. 1x10°
20 dias 0 0
) 0 dias 0 0
NTE INEN 1?8.8.2016. Tabla 10 dias 0 <10 0 max. 1x10°
20 dias 0 0
0 dias 0 0
NTE INEN 1?8?.2016. Tabla 10 dias 0 <10 0 méx. 1x10°
20 dias 0 0

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)
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3.2.6. Interpretacion y discusion de las tablas 13

Para los analisis microbiologicos de E, coli y Sthapylococcus Aureus se
obtuvo como resultado ausencia de estos microorganismos para 0, 10 y 20 dias.
Esto concuerda con Bravo (2018), donde determinG que en las salchichas de
calamar-camarén donde incluyen nisina en su formulacion estos cumplen con los
requerimientos (NOM-122-SSA1-1994) para embutido tipo salchicha o productos
afines de origen pesquero, presentando un comportamiento adecuado en lo que
respecta a microorganismos patogenos (E. coli., Vibrio spp. y S. aureus),
indicadores de higiene como son los coliformes totales, coliformes fecales, y

organismos deterioradores como mohos y levaduras.

(Pastrana & Durango, 2016), mencionan el efecto antimicrobiano de la
canela sobre cepas de Staphylococcus aureus y Escherichia coli, que a una
concentracion del aceite de 150mg/ml, realizada en una difusion de agar a 24 h
obtuvieron la CMI (Concentracion Minima Inhibidora) de 512 pg/mL y 2048
pug/mL  respectivamente. (Montero & Revelo, 2017), realizaron diferentes
concentraciones de 10, 30, 50, 70 y 90% de aceite esencial de canela en inhibicion
del crecimiento de la bacteria Salmonella, encontrando una ausencia total a partir
del 50%, estos resultados tienen una semejanza con lo reportado por (Cunalata,
2018), que comparo el efecto antimicrobiano del aceite esencial de canela frente a
cepas de Salmonella realizadas in vivo (pollos), obteniendo ausencia total a partir

del 70% a las 9 semanas.

Cabe mencionar que la investigacion realizada por Revelo (2019) fue in

vitro y la de Cunalata fue in vivo, siendo uno de los principales factores para la
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diferencia de concentraciones, encontrando in vitro ausencia con el 50% de aceite
esencial de clavo de olor y en la in vivo al 70%. El aceite esencial de clavo de olor
elimina el crecimiento bacteriano y fungico sin presentar efectos secundarios. La
actividad antimicrobiana del mismo depende mucho del tipo de materia prima,
caracteristicas genéticas de la planta, lugar y época de la produccion, la maduracion
0 edad de la planta, enfermedades de la planta; también tiende a factores como el

clima, su pureza y por el método de extraccion.

Briones & Velasquez en 2020 con aceite esencial de clavo de olor, cumple
con todos los requisitos microbioldgicos siendo apta para el consumo, ya que
durante el proceso de elaboracion se aplicaron todas las debidas técnicas desde la
manipulacion de alimentos, hasta la correcta limpieza y desinfeccion tanto del area
de trabajo como los materiales, equipos y utensilios a utilizar durante el desarrollo

del embutido.

Segun los valores que muestra los resultados tabla 11 y 12 de los analisis
microbioldgicos para E. coli y S. aureus si cumple en su totalidad con los requisitos

que establecen las normas de referencia de este estudio.

3.3.Andlisis sensorial

El analisis sensorial de la salchicha Frankfurt se realiz6 con la finalidad de
evaluar las caracteristicas organolépticas: olor, sabor, color y la aceptabilidad del
producto, se valor6 mediante una escala heddnica donde se observd la mejor
combinacion del producto y bioconservadores. Los resultados obtenidos seran

reportados en los siguientes gréaficos.
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Figura 7. Resultados caracteristica olor

Nisina OLOR
10

8
(o)
6
4
4 o— Muy agradable
6/ o Me agrada
= Poco agradable
Desagradable
Ahumado " Clavo de olor g

—o— Muy desagradable

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)

