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RESUMEN

El objetivo de la investigacion fue evaluar los efectos del uso la Nisina como
conservante natural en las caracteristicas microbiologicas y organolépticas en el
salami y como sustituto total del nitrito. Se aplic6 un DCA con 4 tratamientos y
tres replicas, ademas un testigo sin aplicacion de este compuesto. La unidad
experimental fue de 5 kg por tratamiento. Los porcentajes de Nisina utilizado
fueron 0,0025, 0,005, 0,0075, 0,010. Se evaluaron las variables microbioldgicas:
Salmonella, Clostridium perfringens y Staphylococcus aureus de acuerdo a la
NTE INEN 1338-10. Como resultado se obtuvo que el mejor tratamiento fue el t4
con una dosis de Nisina de 0,010%, el cual cumple con lo que estipula la norma;
asi mismo se midi6 la variable organoléptica utilizando 75 catadores no
entrenados, aplicando una prueba de ordenacion frente al testigo y la prueba de
Friedman; resultando con mayor aceptabilidad el tratamiento t4. Cabe recalcar
gue a este tratamiento se le realizaron analisis microbiolégicos después de un
mes para determinar si la Nisina seguia actuando y se comprob6 que hubo
contaminacion de Staphylococcus aureus en base a lo que establece la norma
(NTE INEN 1338-10). Se pudo concluir que el uso de Nisina es idéneo en
productos carnicos crudo madurados pero en dosis iguales 0 mayores a 0,010%.

PALABRAS CLAVES

Bacteriocinas, bacterias lacticas, salami, Nisina, nitrito
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ABSTRACT

The objective of the research was to evaluate the effects of using Nisin as a
natural preservative in the microbiological and organoleptic characteristics in
salami and as a total substitute for nitrite. A DCA was applied with 4 treatments
and three replicas, plus a control without application of this compound. The
experimental unit was 5 kg per treatment. The percentages of Nisin used were
0.0025, 0.005, 0.0075, 0.010. The microbiological variables were evaluated:
Salmonella, Clostridium perfringens and Staphylococcus aureus according to
NTE INEN 1338-10. As a result, it was obtained that the best treatment was t4
with a Nisin dose of 0.010%, which complies with what is stipulated in the
standard; Likewise, the organoleptic variable was measured using 75 untrained
tasters, applying an ordination test against the control and the Friedman test;
resulting with greater acceptability t4 treatment. It should be noted that this
treatment was subjected to microbiological analyzes after one month to
determine if Nisin was still acting and that there was contamination of
Staphylococcus aureus based on what is established in the standard (NTE INEN
1338-10). It was possible to conclude that the use of Nisina is ideal in raw meat
products matured but in doses equal to or greater than 0.010%.

KEYWORDS

Bacteriocins, lactic acid bacteria, salami, nisin, nitrite.



CAPITULO I. ANTECEDENTES

1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

Para la FAO (2018), se prevé que la produccion mundial de carne en 2018
aumente a 336 millones de toneladas, en equivalente de peso en canal, es decir,
un 1,7 por ciento (o 6 millones de toneladas) mas que en 2017 y el crecimiento
mas rapido desde 2013. Se pronostica que el comercio mundial de carne en 2018
aumentara en unas 600.000 toneladas, o el 1,8 por ciento, hasta alcanzar un

volumen sin precedentes de 33,3 millones de toneladas.

La industria cérnica, en especial la que esta dedicada a la elaboracion de
embutidos, constituye uno de los principales pilares econémicos del sector
agroalimentario. Las tecnologias empleadas y los altos niveles de calidad que se
exigen en su proceso de elaboracidon han contribuido hacer de estos productos

una excelente fuente de alimentacion (Llinguilema, 2013).

Los embutidos céarnicos crudos curados como el salami es un embutido seco,
curado, madurado o cocido, elaborado a base de carne y grasa de porcino y/o
bovino, con ingredientes y aditivos permitidos. Como método de conservacion
se utilizan agentes fisicos y quimicos siendo en estos ultimos los mas utilizados
las sales de nitrito que son conservantes inorganicos que se emplean con
regularidad como aditivos alimentarios, sobre todo en productos carnicos, por su
efecto antimicrobiano de acuerdo a Pelayo (2009). Es un fuerte inhibidor de
bacterias anaerdbicas, dentro de las cuales la mas importante es el Clostridium
botulinum y contribuye al control de otros microorganismo (Tortora y Funke,
2007).

Hay cierta preocupacion acerca de que la reaccion del nitrito con los aminoacidos
pueda formar ciertos productos carcinégenos conocidos como nitrosaminas y por
esta razon recientemente se ha reducido la cantidad de nitrito agregado a los
alimentos tal y como lo manifiestan Tortora y Funke (2007). Esta situacion ha
obligado a una estricta regulacion y al desarrollo de posibles sustitutos mas
naturales con las mismas propiedades antimicrobianas y de conservacion
(Pelayo, 2009).



Segun Guzman et al., (2015), indica que la Nisina es la Unica bacteriocina que
ha sido aprobada por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Existen
diferentes investigaciones sobre la Nisina como inhibidor en productos carnicos
unas de ellas es la que manifiesta Gomez et al., (2013) donde se evaluo el efecto
de antimicrobianos naturales sobre la estabilidad fisico-quimica, microbiolégica
y sensorial de hamburguesas de res mantenidas en refrigeracion donde indico
gue como conclusién, que el tratamiento con Nisina fue el que proporciono la
mejor proteccion microbioldgica al producto carnico con accion efectiva sobre los
microorganismos contaminantes y el pH, sin causar alteracion significativa en el

color de la carne.

Para Torres (2013) la Nisina es un polvo blanco, puede ser degradado y digerido
por la enzima del cuerpo humano, es un conservante alimentario natural de alta
eficiencia, seguro, sin toxina y efecto secundario. La Nisina se aplica
ampliamente a la industria alimentaria, puede bajar la temperatura de
esterilizacion, aumentar la calidad de alimentos y alargar el tiempo de
conservacion. Segun Rodriguez, et al ., (2007) la Nisina muestra actividad
antimicrobiana que incluye un amplio espectro de bacterias gram positivas, como
los microorganismos patdgenos Listeria monocytogenes, Staphylococcus
aureus Yy Clostridium botulinum. En base a lo descrito anteriormente, se plantea

la siguiente interrogante.

¢, Podré la Nisina cumplir con los efectos de conservacion estipulado en la NTE.
1338:2010?

1.2. JUSTIFICACION

Esta investigacion se justifica por el uso de Nisina debido a que tiene un buen
efecto bacteriostatico, a diferencia de las sales de nitritos las cuales se
consideran actualmente como no deseadas en los alimentos, ademas de estar
controladas por el Codex Alimentarius. Debido a que las sales de nitrito se asocia
a enfermedades, como el cancer, la diabetes, Parkinson, el Alzheimer, la

inhibicion del transporte de oxigeno, la irritacion del sistema digestivo, dafios en



la sangre y vasos sanguineos, entre otros efectos negativos. (O'flynn et al.,
2014).

No obstante, la reduccion de las concentraciones de las sales de nitrito en
curados y embutidos es posible utilizando combinaciones con productos
biotecnolégicos y distintos acidos que ayuden a la funcién tecnolégica que

mantiene el nitrito, como es el caso de la Nisina con el acido lactico.

La Nisina, es una clase de compuestos peptidicos antibidtico Polipeptidico
producido por la bacteria Lactococcus Lactis. Puede inhibir eficazmente el
crecimiento y la reproduccién de bacterias Gram positivas que causan la
descomposicion de alimentos. Segun AZTI (2006), indica que la Nisina es la
bacteriocina mejor caracterizada y hasta el momento la Unica aprobada para su
uso como aditivo alimentario es producida por algunas cepas de Lactococcus
Lactis ssp. y su espectro de accibn es contra bacterias gram-positivas,
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Micrococcus spp., Lactobacillus spp.,
asi como esporas de Clostridium spp., y Bacillus spp., es un conservante de
alimentos natural seguro, no téxico y eficiente.

Un producto curado sin contenido de nitrito o bajo contenido del mismo seria mas
apreciado por la sociedad, debido a que al reducir estas sales también se
disminuye las probabilidades de enfermedades asociadas a estas de modo que,
los peligros para la salud publica serian menos notables y tendrian mas

aceptaciéon en los consumidores.
1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar las caracteristicas microbiologicas y organolépticas del salami,

utilizando Nisina para sustituir el uso de nitratos.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer el porcentaje de Nisina que actie como mejor método de

conservacion en el salami.

e Identificar el tratamiento que se asemeja sensorialmente al testigo

mediante catadores no entrenados.



e Determinar los tratamientos que alcanzan mejores resultados en la

calidad microbiol6gica y organoléptica.