3.3.1. Andlisis e interpretacion de la figura 7

De acuerdo a la figura 7 se tiene que para la caracteristica de olor el panel
12 de catadores el nivel que méas puntuacion obtuvo es de muy agradable y
corresponde a la salchicha Frankfurt + clavo de olor. Suarez (2018), afirma que el
aceite esencial de clavo de olor otorga al producto carnico un aroma que agradable
al olfato, sin embargo, hay que considerar la concentracion a usar para lograr el
equilibrio de aroma en el producto ya que el autor menciona que si se sobrepasa la

concentracion de aceite esencial el embutido pierde este atributo.
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Figura 8. Resultados caracteristica sabor

. SABOR
Nisina
10
R
5 o— Muy agradable
Me agrada
00 ° Poco agradable
% Desagradable
Ahumado Clavo de olor
—o— Muy desagradable

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)

3.3.2. Andlisis e interpretacion de la figura 8

En la figura 8, una vez realizado el analisis sensorial para el panel de
catadores les parecié mejor en sabor la salchicha Frankfurt + clavo de olor. Bravo
en 2020 nos dice que el sabor va a depender de las sensaciones olfativas que posea

el catador.

Siguiendo esta premisa el sabor del embutido mas el aceite esencial es un conjunto
de sensaciones olfativas que ayudan a los sentidos a activarse, en este caso el

sentido del gusto causando el efecto de percepcion de un mejor sabor.
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Figura 9. Resultados caracteristica color

Nisina COlOf'
10
5 A3
o— Rosa claro
0
G ) Rosa
Ahumado Clavo de olor Rosa palido

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)

3.3.3. Andlisis e interpretacion de la figura 9

En base a la figura 9 se procedié a evaluar la caracteristica color, donde el
panel de catadores manifiesta que la salchicha Frankfurt + clavo de olor presenta
un color rosa, esto concuerda con la ficha técnica de la salchicha Frankfurt hot dog
de FEDERER, donde se describe al producto para este atributo como una salchicha

de pasta fina de color rosa.
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Figura 10. Resultados de aceptabilidad

ACEPTABILIDAD
==@==Me gusta mucho Me gusta
Me gusta poco No me gusta

==@==No me gusta nada
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Ahumado lavo de olor

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)

3.3.4. Andlisis e interpretacion de la figura 10

Para el analisis de la aceptabilidad como se muestra en la figura 9 el panel
de catadores otorga el mayor puntaje al producto salchicha Frankfurt + clavo de
olor donde consideran al nivel de me gusta mucho que encaja con la degustacion
por parte de los mismos pues se alcanza una puntuacion de 6.75 por encima de los

demas tratamientos.
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

Se formul6 una salchicha Frankfurt, incorporando bioconservadores nisina,
aceite esencial de clavo de olor y ahumado, donde se demuestra que los
mismos tienen efectos antimicrobianos y que pueden sustituir a los nitratos
y nitritos cuya ingesta prolongada ocasiona dafios a la salud de los
consumidores.

Se determina la composicién proximal de la salchicha Frankfurt formulada,
donde los pardmetros evaluados de humedad, proteina, grasa, sal y ceniza
se encuentra dentro de los parametros descritos en la Norma Técnica INEN
1338:2016.

Los datos reportados en el andlisis microbioldgico, luego de realizar el
analisis estadistico, demuestran que la nisina presenta mayor poder
bioconservador, seguido del aceite esencial del clavo de olor y por dltimo el
ahumado, poseen efectos antibacterianos para las principales bacterias
como: Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Aerobios mesofilos que
afectan a la carne y productos carnicos, dichos resultados se encuentran

dentro de los parametros requeridos en la Norma Técnica INEN 1338:2016.

De acuerdo al analisis sensorial se concluye que la combinacién que tuvo
mayor aceptacion por parte del panel de catadores para las caracteristicas de
color, sabor, olor y aceptabilidad es la salchicha Frankfurt con aceite
esencial de clavo de olor, obteniendo 5.9 puntos para el atributo color, 6.4
puntos para el atributo sabor, 6.2 puntos para el atributo olor y 6.7 puntos

de aceptabilidad, superando al resto de bioconservadores.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un estudio para la determinacion de vida atil del
producto usando diferentes métodos de conservacion aplicando analisis
microbioldgicos que permitan evaluar la estabilidad del producto frente a

estas variables.