1.4. HIPOTESIS

Hi: Al menos una de las concentraciones de Nisina influird en las caracteristicas

microbioldgicas y organolépticas del salami.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. PRODUCTOS CARNICOS

FAO (2012), indica que a lo largo del tiempo se han ido desarrollando una enorme
variedad de productos carnicos elaborados o semielaborados con diferentes
caracteristicas gustativas. Pese a la diversidad de formas y sabores, muchos de
estos productos usan tecnologias de elaboracion similares. Segun Colin (2017),
la transformacién de la carne se ha realizado con el fin primordial de conservarla
por periodos largos de tiempo; convertir la carne ayuda sin duda a la

conservacion, pero fundamentalmente produce en la carne un sabor exquisito.

Estos abarcan la preparacion de una gran cantidad de productos como jamon,
chorizo, salame, longaniza, entre otros. El sabor de la carne se puede variar
mediante el empleo de especias, el modo de presentacion, el grado de salazén,

curacion, desecacion y ahumado (Apango, 2012).

2.1.1. PRODUCTOS CARNICOS MADURADOS

Todos aquellos productos elaborados con cortes definidos de las especies
animales consideradas aptas para consumo humano, sometidos a curacion,
parcialmente deshidratados, ahumados o no, madurados por cierto tiempo por
medio de cultivos microbianos o de la adicién de azUcares de manera que se

asegure su calidad sanitaria (GOmez, 2009).

Para Herndndez (2003), tienen un sabor intenso y persistente lo causa el acido
lactico y otros compuestos producidos por la fermentacion (que generalmente
bacteriana). Existe una gran variedad de embutidos madurados (secos y
semisecos) que se diferencian principalmente a partir de: ingredientes utilizados,

tipo de carne usada, el tamafio de particula y la existencia del proceso ahumado.

Cuadro 2.1. Algunos embutidos fermentados (secos y semisecos)

Embutidos secos Embutidos semisecos
Salami italiana Summer
Salami genovés Thuringer
Salami duro Rollos de cerdo

Salchicha italiana pepperoni
Fuente: Hernandez, (2003)

2.2. MICROBIOLOGIA DEL PRODUCTO CARNICO MADURADO




El deterioro de los productos carnicos debido a bacterias, resulta en la formacion
de limo, olores y sabores indeseables, cambios de color (gris, marron, verde),
rancidez, descomposicion lipidica, entre otras caracteristicas que alteran la
calidad final del producto (Heinz y Hautzinger, 2007).

En las etapas de elaboracién, varios microorganismos patdgenos pueden
contaminar el producto por parte de la manipulacién, materia prima, equipos el
entorno circundante, consecuentemente estos elementos pueden provocar
contaminacion del producto Gonzalez et al., (2010). De ahi radica la importancia
en comprobar la presencia de Salmonella spp, Escherichia coli y Staphylococcus
aureus.

Los embutidos fermentados generalmente se considera que son productos de
bajo riesgo, aunque hay dos &reas probleméticas: -crecimiento de
microorganismos productores de toxinas en la carne, especialmente
Staphylococcus aureus, antes de que la fermentacion tenga lugar, y
supervivencia de bacterias patdgenas tales como la Salmonella (Vernam y
Sutherland, 2013).

2.2.1. STAPHYLOCOCCUS AUREUS

La produccion de enterotoxina por Staphylococcus Aureus ha sido un problema
importante en la produccion de embutidos fermentados. El Staphylococcus
aureus es un contaminante comun de la carne cruda (Vernam y Sutherland,
2013).

2.2.2. CLOSTRIDIUM PERFRINGENS

Clostridium Perfringens generalmente se encuentra en carne cruda y aves de
corral. Tiene preferencia de crecimiento en condiciones con muy poco o nada de
oxigeno, y en condiciones ideales puede multiplicarse muy rapidamente.
Algunas cepas de Clostridium perfringens producen una toxina en el intestino
gue causa enfermedad (Condalab, 2013).

2.2.3. SALMONELLA

Para Steven et al., (1991), es la segunda causa mas comun de enfermedades
transmitidas por alimentos. Es responsable de millones de casos al afio de
enfermedades transmitidas por alimentos. Segun Murray et al., (2006), el género
Salmonella se desarrolla en pH proximos a la neutralidad y en alimentos con una

alta actividad de agua (aw) 0.98, necesaria para que la bacteria pueda sobrevivir.



Otro factor importante relacionado con el crecimiento de este género en los
alimentos es la concentracion de solutos, ya que en medio hipertonico, los
mecanismos utilizados por los microorganismos para conservar el equilibrio
osmatico falla y son incapaces de evitar la salida de agua desde el citosol, lo cual
conlleva una retraccién de la membrana citoplasmica. La pérdida de agua puede
suponer la deshidratacién del citoplasma, causando la detencion del crecimiento.
Por otra parte en medio hipoténico la concentraciéon de agua es mayor afuera,
por esta causa tiende a entrar agua a la célula, ocurriendo un fenémeno llamado
plasmoptisis, el cual es irreversible, este fendmeno causa que la célula se hinche
y explote.

2.3. SALAMI

Segun INEN 1343 (1996), el salami es un embutido crudo curado elaborado a
partir de carne magra y grasa de cerdo. Su color es rojo claro brillante con vetas
blancas producidas por la grasa. Presenta una textura firme y cerosa producida
por el ahumado. Tiene una forma cilindrica alargada de 20 cm de largo y 4 cm

de didmetro aproximadamente.

Para Colin, et al, (2017), posee un alto consumo en Europa, el producto se
somete a desecacion, fermentacion y, en algunos casos, al ahumado. El
procesamiento de estos productos tiene como principio basico la utilizacion de
métodos combinados de conservacion, permitiendo la obtencion de un producto
estable a temperatura ambiente tal y como detalla Dalla, et al. (2006). Cuyo
aspecto extremo sera mas o menos listo y su presentacion al corte ofrecera
diferenciacion neta entre carne y tocino, de olor y sabor caracteristicos (Calderén
y Pascual, 2000).

La fabricacion de salamis se inicia con la mezcla de los ingredientes y posterior
fermentacion, por dltimo la maduracion /deshidratacion. La etapa de
fermentacion ocupa una posicion de alta relevancia ya que en esta fase ocurre
la disminucion del pH y el desarrollo de las caracteristicas sensoriales del salami.
En la etapa final, ocurre la deshidratacion que ademas de reforzar algunas
propiedades sensoriales, reduce la actividad de agua a niveles que inhiben el
desarrollo de microrganismos tanto patogénicos como aquellos responsables del
deterioro microbiol6gico del producto (Dalla, et al. 2006).



2.3.1. COMPOSICION NUTRICIONAL DEL SALAMI

El salami contiene pequefias cantidades de vitamina E, A y D, pero
fundamentalmente aporta tiamina, riboflavina, niacina, vitamina B6 y B12. No
contiene vitamina C. debido a su contenido en grasa y en sodio, su consumo

debe realizarse de manera ocasional y en cantidad moderada (Espinoza, 2015).

Cuadro 2.2. Contenido de nutrientes del salami (en 100 g)

Nutrientes Contenido Nutrientes Contenido
Calorias 444 Kcal Vitaminas

Grasa 39,20 ¢g Vitaminas A 0,01 ug
Colesterol 79mg Vitaminas B12 1,40 ug
Sodio 2084 mg Vitaminas C 0 mg
Carbohidratos 1,729 Vitaminas B3 7,53 mg
Fibra 0,109 Minerales

Azucares 0,00g Calcio 10 mg
Proteina 214¢ Hierro 19

Fuente: Segun Alimentos (citado en Lligilema, 2013)

2.3.2. REQUISITOS BROMATOLOGICOS DEL SALAMI
Segun el INEN 1343 (1996), el salame de acuerdo con las normas ecuatorianas

debe cumplir con los requisitos bromatologicos establecidos en el cuadro

Cuadro 2.3. Requisitos bromatolégicos del salami

Madurados Escaldados Método de ensayo

Requisitos Unidad Min. Max. Min. Max.

Pérdida por % - 40 - 65 NTE INEN 777
calentamiento

Grasa total % - 45 - 25 NTE INEN 778
Proteina % 14 - 14 - NTE INEN 781
Cenizas % - 4 - 3 NTE INEN 786

pH % - 5.6 - 6.2 NTE INEN 783

Fuente: Norma NTE INEN 1343 (1996).
2.3.3. REQUISITOS MICROBIOLOGICOS EN MUESTRA UNITARIA
PARA SALAMI

Segun el INEN 1338 (2010), el salami de acuerdo con las normas ecuatorianas

debe cumplir con los requisitos bromatologicos establecidos en el cuadro



Cuadro 2.4. Requisitos microbioldgicos para productos carnicos curados - madurados

Requisitos n c m M METODO DE
ENSAYO
Staphylococcus aureus 5 1 1.0x102 1.0x103 NTE INEN 1529-14
UFClg
Clostridium perfrigens 5 1 1.0x103 1.0x104 NTE INEN 1529-18
UFC/g
Salmonella 10 0 ausencia | - NTE INEN 1529-15

Fuente: Norma NTE INEN 1338 (2010).