En base a los resultados obtenidos en la presente investigacion se
recomienda la formulacion de los mejores tratamientos a nivel
microbioldgico y sensorial (salchicha Frankfurt + nisina y salchicha
Frankfurt.................... ), con el fin de potenciar dichas caracteristicas y

formular un nuevo producto.

Realizar un estudio de costos para la aplicacién de nisina y clavo de olor en
salchichas Frankfurt, con el fin de determinar su viabilidad técnica y

econOmica para la produccion del producto a nivel industrial.
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ANEXOS

Proceso de elaboracion de la salchicha Frankfurt:

En el Anexo 1 se detalla el proceso de elaboracion de la salchicha Frankfurt:

Anexo 1. Proceso de elaboracion de la salchicha Frankfurt

Cortado, picado y molido (disco de 5 mm)
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Coccion
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Enfriamiento

Fuente: (Guanochanga, 2022)

Anexo 2. Resultados fisicoquimicos salchicha Frankfurt testigo

SEIDLABORATORY CiA. LTDA.
2 e e ——u ]

SERVICIO INTEGRAL DE LABORATORIO

www.seldlaboratory.com.ec

INFORME DE ENSAYO NR. 225792
INFORMACION DE LA MUESTRA
CODIGO LABORATORIO: prasTae- 2 CONTENIDO ENCONTRADO: 209 70 (Muesltra para anallsis)
FECHA RECEPCION: 21104116 FECHA INICIO ENSAYQ: 2110418
CONDICIONES AMBIENTALES DE
LLEGADA DE LA MUESTRA: Temperatura 4° C MUESTREQ: Es responsabilidad dal cliente y, los resultados aplican a la muestra entragada por al cliente tal como se recibié
TAMANO DE PORCION: 550
ENSAYOS FISICO QUIMICOS METODO UNIDAD RESULTADO
SEF-H
Humedad (ADAC 950.48) % G077
SEF-PDU
Proteina F= 6.25 (AOAC 990.03) % 13.53
SEF-G
Grasa (AOAC 991.36) % 13,31
SEIN-PL1
Acidos Grasos Saturados (AOAC 963.22) % 472
SEIN-PL1
Acidos Grasos Monoinsaturados (AOAC 863.22) % 571
SEIN-PL1
[Acidos Grasos Polinsaturados (AOAC 963.22) E) 2,88
Grasa trans CG-M.I % 0,00
SEF-C
Ceniza (ADAC 920.153) % 3,09
Carbohidratos CALCULO % 9,30
Energia Total CALCULO kJ/100g 881
SEIN-MIN
Sodio (ADAC 999.11) mgi100g 809,38
Colesteral COLORIMETRICO mg/100g 7224
[Aziicares totales M. INTERNO Yo 0,00

Datos tomados del cuaderno P-RG-01 pag. 304 / H-RG-02 pag. 348/ GE-RG-03 pag. 178/ C-RG-04 pag. 182/ AZ pag. 29/ PL RG-15 pag. 42 /MIN-RG-12 pag. 526/ COL pag. 8
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Aziicares tolales<1.0%

INCERTIDUMERE:
PARAMETRO FISICO QUIMICO INCERTIDUMBRE PARAMETRO FISICO QUIMICO INCERTIDUMBRE
L£0,31% (Rangos menores al 1%)
L0,10% (Rangos menores al 5%) L0,1% [Ranges menores al 10%)
HUMEDAD L#0,04% (Ranges mayores al §%) GRASA L0,04% (Ranges mayores al 10%)
L0,11% (Rangos < al 1,5%)
PROTEINA L40,06% CENIZA L£0,04% (Ra al1,5
Lo incertidumbre capandida repartiodn st basedn en une neetdumbre Upioe mullipieod par un festor de coberture K=2, proporeisnands un nivel de sonlionan de sprosmodaments un 0B

Los resultados expresados arriba tienen validez solo para la muestra analizada en condiciones aspecificas no siando extensivo a cualquier lote.