Para mejorar la vida util es necesario estudiar la conservacion de los alimentos

y cOmo actuan los diferentes conservantes en los mismos.

2.4. CONSERVACION DE LOS ALIMENTOS

Una aproximacion en la investigacion para mejorar la seguridad en los alimentos
se enfoca en la busqueda de nuevos conservadores quimicos o en la aplicacion
de tratamientos fisicos mas drasticos (altas temperaturas); sin embargo, este tipo
de soluciones muestran muchas desventajas como la toxicidad de los

conservadores quimicos comunes (nitritos) (Fuente y Barboza 2010).

2.4.1. LOS AGENTES CONSERVANTES EN LOS ALIMENTOS

Son sustancias que, por separado o mezcladas, pueden inhibir, retardar o
detener procesos de deterioro de los alimentos ElI empleo de conservantes
guimicos es una practica muy antigua. Sin embargo, los alimentos conservados
con ellos no son imperecederos, tan sélo se mantienen inalterados por un
periodo de tiempo limitado pues el crecimiento de los microorganismos se ve
retardado pero no inhibido de forma total. EI grado de inhibicién final va a

depender del tipo de substancia y de su concentracion (UAM, 2012).

Por razones de tipo sanitario, se aconseja prohibir su uso ya que los agentes
conservantes pueden ser sustancias toxicas en si mismos por lo que su empleo
generalizado puede aumentar la ingesta total diaria de algunas de estos
productos, con lo que se puede inducir a un efecto acumulativo perjudicial. Se
ha de tener presente que los conservantes son sustancias toxicas para los
microorganismos, por lo que si afecta también a alguno de nuestros procesos
metabolicos, pueden detectarse cuadros de intoxicacion, ya sea de tipo agudo o
cronico (UAM, 2012).
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Otros motivos para su desaprobacion se fundamentan en el hecho de que
pueden ser empleados para disimular un deterioro o alteracion del producto. Es
decir, podria facilitarse el empleo de materia prima de peor o incluso de pésima
calidad. Al adicionar conservantes los microorganismos se inhiben, con lo que
seguiria una evolucion similar a alimentos de mejor calidad. El principal problema
radicaria en el empleo de estas sustancias sin indicacién en la etiqueta (UAM,
2012).

2.4.2. CLASIFICACION POR NIVEL DE RIESGO DE LOS
CONSERVANTES

La enumeracion de los diferentes conservantes que se emplean en alimentos es

amplia, pero si se tiene en cuenta su toxicidad pueden considerarse cuatro

grupos:

- Los no toéxicos. Entre ellos estan: acido propidénico y sus sales, acido
enzoico y sus sales, acido sorbico y sus sales, entre otros.

- Los de moderada toxicidad como agua oxigenada, formol,
hexametilenotetramina.

- Los inadmisibles por su toxicidad: &cido bodrico y boratos, acido
salicilico y salicilatos, acido monobromoacético y sus estrés, acido
dehidroacético, fluoruros, fluorosilicatos y fluoroboratos, acido nitridico y
nitruros, cloropicrina, entre otros.

- Los revisables: antibiéticos, Anhidrido sulfuroso (SO2) y sus derivados,
dietilpirocarbonato.

Esta clasificacion indica que s6lo se podran emplear los no toxicos, mientras que
en los de toxicidad moderada se debera regular la ingesta maxima diaria
admisible. Los téxicos han de ser completamente prohibidos, mientras que, los
revisables, deberan ser estudiados en cuanto a su empleo y los posibles indicios
de toxicidad que se puedan presentar en un futuro (UAM, 2012). En particular

los nitristos y nitratos son ingredientes riesgoso.

2.5. NITRATOSY NITRITOS

Los nitratos y los nitritos son los ingredientes de “curado” adicionados para

elaborar un embutido tipo “curado”. Su efecto mas reconocido es el desarrollo



11

del color rojo o rosado de curado; se usan frecuentemente para la conservacion
de embutidos. Los nitratos favorecen el enrojecimiento y la conservacion al
desarrollar un efecto bactericida. Provee a los alimentos de un importante efecto
antimicrobiano (especialmente frente a Clostridium botulinum y sus toxinas). Sin

embargo, el nitrito es un producto altamente toxico (Vargas, et al., 2014).

Por la accion de bactericidas el nitrato es reducido a 6xido nitroso, que se
presentan en estado gaseoso. Este gas reacciona con el pigmento rojo del
musculo formando una sustancia inestable de color rojo claro. Al someter la
carne al calor durante el ahumado o la coccién, este color rojo se vuelve mas
estable (Vargas, et al., 2014).

2.5.1. INGESTA DIARIA ADMISIBLE

La Ingesta Diaria Aceptable (IDA) de nitratos recomendada por el comité
conjunto de la FAO/OMS es de 0-3.7 mg/kg de peso corporal. Puesto que la
toxicidad de los nitratos proviene de su conversion en nitritos y su posible
formacion endogena en N - nitroso compuestos, debera tenerse en cuenta
también la IDA de nitritos, fijada en 0-0.06 mg/kg de peso corporal (Vargas et al.,
2014).

2.5.2. TOXICIDAD AGUDA DEL NITRITO

Para UNC (citado por Jaramillo, 2014) la toxicidad propia del nitrito esta
relacionada con su poder oxidante. Tiene en efecto la propiedad de oxidar la
hemoglobina sanguinea en metahemoglobina que bajo esta forma no es ya apta
para desempefiar su papel de transportador de oxigeno y entrafia una hipoxia a
nivel de los tejidos.

El organismo humano en los adultos es capaz de luchar contra esta agresion ya
gue esta equipado de un sistema enzimatico apto para efectuar la reaccién
inversa y transformar la metahemoglobina en hemoglobina reducida (sistema
metahemoglobina reductasa). Por el contrario el organismo del nifio de pecho no
posee este equipamiento enzimatico y los riesgos de intoxicaciones graves son
entonces mucho mayores. Adicionalmente esta la toxicidad indirecta por la

formacion de nitrosaminas (Jaramillo, 2014).
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Para evitar el uso de nitritos o de algunas toxinas se puede emplear el uso otros

tipos de conservantes naturales.

2.6. BACTERIAS LACTICAS

Durante cientos de afos las bacterias lacticas han desempefiado un papel
importante en la obtencion y produccion de la mayor parte de los alimentos
fermentados que actualmente se consumen, entre los que se incluyen el yogur,
quesos, embutidos crudos curados, encurtidos y otros. Es de todo conocido que
las bacterias lacticas no sélo son interesantes en la industria alimentaria por
inducir caracteristicas organolépticas y estructurales deseables, sino también
por inhibir el desarrollo de microorganismos no deseables, alterantes y
patdgenos, lo que sugiere la posibilidad de utilizarlas para extender la vida util e
incrementar la calidad higiénica de los alimentos. La reduccion del pH y la
utilizaciéon de los carbohidratos disponibles parecen constituir el principal

mecanismo de antagonismo microbiano (Hernandez et al., 1993).

2.6.1. LAS BACTERIAS LACTICAS COMO PRODUCTORAS DE
BACTERIOCINAS

De las sustancias antimicrobianas producidas por las bacterias lacticas, las
Bacteriocinas son las mas interesantes tecnolégicamente, ya que debido a su
naturaleza proteica se inactivan por las enzimas proteoliticas del tracto
gastrointestinal y no parecen ser toxicas ni inmundgenas en animales de
experimentacion, lo que las convierte en candidatos adecuados como
conservadores de los alimentos. Debido a la preocupacion constante que en la
sociedad actual plantean los conservadores quimicos, las bacterias productoras
de Bacteriocinas o las Bacteriocinas producidas por ellas pueden poseer un
papel importante en el procesado y conservacion de los alimentos (Cardoso,
2012).

2.7. BACTERIOCINAS

Las Bacteriocinas son péptidos antimicrobianos producidos por algunas
bacterias como una estrategia de competencia por nutrientes y espacio, ademas
de participar en la comunicacion celular. Poseen mecanismos de accion

diferentes a los antibioticos convencionales con espectros de accion reducidos
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o amplios, lo cual ofrece la posibilidad de utilizarlos en la inhibicion del
crecimiento de bacterias patdogenas de humanos y animales. Esto podria ser util
como una alternativa orientada a la bioconservacion de los alimentos y al

establecimiento de nuevos tratamientos biomédicos (Lopez et al., 2008).

Las Bacteriocinas se definen como un grupo heterogéneo de proteinas que
varian en su espectro antimicrobiano, propiedades bioquimicas, mecanismo de
accion y caracteristicas genéticas, lo gue conduce a pensar que probablemente
su actividad antimicrobiana y estructura proteica son las Unicas caracteristicas
comunes de estas sustancias. También parece confirmarse que la produccion
de Bacteriocinas por las bacterias lacticas constituye un fenotipo extendido en
este grupo microbiano (Hernandez et al., 1993).

Grande, et al., (2011) indica que uno de los principales objetivos en la adicién de
Bacteriocinas es reducir la carga microbiana de bacterias patdégenas transmitidas
por los alimentos. Muchas Bacteriocinas producidas por las Bacteria Acido
Lacticas tienen actividad bactericida frente a bacterias Gram-positivas patégenas
o toxico génicas, tales como Listeria monocytogenes, Bacillus cereus,
Clostridium botulinum o Staphylococcus aureus.

Cuadro 2.5. Bacteriocinas producidas por bacterias del genero Lactococcus

Bacteriocinas Productor Localizacion Tamaiio Caracteristicas
genética molecular bioquimicas
(daltons)
Nisina L. Lactis Cromosoma/ 3.354 Lantibiético, 34
plasmido aminoacidos
Lactostrepcinas L. Lactis ND ND 8 grupos activos
Lacticina 481 L. Lactis ND 1.700 Lantibiético, 21
aminoacidos
Diplococina A L. cremoris Plasmido 54 MDa 5.300 51 aminoécidos
Lactococina A L. cremoris lasmido 55 Kb 5.778 54 aminoacidos
LMG2130
Lactococina A L. cremoris 9B4 Plasmido 60 Kb 5.778 54 aminoacidos
Lactococina A L. diacetylactis Plasmido 131 Kb 5.778 54 aminoé&cidos

Fuente: Hernandez et al., 1993

2.7.1. APLICACIONES EN PRODUCTOS CARNICOS FERMENTADOS

Las preparaciones de Bacteriocinas se pueden afadir a la masa carnica para la
inactivacion de patdégenos en productos carnicos fermentados. La disminucion
de pH que se alcanza en embutidos en comparacion con las carnes frescas

puede aumentar la solubilidad de algunas Bacteriocinas como la Nisina, y
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probablemente su actividad antimicrobiana también. Las bacteriocina como la
Nisina, mejora la reduccion de Listeria monocytogenes y de Staphylococcus

aureus en productos fermentados (Grande, et al., 2011).
2.8. LACTOCOCCUS LACTIS

Entre las bacterias &cido-lacticas se encuentran diversos microorganismos
utilizados como cultivos iniciadores en diversos productos fermentados, pero
especialmente en productos lacteos, destacandose el Lactococcus lactis subsp.
Lactis, el cual ha sido ampliamente utilizado en diversos productos como quesos
madurados, el suero de mantequilla madurado, cremas de leche maduradas y
muchos otros (Valbuena, et al., 2008).

El Lactococcus lactis subsp. Lactis es un microorganismo mesofilo, capaz de
fermentar la lactosa produciendo &cido lactico en gran cantidad, de la misma
forma es capaz de producir algunas substancias antibacterianas conocidas en
forma genérica como Bacteriocinas, entre las cuales destacan la Nisina y la
diplococcina. Ambos factores, acidez y Bacteriocinas, son capaces de inhibir el

crecimiento de un amplio rango de microorganismos (Valbuena, et al., 2005).
2.9. NISINA

Para Masterotc (2012), la Nisina es codificada como E-234 y dentro de las
Bacteriocinas es la Unica que puede utilizarse en alimentos como sustancia pura
permitida. La Nisina ha sido el primer antibiotico descrito, es un péptido bioactivo
sintetizado por cepas de Lactococcus lactis ssp. Durante la fase exponencial de
crecimiento este antibidtico es muy efectivo contra las bacterias gram-positivas,
sobre las que actua blogueando sus membranas. También se emplea para
combatir bacterias esporuladas como Clostridium  botulinum o Bacillus
cereus asi como Listeria monocytogenes. Asi mismo UAM (2012), resalta que se
podria utilizar para combatir a varios microorganismos patdogenos, como
Clostridium botulinum y Bacillus cereus, que forman endoesporas que resisten
mejor el calentamiento que las células vegetativas y también Listeria
monocytogenes.

2.9.1. LA NISINA EN LA CONSERVACION DE CARNES Y PRODUCTOS

CARNICOS
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Segun Bauza, et al., (2012) aseguran que las Bacteriocinas son una opcién
atractiva como conservadores naturales para el desarrollo de alimentos
minimamente procesados. Actualmente, se ha demostrado que presentan alto
potencial en la biopreservacion de carne, productos lacteos, alimentos
enlatados, pescado, bebidas alcohdlicas, entre otros, ya sea solo o en
combinacion con otros métodos.

2.9.2. BENEFICIOS DE SU USO

Las Bacteriocinas producidas por bacteria acido lactica tienen beneficios
potenciales para su uso en la industria de los alimentos para la conservacion de
los mismos. Tienen un amplio rango de inhibicidn contra microorganismos
alterantes de la calidad de diferentes alimentos. Al ser de origen proteico son
digeridas por proteasas en el tracto digestivo humano, inactivandose sin llegar a
formar compuestos secundarios que pudieran ocasionar un dafio a la salud
(Mondragon et al., 2013)



CAPITULO lIl. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se la efectu6 en las instalaciones de los talleres de
procesos de Carnicos (proceso de elaboracion del salami) y Laboratorio de
Microbiologia (Salmonella y Staphylococcus aureus) de la Escuela Superior
Politécnica de Manabi ESPAM MFL que se encuentra ubicada en Calceta en el
sitio El Limon, cabecera cantonal del cantén Bolivar, de la provincia de Manabi.
Por otro lado un analisis microbiolégico (Clostridium perfrigens) se lo efectio en

Seidlaboratory CIA.LTDA en Carapungo, Quito.

3.2. TIPO DE INVESTIGACION

La investigacion que se realizo es de tipo experimental donde se determind las
caracteristicas organolépticas (aceptabilidad) y microbiolégicas del salami
utilizando Nisina como conservante natural en diferentes porcentajes, se aplicé
un DCA en caracteristicas microbiologicas y un DCA+1 en caracteristicas
organolépticas, que ayudo a identificar cual de los diferentes porcentajes de

Nisina actuara mejor como conservador.

3.3. FACTOR EN ESTUDIO
3.3.1. FACTOR

El factor que se estudio es:
Factor A: Porcentajes de Nisina
3.3.2. NIVELES

En la formulacién del salami se utilizé los siguientes porcentajes de Nisina:

a;:0,0025%

a,: 0,005%

a3: 0,0075%

a,: 0,010%

3.4. TRATAMIENTOS

Se evalud el salami con la utilizacion de Nisina como conservante con cuatro
concentraciones de Nisina como se muestra en el siguiente cuadro el detalle de

la descripcion de los tratamientos.
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Cuadro 3.1. Detalle de los tratamientos

N2 TRATAMIENTOS CODIGO | DESCRIPCION
Ty a 0,0025% Nisina
T2 a 0,005% Nisina
T3 a 0,0075% Nisina
Ta a4 0,010% Nisina
Testigo X Nitrito 0,0015

Elaborado por: Autores de la investigacion

3.5. DISENO EXPERIMENTAL

Para las pruebas microbioldgicas se utiliz6 un DCA para comparar entre los

tratamientos cual es el mejor. Se trabaj6é con 3 réplicas por cada tratamiento.

Para las pruebas organolépticas se empleé un disefio DCA +1.

Cuadro 3.2. Esquema de ANOVA.

FUENTE DE VARIACION GRADOS DE
LIBERTAD (n-1)
Total 11
Tratamientos 3
Error 8

Elaborado por: Autores de la investigacion

Para identificar diferencias significativas (p<0,05) entre los tratamientos y el
testigo se efectué un ANOVA de un factor, que se ajusta al modelo presentado
en la ecuacion. En caso de existir diferencias entre las medidas se realizo un

contraste mediante la prueba de Dunnet.
Yy = u+T; +&;
Dénde:
u = Fuente de variacion total.
T; = Fuente de variacién de los tratamientos.

€;; = Fuente de variacion del error experimental

3.6. UNIDAD EXPERIMENTAL

Se tom6 en cuenta como unidad experimental 5 kg de pasta base lo cual esta

detallada en el siguiente cuadro.