El laboratorio no se

biliza por |a rep

Jilidad de la muesira respecto a su onigen y sifio del cual fue tomado

Este informe no serd reproducide, excepto en su totalidad con la aprobacidn del Director Técnico

* Tiempo de almacenamiento de informes: Cinco afios a partir de la facha de ingreso de la muestra

Atentamente,

14
Firmado digitalmente por: MAYRA YADIRA / 7
VINUELA MANUSALYAS Fecha y hora: |/

2021-05-06 15:41:06

Anexo 3. Resultados microbioldgicos salchicha Frankfurt testigo

21/0506
FECHA EMISION

AMALISIS DE ESTABILIDAD REFRIGERACION
(COMDICIONES DE LA PRUEBA
TEMPERATURA 4 °C +/- 2 HUMEDAD RELATIVA 30 % +/-2
AMALISIS DE INICIO ESTABILIDAD DE 45 DIAS
FECHA 22102111 22103126
(CODNG O DE LABORATORID 245059-1 2&5959-4
ENSAYOS FISICO QUIMICOS" METODO URIDAD RESULTADO RESULTADD
SEF-PDU
Proteina F= 6,25 (A0AC S00.03) % 14,00 -
ENSAYOS MICROBIOLOGICOS METODO UNIDAD RESULTADO RESULTADO
SEM-RT
[Recuento total de aercbios (IMEN 1520 - 5) UFCig =10 aax 10"
SEM-8A
5. aureus (ACAC 2003.08) UFCig <10 =10
SEM-CT
E. cali (ADAC 981.14) LUFC/g =10 =10
SEM-55 [ADAC 067 (25.26.27) FDA/CFSAN BAM:
Salmonella 25g CAPV) = AUSENCIA AUSENCLA
ENSAYOS ORGANOLEPTICOS* METODO UNIDAD RESULTADO RESULTADO
Color SENSORIAL - Rosado Rosado
Olor SENSORIAL - Caracteristico Caractaristico
Sabor SENSORIAL - Caracteristico Caractaristico

“ Los ensayos marcados con (*) MO estén incluidos en el alcance de la acreditacion del SAE y AZLA", con excepcion de Proteina que esta acreditada en AZLA.
Laboratorio de ensayo acreditado por el SAE con acreditacion N° QAE LE 1C 05-001

= Las conclusiones que se indican a continuacion estian FUERA del alcance de acreditacidn del SAE y AZLA"

conservacidn: Refrigeracion.

(Conclusiones: Una vez realizado los enseyos al producto verificamos que mantiene sus caracteristicas y por lo tanto su periodo de vida Otil es de 45 DIAS a parir de la fecha de elaboracidn. Forma de

Datos tomados de P-RG-01 pag. 375
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Norma Técnica NTE INEN 1338:2016 para CARNE Y PRODUCTOS

CARNICOS.

PRODUCTOS CARNICOS CRUDOS,

PRODUCTOS

CARNICOS CURADOS - MADURADOS Y PRODUCTOS CARNICOS

PRECOCIDOS - COCIDOS. REQUISITOS.

El andlisis microbiologico se realiz6 en base a la tabla 10. Requisitos

microbioldgicos para productos carnicos cocidos, que se muestran a continuacion:

Anexo 4. Requisitos microbioldgicos para productos carnicos cocidos.

METODO DE
REQUISITOS " c m M ENSAYO
Asrobios mesdfilos,* ufelg 5 1 50x10° | 1,0x10" [NTE INEN 1529-5
Escherichia coli ufe/g® 5 0 <10 - AOAC 98114
Staphylococeus® aureus, ufolg 5 1 1,0x10° | 1,0x10° [NTE INEN 1529-14
Salmonella'f 25 a 10 0 Ausencia MNTE INEMN 152815

' ezpecies cero tipificadas como peligrosas para humanos
" Requisitos para determinar término de vida Gtil
"* Requisitos para determinar inocuidad del producto

Fuente: (INEN 1338, 2016)

Procedimiento para analisis de Aerobios meséfilos (método AOAC 991.14)

Equipos y herramientas:

Agua de peptona (0.1% m/v)

Incubadora
Balanza

Puntas plasticas
Pipeta automatica
Erlenmeyers o fiola

Gradilla
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e Tubos de vidrio

e Placas Petrifilm para recuento de Aerobios Mesofilos (AC)
e Mechero de Bunsen

e Frascos de vidrio

e Autoclave

e Encendedor

e Difusor plastico

e Marcador

e Tijera

e Agitador vortex

Preparacion de la muestra:

Se limpi6 los mesones, la balanza, utensilios que fueron empleados con

alcohol al 70% antes de iniciar el anélisis.

e Se colocd labalanza junto al mechero Bunsen y encenderlo por 15 min antes
de comenzar la inoculacién. Los analisis fueron realizados en esta zona de
proteccion.

e Se coloco las placas Petrifilm para recuento de Aerobios Mesoéfilos (AC)
sobre una superficie planay lisa.

e Se identificaron correctamente las placas con ayuda de marcadores

permanentes en la lamina superior de la placa, de manera que no obstruyo

posteriormente a la lectura de resultados.
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e Los medios de cultivo fueron preparados segiin el “Instructivo para la
Preparacion y Almacenamiento de Placas y Medios de Cultivo” Petrifilm
3M.

e Se realiz6 una dilucion 10 (por ejemplo, pesar 10 g de muestra en 90 ml
de peptona, o su equivalente siempre manteniendo la relacién 1:10) en un
envase estéril. Se homogeniz6 la muestra dando 10 vueltas en sentido de las
manecillas del reloj y 10 al contrario, por cuatro veces.

e Cuando se tuvo que realizar una dilucion de 102 0 mas, se tomé 1 ml de la
dilucion 10y se coloco en un tubo de ensayo con 9 ml de agua de peptona
bufferada estéril 0.1%, después se homogeniz6 bien la muestra con ayuda

del vortex de agitacion.

Inoculacién e incubacién de las muestras:

e Unavez conseguida la dilucion requerida se levanto la lamina o cubierta
superior y con la pipeta automatica se dispensé 1ml de la muestra
preparada, en el centro de la lamina y/o placa

e Se colocé el difusor plastico con el lado plano hacia arriba en el centro
de la placa. Presionar cuidadosamente sobre el centro y distribuir de
manera uniforme el indculo en la placa Petrifilm sobre el area de
crecimiento antes de que se forme el gel. No deslice el difusor a través
de la lamina.

e Sedejo el dispensador en contacto con la placa durante 1 minuto y luego

fue levantado con cuidado hacia arriba hasta que se gelatinice la placa.
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¢ Finalmente, una vez que el medio se ha gelatinizado, se colocaron las
placas horizontalmente con el area limpia hacia arriba y no méas de 20
placas una sobre otra, en el interior de la incubadora. Se incubd a 35
+1°C.

e Sedebe reviso las placas a las 24 horas para obtener resultados parciales
pero los definitivos son a las 48 horas £3 horas

e Finalmente, se colocaron las placas en una funda plastica y se

esterilizaron.

Procedimiento para el andlisis de Escherichia. Coli (método AOAC 991.14)

Equipos y herramientas:

e Agua de peptona bufferada (c)
e Incubadora

e Puntas plasticas

e Pipeta automatica

e Erlenmeyers

e Gradilla

e Tubos de vidrio

e Placas Petrifilm para recuento de E. coli y Coliformes (EC)
e Mechero de Bunsen

e Frascos de vidrio

e Cuchara plastica

e Tijera
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Pinza metélica
Autoclave
Fésforos

Papel

Difusor pléastico

Preparacion de la muestra:

Se limpié los mesones, la balanza, el difusor y utensilios que fueron
empleados, con alcohol al 70%.

Se colocé la balanza junto al mechero Bunsen, que fue encendido por
minimo 15 minutos previo a comenzar los andlisis. Los anélisis fueron
realizados en esta zona de proteccion.

Se colocaron las placas Petrifilm para recuento de E. coli y Coliformes (EC)
sobre una superficie plana y lisa.

Se identificaron correctamente las placas a utilizarse con ayuda de
marcadores permanentes en la lamina superior de la placa.

Los medios de cultivo fueron preparados segun el siguiente instructivo:
“Instructivo para la Preparacion y Almacenamiento de Placas y Medios de
Cultivo” 3M.