Cuadro 3.3. Materia prima utilizada

MATERIALES TRATAMIENTO 1 TRATAMIENTO 2 TRATAMIENTO 3 TRATAMIENTO 4 TESTIGO
Ingredientes % g % G % g % g % g
Carde de cerdo 80 4000 80 4000 80 4000 80 4000 80 4000
Tocino 15 750 15 750 15 750 15 750 15 750
Hielo 5 250 5 250 5 250 5 250 5 250
Pasta base 100 5000 100 5000 100 5000 100 5000 100 5000
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Sal 2,5 125 2,5 75 2,5 75 2,5 75 2,5 75
Nitrito - - - - 0,08 2,4
Nisina 0,0025 0,125 0,0050 0,25 0,0075 0,375 0,010 0,5

Fostato 0,005 0,25 0,005 0,25 0,005 0,25 0,005 0,25 0,005 0,25
Cebolla 0,35 175 0,35 175 0,35 17,5 0,35 17,5 0,35 10,5
Pimienta negra 0,10 5 0,10 5 0,10 5 0,10 5 0,10 3
Ajo en polvo 0,25 12,5 0,25 12,5 0,25 12,5 0,25 12,5 0,25 75
Nuez moscada 0,20 10 0,20 10 0,20 10 0,20 10 0,20 6
Acido ascorbico 0,05 25 0,05 25 0,05 25 0,05 25 0,05 15
GTM 0,28 14 0,28 14 0,28 14 0,28 14 0,28 84
Vino tinto 1,4 70 1,4 70 14 70 1,4 70 14 42
Azlcar 0.34 17 0.34 17 0.34 17 0.34 17 0.34 10,2
Tarisol Fresh 0,28 14 0,28 14 0,28 14 0,28 14 0,28 84
Taris s70 2 100 2 100 2 100 2 100 2 60

Elaborado por: Autores de la investigacién

3.7. MANEJO DEL EXPERIMENTO

En la siguiente (figura 1) se muestra el diagrama de flujo para la elaboracién

de salami.
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Figura 3.1 Diagrama de flujo de la elaboracién de salami
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3.7.1. DESCRIPCION DEL DIAGRAMA DE PROCESO DE LA
ELABORACION DE SALAMI

Recepcion de materia prima.- Se utilizaran 65 kg de carne, con el empleo de

cuchillos se eliminaron grasas blandas de la carne, trozos de sangre y cartilagos.

Congelar.- Una vez realizado la recepcion de materia prima se deben limpiar

todas las pulpas y congelar hasta -11°C

Pesaje.- Se pesO la materia prima seca (condimentos) de acuerdo a cada

féormula.

Molido: Primero se procede a cortar un poco las carnes, ademas se mantuvo

frio el equipo (entre 0 y — 4 °C) debido a que es imperioso que la carne no se
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deshiele en el proceso. Para esta operacion primero se incorporé la carne de

vacuno, luego se afadioé la carne de cerdo y por ultimo la grasa.

Mezclado.- Una vez en cuadros uniformes se incorporaran los aditivos: cebolla,
pimienta negra, ajo, nuez moscada, Nisina, &cido ascoérbico, GTM, vino tinto,

azucar, Tarisol Fresh, agentes de maduracion.

Embutido.- Se elimina el aire que queda dentro de la masa antes de embuitir.
Se alimenta la embutidora con bolas de masa, esto también permiti6 su
eliminacion.

Atado.- Se realizo principalmente para impedir la disminucion de la presion de

relleno, se ata en porciones de 30 cm con hilo de algodon.

Estufaje.- Luego de atadas las piezas, se lleva a etapa de estufaje o presecado
en donde quedaran suspendidas sin que rocen unas con otras, permaneceran
por 24 horas a una temperatura de 25°C y con una humedad relativa de 85 - 90%
(Humedades inferiores producen resecamiento rapido de la corteza y sudoracion

en el producto).

Maduracion.- Una vez terminado el proceso de estufaje, seran llevados a la
camara de maduracion donde permaneceran las piezas por un lapso aproximado
de 20 dias a una temperatura de unos 16 — 18 °C y con una HR del 75 - 78%
hasta que el producto se deseque y la proteina carnica haya coagulado. En esta
etapa es necesario controlar la pérdida de peso tomando datos cada 48 horas.
Si el producto ha alcanzado una pérdida de peso entre 30 a 35% se puede

suspender la maduracion.

Secado y ahumado.- El salami se secd y ahumé a una temperatura de 35°C x

3 dias la cual garantiza un efecto conservador

Almacenado.- Después del proceso de maduracion, los embutidos se

almacenaron en un ambiente limpio a temperaturas de refrigeracion de 4 °C.

Después de terminado el salami se realizaron los primero analisis
microbioldgicos para determinar si el salami tiene carga microbiana, después de
un mes se procedid a realizar el segundo andlisis microbiolégico al mejor

tratamiento con el fin de comprobar que el producto no esta contaminado.
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3.8. VARIABLES A MEDIR

El cuadro 3.4. Detalla las variables a medir, junto con sus atributos, métodos de

ensayo Y lugar donde fueron evaluadas las variables.

Cuadro 3.4. Variables a medir

Lugar de evaluacion
de variables

Variable

- Indicadores Atributos Método de ensayo
dependiente

Staphylococcus METODO REF. Laboratorio de Ia

aureus NTE INEN 1529-14 ESPAM “MFL”
. METODO
Caracteristicas Clg:ftrgld;l;? NTE INEN-ISO Seidlaboratoriy
microbiolégicas pering 7937
Calidad Final METODO REF. Laboratorio de la

Saimonella | \TE NEN 1520-15|  ESPAM *MFL®

Caracteristicas Prueba de
spti Aceptabilidad preferencia por ESPAM “MFL”
organolépticas a
ordenacion

Elaborado por: Autores de la investigacion

3.9. ANALISIS ESTADISTICO

A los datos obtenidos por las pruebas sensoriales se le aplic6 prueba no
paramétrica llamada Test de Friedman que permiti0 establecer los atributos
sensoriales de forma estadistica y medir el grado de aceptabilidad de los
tratamientos en comparacion con el testigo.

Para las variables en estudio se ejecutd las pruebas de normalidad (test Shapiro-
Wilk) y de homogeneidad de varianza (test Levene), si cumplen los supuestos

se precedera a las siguientes pruebas:

Para las variables en estudio se utilizaron las siguientes pruebas:
e Andlisis de varianza (ANOVA). permitira obtener las diferencias
significativas estadisticas.
e Prueba de significacion de DUNNETT al 5 %: Permitira obtener

diferencias entre la media de los factores y la media del testigo en control.

e Coeficiente de variacion (CV): permitira analizar los datos obtenidos con

respecto a las variables.
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En caso de que no cumplian con los supuestos ANOVA se realizaban

pruebas no paramétricas mediante la muestra de Kruskal-Wallis.

3.10. TRATAMIENTO DE LOS DATOS

El procesamiento de datos se realizd utilizando los siguientes programas
computacionales Microsoft Word facilitando la recoleccion de datos y el
procesamiento estadistico de los datos se realizd en el programa estadistico
SPSS 21 Version Libre.



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. PARAMETRO MICROBIOLOGICO DEL SALAMI

En el cuadro 4.1., se muestran los resultados obtenidos de analisis
microbioldgicos, se identific6 que no hubo presencia de salmonella en los
diferentes tratamientos y se evidencio presencia de Clostridium Perfringens en
todos los tratamientos pero no excedieron el nivel de aceptacion descrito en la
Norma Técnica Ecuatoriana (Positivo(1.0x103 UFC/g)). Se puede observar que
la Nisina si actu6 de una manera adecuada frente a estas bacterias. Grande, et
al., (2011) sefiala que el empleo de Bacteriocinas puede ser una barrera
interesante para la inactivacion de microorganismos en embutidos ligeramente

fermentados.

Cuadro 4. 1. Analisis microbioldgicos en muestras de salami tratada con Nisina como conservante natural tomados
después de su elaboracién, almacenadas a 4 °C.

TRATAMIENTOS Staphylococcus Aureus Salmonella Clostridium Perfringens
LELY Positivo(40x103 UFC/g) Ausencia Positivo(<10 UFC/q)
TiR2 Positivo(39x10% UFC/g) Ausencia Positivo(<10 UFC/g)
TiRs3 Positivo(49x10% UFC/g) Ausencia Positivo(<10 UFC/q)
LELY Positivo(26x10% UFC/g) Ausencia Positivo(<10 UFC/q)
T2R: Positivo(28x103 UFC/g) Ausencia Positivo(<10 UFC/g)
T2Rs Positivo(27x10% UFC/g) Ausencia Positivo(<10 UFC/g)
TR Positivo(1x10% UFC/g) Ausencia Positivo(<10 UFC/g)
TsR2 Positivo(3x10% UFC/g) Ausencia Positivo(<10 UFC/q)
TsRs Positivo(4x10% UFC/g) Ausencia Positivo(<10 UFC/g)
T4R4 Negativo Ausencia Positivo(<10 UFC/g)
T4sR2 Positivo(0.5X102UFC/g) Ausencia Positivo(<10 UFC/g)
T4Rs3 Negativo Ausencia Positivo(<10 UFC/q)
NTE INEN 1338-2010 Positivo(1.0x102 UFC/g) Ausencia Positivo(1.0x103 UFC/g)

A continuacion se muestras el andlisis estadistico de Staphylococcus Aureus

para determinar el porcentaje Nisina que actué mejor frente a esta bacteria.

Los valores promedio del parametro microbiolégico de Staphylococcus Aureus
se presentan en el cuadro 4.2., en donde los resultados de andlisis de varianza

determinaron diferencia significativas en los diferentes tratamientos mediante la
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prueba de Kruskal-Wallis (p<0.05), lo cual indica que los diferentes porcentajes

de Nisina si infieren significativamente frente a esta bacteria (Ver anexo 18).

Cuadro 4.2. Prueba de Kruskal-Wallis

Tratamientos Variables
Staphylococcus

Ik 42666,6667+5507d
T2 27000,0000+1000c
T3 2666,6667+1527b
T4 16,67+28,872
cv 11,14

Kruskall Wallis 0,0153

Los datos corresponden al promedio de las variables microbiolégicas + desviacion estandar.
a,b,cyd, difieren estadisticamente segin Kruskal-Wallis al 5% de probabilidades de error

La prueba ubicé que los tratamientos T1 (%0,0025), T2 (0,005), T3 (0,0075)
sefalados como “d, ¢, b”, tienen presencia de Staphylococcus Aureus, fuera del
rango permitido por NTE INEN N° 1338:2010 (1,0x10° UFC/g). Esta
contaminacion se pudo haber dado por diferentes razones, Rodriguez, et al .,
(2007) indica que Staphylococcus aureus es una bacteria gram positiva que
existe en el aire, el polvo, los alimentos y los equipos para su procesamiento, las
superficies, los humanos y los animales. Entre los alimentos que frecuentemente
se ven involucrados son en carnes y los productos carnicos. Asi mismo Heinz y
Hautzinger, (2007) sefala que Staphylococcus aureus puede desarrollarse por
contaminacion de la piel, boca o nariz de manipuladores o una contaminacién
posterior; por contaminacion cruzada y por la aplicaciéon de temperaturas de
control insuficientes. Cabe recalcar que esta contaminacion fuera de lo que
establece la NTE INEN N° 1338:2010 se di6 en los tratamientos menores a la
cantidad %0,010 se observa por medio de los resultados que dicho porcentaje
es idoneo en el salami, debido a que se comprueba en el tratamiento 4 sefalado
como “d”, que tuvo una minima contaminacion lo cual es aceptable y cumple con
lo establecido en la Norma. En una investigacion realizada donde se evalué una
biopelicula con bacterias acido lacticas y Nisina para la inhibicion de listeria
monocytogenes en salmén ahumado se observo que la Nisina a ese porcentaje
(0.010%) present6 una inhibicién inicial lo cual indica que tuvo un efecto
antimicrobiano inmediato. Se pudo apreciar que la Nisina, inicialmente inhibio de

forma mas efectiva al patégeno, logrando una reduccién de la misma (Concha,
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2008). Cabe destacar que con una mayor concentracion de Nisina se obtendra
un mejor efecto en la inhibicion.
4.1. PARAMETRO ORGANOLEPTICO DEL SALAMI

Para la evaluacion de esta variable solo se tomaron la muestra que cumplen con
lo que se indica en la NTE INEN N° 1338:2010, se aplic6 una prueba de
preferencia por ordenacion (Ver anexo 16) con solo dos muestras las cuales eran
T4 (que cumplio con lo establecido en la norma) y el testigo. Las muestras debian
ordenarse de acuerdo al grado preferencia, el panel estuvo formado por 75
jueces no entrenados a quienes se les pidié degustar las muestras codificadas.

Mediante la prueba de Friedman se determiné una minima diferencia
significativas (p<0.05) entre el testigo y el T4 (0,010), lo cual quiere decir que la

Nisina si infiere en esta caracteristica al comparar con el testigo (Ver anexo 19).

Cuadro 4.3. Andlisis sensorial en el tratamiento y el testigo

Tratamiento Suma(Ranks) Media(Ranks) n
T4 74,00 1,00 74 A
Tes. 148,00 2.00 74 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,050)

ANALISIS SENSORIAL
50

46

45
40
35
29
30
25
20
15

10

GRADO DE ACPTABILIDAD

TRATAMIENTO TESTIGO

Figura 4.1. Medias del tratamiento junto al testigo
Cabe recalcar que el tratamiento con Nisina tuvo mas aceptacion que el del

testigo pero con muy poca diferencia. Para Vasquez, et al., (2009) el uso de estas

BAL constituye una herramienta importante, debido a que mejora su calidad
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organoléptica y microbiolégica al tiempo que reduce el uso de conservantes y

aditivos artificiales.

En base a los resultados obtenidos anteriormente se pudo observar que el mejor
tratamiento tanto microbiolégicamente como organolépticamente fue el T4
(0,010). Para Pongtharangkul y Demirci (2004) las Bacteriocinas ofrecen buenas
oportunidades para la conservacion de productos carnicos, adicionadas de forma
individual o empleadas junto con otras barreras o tratamientos. En el mercado
existen preparados que contienen la bacteriocina Nisina para aplicacién en una
amplia variedad de alimentos, la Nisina muestra actividad antimicrobiana que
incluye un amplio espectro de bacterias gram positivas, como los
microorganismos patégenos Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y
Clostridium botulinum. Asi mismo Concha (2008) resalta que la actividad
antimicrobiana de las Bacteriocinas representa un gran potencial para la
industria alimentaria considerando que se pueden utilizar como conservadores
biolégicos puros que en un momento dado podrian reemplazar a los
conservadores quimicos, esto porque tienen la ventaja de ser proteinas que al
biodegradarse no forman compuestos secundarios. Por otro lado Télles et al.,
(2007) indica que la Nisina tiene muchas ventajas sobre otros conservadores de
alimentos, tales como su no toxicidad, digestibilidad por la enzima proteolitica

aquimotripsina, estabilidad al calor a bajo pH.

Después de un mes se volvieron a realizar analisis microbiol6gicos al mejor
tratamiento catalogado como T4 con el fin de determinar si la Nisina seguia
actuando, se pudo observar de acuerdo a los analisis realizados hubo ausencia
de salmonella y Positivo (<10 UFC/g) Clostridium Perfringens que dentro de la
NTE INEN 1338: 2010 (Positivo (1.0x103 UFC/g) es aceptable, por otro lado el
analisis de Staphylococcus aureus salié positivo esta contaminacion se pudo
haber dado debido a que Chams, (2013) indica que Staphylococcus aureus, es
un importante patdégeno humano, se considera una bacteria osmotolerante,
capaz de crecer en una actividad de agua (aw) baja como 0.86. Para Varnam et
al. (1998) el valor adecuado de aw para embutidos secos madurados esté en el
rango de 0.82 a 0.86, por lo que este factor también pudo afectar para que esta
bacteria creciera al momento de estar almacenado. Otro factor importante que

se pudo haber dado segun Hernandez et al., (1993) es debido que uno de los



27

mayores problemas de la utilizacion de la Nisina en la carne y derivados carnicos
es su produccion en situ por una cepa que no se desarrolla y sintetiza la Nisina
a temperaturas de refrigeracion. En la investigacion de Concha, (2008) que al
inicio mostré6 una reducciéon en el patégeno a lo largo del tiempo de
almacenamiento se volvié resistente a su accién y comenz6 nuevamente a
multiplicarse, la Nisina sola perdio efectividad, observandose diferencias
significativas (p. <0,05) en relacién a los dias anteriores, por tanto no hay un
efecto bacteriostatico a lo largo del tiempo, debido a la resistencia al efecto
inhibitorio que demostré con un aumento en su crecimiento en los dias finales

del experimento.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

El T4 con una dosificacion de Nisina mas alta (%0,010) fue el que mejor inhibi6
los microorganismo contaminante que pueden afectar en la calidad del salami lo
cual indica que dicho porcentaje fue el que mejor actu6 como método de

conservacion.

La prueba de Friedman demostré una minima diferencia entre el tratamiento y el
testigo, los evaluadores no entrenados optaron mas por el Tratamiento con

Nisina.

El mejor tratamiento tanto organolépticamente como microbiolégicamente fue el
T4 (%0,010).

Se pudo comprobar que al menos un porcentaje de Nisina actué tanto

microbiolégicamente como organolépticamente en el salami.

5.2. RECOMENDACIONES

Controlar de forma adecuada el proceso de elaboracién de salami, a partir de la
materia prima hasta la temperatura de almacenamiento para prevenir

contaminaciones y deterioros durante el proceso de elaboracion.

La utilizaciébn de una cadmara de maduracion en la cual se pueda controlar de
forma id6nea la temperatura y el porcentaje de humedad relativa, para impedir

problemas durante los procesos de maduracion y secado del salami.

Investigar porcentajes de Nisina mas altos que puedan utilizarse en la

elaboracién de productos céarnicos.