Se realizaron disoluciones
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Inoculacién e incubacién de las muestras:

e Una vez conseguida la dilucion requerida, se levantd la lamina o
cubierta superior 'y con la pipeta automatica colocada
perpendicularmente, y se dispenso dispensar 1ml de la muestra.

e Se dejo caer la lamina o cubierta superior sobre la muestra, suavemente
para evitar que se formen burbujas o que la muestra se esparza hacia los
extremos de la placa.

e Se coloco el difusor plastico con el lado plano hacia arriba en el centro
de la placa. Se presiond de manera cuidadosa en el centro y se distribuyo
uniformemente el indculo en la placa Petrifilm sobre el area de
crecimiento antes de que se forme el gel.

e E. coli se incubo durante 48 +4 horas a 35 +1°C. Se reviso las placas a
las 24 horas para obtener resultados parciales pero los definitivos son a

las 48 horas.

e Luego se colocaron las placas en una funda plastica y se esterilizaron.

Procedimiento para el analisis de Staphylococcus aureus (método AOAC

991.14):

Equipos y herramientas:

e Agua de peptona al 0.1%
o Erlenmeyers o fiolas
e Tubos de vidrio

e Gradilla
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Marcador

Pipeta automatica

Puntas pléasticas

Mechero de Bunsen

Fosforos

Balanza

Placas Petrifilm 3M para recuento de Staphylococcus aureus
Discos 3M para confirmacion de Staphylococcus aureus
Difusor plastico

Marcador

Preparacion de la muestra:

Se limpié los mesones, la balanza, el difusor y utensilios que fueron
empleados, con alcohol al 70%.

Se colocé la balanza junto al mechero Bunsen, que fue encendido por
minimo 15 minutos previo a comenzar los anélisis. Los analisis fueron
realizados en esta zona de proteccion.

Se colocaron las placas Petrifilm para recuento de S. aureus sobre una
superficie plana y lisa.

Se identificaron correctamente las placas a utilizarse con ayuda de
marcadores permanentes en la ldmina superior de la placa.

Los medios de cultivo fueron preparados segln el siguiente instructivo:
“Instructivo para la Preparacién y Almacenamiento de Placas y Medios de

Cultivo” 3M.
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- Se realizaron disoluciones

Inoculacién e incubacién de las muestras:

e Una vez conseguida la dilucion requerida, se levanté la lamina o
cubierta superior 'y con la pipeta automética colocada

perpendicularmente, y se dispensé dispensar 1ml de la muestra.

e Se dejo caer la ldmina o cubierta superior sobre la muestra, suavemente
para evitar que se formen burbujas o que la muestra se esparza hacia los

extremos de la placa.

e Se coloco el difusor plastico con el lado plano hacia arriba en el centro
de la placa. Se presion6 de manera cuidadosa en el centro y se distribuyo
uniformemente el indculo en la placa Petrifilm sobre el area de

crecimiento antes de que se forme el gel.

e S, aureus se incub6 durante 24 +2 horas a 35 0 37 £1°C. Se reviso las
placas a las 24 horas para obtener resultados parciales pero los

definitivos son a las 48 horas.

e Luego se colocaron las placas en una funda plastica y se esterilizaron.

Interpretacion de resultados:

Se retiraron las placas de la incubadora y se cont6 las colonias de microorganismos
que aparecen en la cara posterior como colonias de color azul o azul claro y
solamente estas se deben contar. Otras bacterias, ademas de S. Aureus, pueden
crecer y formar colonias de color blanco y/o rojo purpura; sin embargo, solamente

deben contarse las colonias de color azul o azul claro.
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Resultados obtenidos de las siembras microbioldgicas

En el Anexo 5 se adjunta se presentan los resultados obtenidos de las siembras microbioldgicas para Aerobios mesdfilos, E. coli y S. Aureus.

Anexo 5. Resultados siembras microbioldgicas réplica 1

ANALISIS MICROBIOLOGICO

FECHA DE NORMADE | TIEMPO DE
TRATAMIENTO ; pH . . .
SIEMBRA REFERENCIA| ANALISIS Aerobios Mesofilos E. coli
o/ e/ Sthapylococcus Aureus
ufc/g ufc/g ufc/g
Resultado Especificacion Resultado Especificacion Resultado Especificacion
. 28/11/2022 NTE INEN O dias 6.36 1000 0 0
Salchicha Frankfurt + - i
Ahumado 08/12/2022 1338:2016. 10 dias 6.24 3000 < 5x1075 0 <10 0 max. 1x1073
18/12/2022 Tabla 10. 20 dias 6.19 5000 0 0
. 28/11/2022 NTE INEN Odias 6.26 0 0 0
Salchicha Frankfurt + - i
Nisina 08/12/2022 1338:2016. 10dias 6.18 0 <5x10"5 0 <10 0 max. 1x10"3
18/12/2022 Tabla 10. 20 dias 6.1 0 0 0
Salchicha Erankfurt + 28/11/2022 NTE INEN O dias 6.38 0 0 0
Clavo de olor 08/12/2022 1338:2016. 10 dias 6.22 1000 < 5x1075 0 <10 0 max. 1x1073
18/12/2022 Tabla 10. 20 dias 6.18 3000 0 0