Aplicar conservantes naturales que se puedan utilizar en productos cérnicos para

disminuir el uso de nitritos en los mismos.
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ANEXO #1
NTE INEN DE SALAMI
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ANEXO # 2
NTE INEN DE CARNE Y PRODUCTOS CARNICOS

40

TABLA 11. Requisitos Microbiolégicos para productos carnicos curados - madurados

m M METODO DE
REQUISITOS n c ENSAYO
Staphylococcus aureus ufc/g ™ ) 1 1,0x10° | 1,0x10°| NTE INEN 1520-14
Clostridium perfringens ufc/g ™ ) 1 1,0x10° | 1,0x10°| NTE INEN 1529-18
Salmonella ufc/25g ™ 10 0 ausencia - NTE INEN 1529-15

* Requisitos para determinar tiempo de vida Util
™ Hequisitos para determinar inocuidad del producto
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ANEXO 3
RECEPCION DE LA MATERIA PRIMA

ANEXO 4
PESAJE DE LA MATERIA

i -
AT

ANEXO 5
PICADO DE LA MATERIA PRIMA




ANEXO 6

MOLIDO DE LA MATERIA

ANEXO 7
MEZCLA DE INGREDIENTES

ANEXO 8
EMBUTIDO
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ANEXO
9 ATADO

ANEXO 10

ANEXO 11
MADURACION
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ANEXO 12

SECAR Y AHUMAR

ANEXO 13
PRUEBA SENSORIAL




ANEXO 14
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ANALISIS MICROBIOLOGICO (SALMONELLA Y STAPHYLOCOCCUS

AUREUS)

—— k\‘
S

o
ey

EsPAM

ESCUELA SUPERIOR POLITECTNICA
ACROPECUARIA DE MANABI MANUEL FELIX LOPEZ

OPE

Laboratorio de
Microbiologia

REPORTE DE ANALISIS MICROBIOLOGICOS
—== Gabriel Moisés Alcivar Alcivar | y 1314129360
o wls | Anglica Patricia Espinoza Zambrano | O 1316246049
DIRECCION: Calceta ~ N°DE ANALISIS f 12
"TELEFONO: 0986932328 " FECHA DE RECIBIDO | 14/06/2018
A | 4 muestras de Salami Ahumado <
NOMBRE DE LA MUESTRA: T1R; — TaR1- ToRt —T4Ri | FECHA DE ANALISIS | 14/06/2018
| | I
i SR oy FECHA DE w
;Ei-\tlleDAD RECIBIDA. ) 200 gr MUESTREO _1 5/06/2018M“
f OBJETIVO DEL MUESTREO: | Control de calidad FECHA DE REPORTE | 16/06/2018
| OBSERVACIONES: | El laboratorio no se responsabiliza por la toma y traslado de la muestra <
RESULTADOS
MUESTRA POR ‘ : METODO DE
TRATAMIENTO PRUEBAS SOLICITADAS RESULTADOS UNIDAD ENSAYO
MUESTRA # 1 DETERMINACION STAPHILOCOCUS AUREUS ‘ Positivo | 40 x1 03 | UFC/ g NTE INEN 1529-14
TIR1 i B ‘
DETERMINACION SALMONELLA Ausencia | - UFC/25g | NTE INEN 1529-15
| R
ETERMINACION STAPHILOCOCUS AUREUS Positi 26 x10° | FC/ NTE INEN 1529-14
MUESTRA # 2 D ositivo 6 X | UFC/g
T2RT )
DETERMINACION SALMONELLA Ausencia ——- | UFC/25g | NTE INEN 1529-15
| |
DETERMINACION STAPHILOCOCUS AUREUS 1 Negativo 1x10% UFC/ g NTE INEN 1529-14
MUESTRA #3 :
T3R1 ; ‘
DETERMINACION SALMONELLA Ausencia ——— | UFC/25g | NTE INEN 1529-15
MUESTRA # 4 | DETERMINACION STAPHILOCOGUS AUREUS ; Negativo = -——- UFC/g | NTEINEN 1529-14
T4R1 =
Ausencia —

DETERMINACION SALMONELLA

Blgo. Jofinny'Na
COORDINADOR
LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DEL AREA A

UFC/25g |

EL LAB. DE MICROBIOLOGIA
PECUARIA DE LA ESPAM MFL

NTE INEN 1529-15
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Laboratorio de

REPORTE DE ANALISIS MICROBIOLOGICOS

(
i
{ S E
I

Gabriel Moisés Alcivar Alcivar i 1314129360
CL'ENTE .. Angélica Patricia Espinoza Zambrano = Cl S, 1316246949
DlRECClON Calceta . N°DE ANALISIS 12

TELEF:Q[LO 0986932328 __FECHADE RECIBIDO  14/06/2018
4 muestras de Salami Ahumado !
NOMBRE DE LA MUESTRA:  TiRz=-T2R2 TsRz- T4aR2-TiRz—TzR>  FECHA DE ANALISIS . 14/06/2018 |
” | TaRs- TiRs |
ol IR e EEGHRTE e
HCANTIDAD RECIBIDA: 200 gr | MUESTREO 15/06/2018 |
| OBJETIVO DEL MUESTREO: _Control de calidad FECHA DE REPORTE = 16/06/2018 |

OBSERVACION ES El laboratorio no se responsabiliza por la toma y trasiado de la muestra |
RESULTADOS
TRATARAFOR  PRUEBAS SOLICITADAS RESULTADOS  uwmpap ~ METODODE
MUESTRA#1  DCETERMINACION STAPHILOCOCUS AUREUS . Positivo | 39 x10° | UFC/ g NTE INEN 1529-14
DETERMINACION SALMONELLA Ausencia ——-— | UFC/25g = NTE INEN 1529-15
MUESTRA # 2 DETERMINACION STAPHILOCOCUS AUREUS | Positivo 28 x10°? UFClg NTE INEN 1529-14
T2Rz2 e : A ; i
DETERMINACION SALMONELLA Ausencia — UFC/25g = NTE INEN 1528-15
DETERMINACION STAPHILOCOCUS AUREUS Positivo 3x10° UFC/g | NTE INEN 1529-14
MUESTRA # 3 L
TsR2 ' 5 !
DETERMINACION SALMONELLA Ausencia - | UFC/25g | NTE INEN 1529-15
MUESTRA # 4 DETERMINACION STAPHILOCOCUS AUREUS  POSTtIVO  (.5¢102 UFC/ g NTE INEN 1529-14
L DETERMINACION SALMONELLA Ausencia omen UFC/25g :

NTE INEN 1529-15

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DEL AREA AGROPECUARIA DE LA ESPAM MFL

Correo: labmicrob2018@gmail.com
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} Laboratorio de
\\;w__’ Microbiologia

ESPAM

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA
ACSROPECUARIA DE MANABI MANUEL FELIX LOPED

TRATAWEIOS |  PRUEBASSOLICITADAS | REsULTADOGS | sAban | MEYODO De
i | :
MUESTRA # 1 DETERMINACION STAPHILOCOCUS AUREUS | Positivo | 49x10° = UFC/ g | NTEINEN 1529-14
TiRs | , | | |
DETERMINACION SALMONELLA | Ausencia | -—- | UFC/25 g | NTEINEN 1529-15

: | 2 3 | .
MUESTRA # 2 ‘ DETERMINACION STAPHILOCOCUS AUREUS | Fositivo | 27x10° |~ UFClg | NTE INEN 1529-14

T2R3 i f ! f !

DETERMINACION SALMONELLA | Ausencia | - UFC/25¢g NTE INEN 1529-15
] { ; |
| DETERMINACION STAPHILOCOCUS AUREUS | Positivo | 4 x10° | UFC/g | NTE INEN 1529-14 |
MUESTRA # 3 > 1 : |
TsRs3 2 i
| DETERMINACION SALMONELLA | Ausencia  ———- | UFC/25g | NTE INEN 1529-15 |
| | |
T —— — B o M —
MUESTRA # 4 DETERMINACION STAPHILOCOCUS AUREUS 3 Negativo it UFCIg | NTE INEN 1529-14 ;
T4R3 | ) | N | [
| DETERMINACION SALMONELLA . Ausencia | -——- | UFC/25g | NTE INEN 1529-15

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DEL AREA AGROPECUARIA DE LA ESPAM MFL
Correo: labmicrob2018 @gmail.com



ANEXO 15
ANALISIS MICROBIOLOGICO (CLOSTRIDIUM PERFRIGENS)

Laboratorio acreditado por:
SEIDLABORATORY CIA. LTDA. ; Seviio:an
e ARt GIOn
SERVICIO INTEGRAL DE LABORATORIO Ecustotiang
Acreditacidén N° OAE LE 1C 05-001
LABORATORIO DE ENSAYOS
LABORATORIO ACREDITADO BAJO NORMA ISONEC 17025
INFORME DE ENSAYO NR. 159038
TIPO MUESTRA: Declarada per el cliente
como: SALAMI AHUMADO T2
CODIGO LABORATORIO: 159038- 1
TIPO DE PRODUCTO: SALAMI AHUMADO T3
CLIENTE: ISRAEL ALCIVAR ALCIVAR
DIRECCION: MITAD DEL MUNDO
CONDICION LLEGADA Y TIPO DE ENVASE EMPAQUE PLASTICO SELLADO
NUMERO DE LOTE: ND
FECHA RECEPCION: 18/06/13
FECHA INICIO ENSAYOQ: 18/06/13
CONTENIDO DECLARADO: ND
CONTENIDO ENCONTRADO: 2143g
FECHA DE ELABORACION: ND
FECHA DE CADUCIDAD: ND
CONDICIONES AMBIENTALES DE LLEGADA
DE LA MUESTRA: Temperatura 4,2°C
FORMA DE CONSERVACION: REFRIGERACION
MUESTREO: £S RESPONSABILIDAD DEL CLIENTE
ENSAYOS MICROBIOLOGICOS METODO UNIDAD RESULTADO
SEMM-MB CLOSTRIDIUM
Clostridium perfringens (AOAC 976.30) UFCig <10

NS: No solicita el cliente/ ND: No declara.