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)
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Anexo 6 Resultados siembras microbiolégicas réplica 2

ANALISIS MICROBIOLOGICO

FECHA DE NORMADE | TIEMPO DE - - -
TRATAMIENTO p pH Aerobios Mesofilos E. coli Sthapylococcus Aureus
SIEMBRA REFERENCIA| ANALISIS Y s P
Resultado Especificacion Resultado Especificacion Resultado Especificacion
, 28/11/2022 NTE INEN Odias 6.36 2000 0 0
Salchicha Frankfurt + - ,
Ahumado 08/12/2022 1338:2016. 10 dias 6.24 3000 < 5x1075 0 <10 0 max. 1x1073
18/12/2022 Tabla 10. 20 dias 6.19 6000 0 0
, 28/11/2022 NTE INEN Odias 6.26 0 0 0
Salchicha Frankfurt + - ,
Nisina 08/12/2022 1338:2016. 10 dias 6.18 0 <5x1075 0 <10 0 max. 1x10"3
isi
18/12/2022 Tabla 10. 20 dias 6.1 0 0 0
) 28/11/2022 NTE INEN 0 dias 6.38 1000 0 0
Salchicha Frankfurt + - ,
Clavo de olor 08/12/2022 1338:2016. 10 dias 6.22 1000 <5x1075 0 <10 0 max. 1x10"3
18/12/2022 Tabla 10. 20 dias 6.18 2000 0 0

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)
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Resultados obtenidos del analisis sensorial

Tomando en cuenta las caracteristicas "sabor, olor, color y textura”, a continuacion,

se presenta 3 variantes del mismo producto, se solicita dar su opinion usando la

siguiente condicién: En la escala de 1 siendo este el producto que para usted “no le

gustd nada” y 8 siendo el producto que para usted “le gusta mucho”.

Anexo 7. Resultados anélisis sensorial réplica 1

Producto 1 Producto 2 Producto 3
Panelistas |  gaichicha Frankfurt + Salchicha Frankfurt + Salchicha Frankfurt +
Ahumado Nisina Clavo de olor
1 4 6 8
2 6 3 5
3 3 5 6
4 5 4 7
5 7 5 8
6 6 5 7
7 6 7 5
8 4 5 7
9 5 7 8
10 5 4 6
11 3 5 7
12 5 4 7
Suma 59 60 81
Media 4.917 5.000 6.750

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)
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Anexo 8. Resultados analisis sensorial réplica 2

Producto 1 Producto 2 Producto 3
Panelistas Salchicha Frankfurt + Salchicha Frankfurt + Salchicha Frankfurt +
Ahumado Nisina Clavo de olor
1 3 7 8
2 5 2 7
3 3 6 6
4 6 5 8
5 6 4 7
6 5 5 6
7 7 7 4
8 4 4 5
9 4 5 8
10 5 4 6
11 4 5 6
12 6 3 8
Suma 58 57 79
Media 4.833 4.750 6.583

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)
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Anexo 9. Modelo prueba de catacién

UNIVERSIDAD
TECNICA DE

COTOPAXI
/

MODELO USADO PARA LA PRUEBA DE DEGUSTACION

Tomando en cuanta la caracteristica "sabor", a continiuacion se presenta 3 variantes del mismo
producto, se solicita dar su opinién usando la siguiente condicion: En la escala de 1 siendo este el
producto que para usted “no le gusto nada” y 8 siendo el producto que para usted “le gusta mucho”.

Me Me gusta
disgusta mucho
mucho
Nombre Producto 1 Producto 2 Producto 3

Elaborado por: (Guanochanga, 2022)

92