Datos tomados del cuaderno de Microbiologia 122 P4g. 15B

especificas no slendo extensivo a cualquier iote.

Los resuitados expresados arriba lienen validez solo para fa i en

a su origen y sitio del cual fue tomado.

Ellat io no se responsabiliza por ia rep bilidad de la p

Este informeno serd reproducido, excepto en su totalidad con la aprobacion del Director Técnico

¢ Tiempo de almacenamiento de informes: Cinco afios a partir de la fecha de ingreso de la muesira

Atentamente, 18/06/20
A FECHA EMISION
i Dra. Mayra
Director de Calidad
Director Téchico (Ej
Pagina 1de 1

Tlempo de permanencia de las mueslras en el laboratorio

Muesiras perecibles: 8 dias calendario; Muestras no perecibles: 30 dias calendario Sidesea repeticion de algin pardmetio, se debe generar una solicilud en &l periodo estipulad

Nota: Para consultas, quejas o sugerencias, favor comunicarse a fos siguientes correos:
Direccidn de Calidad direclordecalidad Ziscidlabaratory.com; Gerencia General gerenc: i dlat
Servicio al Cliente servicioalclienteaseldlaboratory.com 6 a los teléfonios 022476314-022483145-0995450911-0992750633.

Loy,

Melchor Toaza N61-63 entre Av. del Maestro y Nazareth
www.seidlaboratorv.com

48
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ANEXO 16
FICHA DE ANALISIS SENSORIAL

FECHA:

Frente a usted tiene dos muestras de Salami, que debe ordenar en forma creciente de acuerdo
a su preferencia. Pruebe las muestras de izquierda a derecha y enjudguese la boca entre una

degustacién y otra. Debe tomar la muestra de izquierda a derecha.

Cada muestra debe llevar un orden diferente, dos muestras no debe tener el mismo orden.

Muestra

MUCHAS GRACIAS
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ANEXO 17
ANALISIS MICROBIOLOGICOS DESPUES DE UN MES (SALMONELLA Y S

Laboratorio de
Microbiologia

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA
ACROPECUARIA DE MANASBI MANUEL FELIX LOPEZ

[ ———————

i REPORTE DE ANALISIS MICROBIOLOGICOS

3 Gabriel Moisés Alcivar Alcivar 3 - 1314129360
Sl | Angéiica Patricia Espinoza Zambrano | % 434654s000
DIRECCION: Calceta | N°DE ANALISIS 17
_TELEFONO: 0986932328 _ _FECHADERECIBIDO  19/07/2018
NOMBRE DE LA MUESTRA: | 1 muestra de Salami Ahumado FECHA DE ANALISIS 19/07/2018

¥ i ey —FEGRAGE—— !
| CANTIDAD RECIBIDA: 200 gr ; MUESTREO 20/07/2018
_OBJETIVO DEL MUESTREO: Control de calidad FECHA DE REPORTE | 21/07/2018 _
| OBSERVACIONES: | Ellaboratorio no se responsabiliza por la toma y traslado de la muestra
RESULTADOS
MUESTRA POR |  METODO DE
TRATAMIENTO PRUEBAS SOLICITADAS ; RESULTADOS . UNIDAD ENSAYO
DETERMINACION STAPHILOCOCUS AUREUS | Positivo 5.2 x10% | UFC/g NTE INEN 1529-14
MUESTRA#1 | j
T

| DETERMINACION SALMONELLA Ausencia e UFC/25g | NTE INEN 1529-15

Bigo. Johnny :
COORDINADOR LAB. DE MICROBIOLOGIA

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA DEL AREA AGROPECUARIA DE LA ESPAM MFL
Correo: labmicrob2018 @gmail.com

TAPHYLOCOCCUS AUREUS)



ANEXO 17

ANALISIS MICROBIOLOGICOS DESPUES DE UN MES (CLOSTRIDIUM

PERFRIGENS)

Loboratorio acreditado por:
. American For Servicio de Acreditacién Ecuatoriano
SEIDLABORATORY CIA. LTDA. .
[ e . ——aa Servicio de
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ACCREDITED Ecuatoriano
Certificados N® 2102:01/02 Acreditacion N°OAE LE 1€ 05-001

LABORATORIO ACREDITADO BAJO NORMA ISO/IEC 17025

LABORATORIO DE ENSAYOS

INFORME DE ENSAYO NR. 162151

TIPO MUESTRA: Declarada por el cliente

como: SALAMI DE CERDO AHUMADO
CODIGO LABORATORIO: 162151-1
TIPO DE PRODUCTO: SALAMI DE CERDO AHUMADO
CLIENTE: ISRAEL ALCIVAR ALCIVAR
DIRECCION: MITAD DEL MUNDO
CONDICION LLEGADA Y TIPO DE ENVASE EMPAQUE PLASTICO SELLADO
NUMERO DE LOTE: TESIS 05
FECHA RECEPCION: 18/07/23
FECHA INICIO ENSAYO: 18/07/23
CONTENIDO DECLARADO: ND
CONTENIDO ENCONTRADO: 24469
FECHA DE ELABORACION: 20.06.2018
FECHA DE CADUCIDAD: 20.07.2018
CONDICIONES AMBIENTALES DE LLEGADA
DE LA MUESTRA: Temperatura 36 °C
FORMA DE CONSERVACION: REFRIGERACION
MUESTREO: ES RESPONSABILIDAD DEL CLIENTE
ENSAYOS MICROBIOLOGICOS METODO UNIDAD RESULTADO
SEMM-MB CLOSTRIDIUM
Clostridium perfringens (AOAC 976.30) UFC/g <10
NS: No solicita el cliente/ ND: No declara.
Datos tomados del cuaderno de Microbiologia 124 Pag. 68B
Los resultados expresados arriba tienen validez solo para la muestra en no siendo a lote.
El no se por la rep de la muestra resp a su origen y sitio del cual fue tomado.
Este informe no serd reproducido, excepto en su totalidad con la aprobacion del Director Técnico
« Tiempo de al I de inf Cinco afios a partir de la fecha de ingreso de la muestra
Atentamente, 18/07/30
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Muestras perecibles: 8 dias calendano; Muestras no perecibles: 30 dias calendario. Sidesea repeticion de algun parametro, se debe generar una solicitud en el periodo estipulado

Nota: Para consultas, quejas o sugerencias, favor comunicarse a los siguientes correos:

Direccion de Calidad directordecalidad@seidiaboratory.comec Gerencia General gerenc d. Y.COM ec;
Servicio al Cliente seryicioalcliente@seidlaboratory.com.ec 6 a los teléfonos 022476314-022483145-0995450911-0992750633.

Melchor Toaza N61-63 entre Av. del Maestro y Nazareth
www.seidlaboratory.com.ec



ANEXO 18

COMPROBACION DE LOS SUPUESTOS DE LAS VARIABLES
MICROBIOLOGICAS

TEST DE SHAPIRO WILK

Prueba de normalidad

Variables i :
Estadistico gl Sig.
Staphilococus 0,876 12 0,078
TEST DE LEVENE
Variables F gll gl2 Sig.
Staphilococus 9,475 3 8 0,005
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Contrasta la hipétesis nula de que la varianza error de la variable dependiente

es igual a lo largo de todos los grupos.

RESULTADOS DE LA PRUEBA KRUSKAL WALLIS

PARA SPATHILOCOCUS

Estadistico  Tratamientos
Chi-cuadrado 10,38
Staphilococus | Gl 3
Sig. asintética 0,0153
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ANEXO 19
PRUEBA DE FRIEDMAN

PRUEBA DE FRIEDMAN

312 718 T2 p
1,00 2,00 1E30 <0,0001

Minima diferencia significativa entre suma de rangos = 0,000

Tratamiento  Suma(Ranks) Media(Ranks) n
312 74,00 1,00 74 A
718 148,00 2.00 74 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,050)



