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Resumen
El proyecto consistio en evaluar la aplicacion del extracto de canela en el zumo de
manzana para aumentar el tiempo de vida util. Para ello se trabajo bajo un enfoque
experimental, con un disefio completamente al azar (DCA) con 3 tratamientos y 30
repeticiones, en donde el tratamiento 1 contenia 1% de extracto, en el tratamiento
2 se usd el 3% de extracto de canela y en el tratamiento 3 se utilizé un 5% de
extracto de aceite esencial de canela. Para cada formulacion se elabor6é 500 ml de
zumo de manzana evaluando posteriormente su aceptacion por medio de un panel
sensorial (olor, color, sabor y textura) con el uso de una escala hedénica de 5 niveles
para su respectiva calificacion, y de esta manera determinar la muestra de mayor
aceptacion. Los resultados indicaron que el tratamiento 2 a base de 3% de aceite
de canela y 67% de zumo de manzana es la formulacién de mayor preferencia
sensorial con una media de 4,01. Los analisis bromatoldgicos sefialan que el
contenido de sodlidos solubles fue de 12.45% y la carga microbiana de Coliformes
totales, Coliformes fecales, Aerobios mesofilos, Mohos y levaduras fue menor al
limite maximo sefalado por la norma INEN 2337 para bebidas, lo que indica la
eficacia del uso de extracto de canela en una concentracién del 3% para reducir la
carga microbiana, permitiendo conservar el producto en refrigeracion con una vida
util de 15 dias, lo cual afirma la hipétesis planteada sobre la efectividad del extracto

de canela como un agente antimicrobiano.

Palabras clave: canela, INEN, microbiologia, organoléptico, zumo.
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Abstract
This investigation consists in evaluating the application of cinnamon extract in apple
juice to increase the service life. For this reason it was required under an
experimental approach, with a completely randomized design (DCA) with 3
treatments and 30 repetitions, where treatment 1 contained 1% extract; in treatment
2 used 3% of cinnamon and in treatment 3 used 3 5% of cinnamon essential oil
extract was processed, and for each formulation 500ml of apple juice was made,
subsequently evaluating its acceptance by middle of a sensory panel (odor, color,
flavor and texture) with the use of a hedonic scale of 5 level to its respective
qualification and in this way determine the sample of greater acceptance. The results
indicated that treatment 2 based on 3% cinnamon oil and 67% apple juice is the
most preferred sensory formulation with an average of 4.01. The bromatological
analyzes indicate that the soluble solids content is 12.45% and the microbial load of
total coliforms, fecal coliforms, mesophilic aerobes, molds and yeasts was less than
the maximum limit set by the INEN 2337 standard for beverages, indicates the
efficacy of the use of cinnamon extract in a concentration of 3% to reduce the
microbial load, allowing the product to be refrigeration with a shelf life of 15 days.,
which affirms the hypothesis raised about the effectiveness of cinnamon extract as

a antimicrobial agent.

Keywords: cinnamon, INEN, microbiology, organoleptic, juice.
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1. Introduccién

1.1 Antecedentes del problema

Segun una investigacién de Morales (2015), evalué al aceite esencial de tomillo
como un aditivo alimentario en un producto lacteo (queso), el cual la extraccion la
realizé por el método de arrastre por vapor con un rendimiento cercano al 0.6% y
aplicandolo en concentraciones no mayores de 1,6%. En este estudio observo la
capacidad antimicrobiana que posee el AE de tomillo, enfocado en la reduccién
microbiana de (L. innocua y L. monocytogenes) lo que fue util en su investigaciéon
para la evaluacion de la efectividad del componente llamado timol presente en el
AE de tomillo en un 30.97% como agente inhibidor, cumpliendo con los
requerimientos microbiolégicos necesarios en el analisis de las muestras.

De acuerdo a Sanchez (2013), afirma que la aplicacion combinada de sonicacion
en aceites esenciales en la conservacion de zumos naturales de fruta tiene buenos
resultados, la obtencidon del aceite esencial de canela lo realizé por el método de
hidrodestilacién, aplicandolo en diferentes muestras de jugo de naranja y granada
respectivamente, luego realizé6 analisis sensoriales para la obtencion de un
resultado en cuanto la aceptacion de las muestras por parte de los catadores. Este
estudio determiné la combinacion de US (ultrasonido), AEC en concentraciones de
2, 3y 4% y un tratamiento térmico moderado (50 °C) con el objetivo de inhibir a S.
cerevisiae en zumo de naranja y granada. Posteriormente efectué analisis
microbiolégicos para determinar la efectividad de los tratamientos aplicados sobre
la inactivacion de E. coli, y L. Monocytogenes, dando como conclusion la eficacia
antimicrobiana en la inhibicion de los microorganismos mencionados en las

muestras de zumos en un 99.9%.
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Segun Castano (2012), comprobd la capacidad antimicrobiana de los aceites
esenciales de clavo (syzygium aromaticum) y canela (cinnamomum verum), sobre
la levadura (rhodotorula mucilaginosa) en leche chocolatada, donde obtuvo aceites
esenciales de las especies clavo y canela, utilizando un equipo Clevenger durante
2 horas para la extraccion, determind que el método mas eficaz para la extraccion.
Su obijetivo fue aplicar 2 diferentes concentraciones de aceite esencial de clavo y
canela (2% y 3%), el estudio logré demostrar una mayor capacidad antimicrobiana
del aceite de canela en ambas concentraciones (70 y 80%), por ultimo el analisis
sensorial determind una mayor aceptacion en la muestra donde se aplico el aceite
esencial de clavo de olor.

1.2 Planteamiento y formulacion del problema

1.2.1 Planteamiento del problema

Se entiende por aditivo alimentario cualquier sustancia que no se consume
normalmente como alimento, ni tampoco se usa como ingrediente basico en
alimentos, tenga o no valor nutritivo, y cuya adicién intencionada con fines
tecnoldgicos (incluidos los organolépticos) en sus fases de fabricacion, elaboracion,
preparacion, tratamiento, envasado, empaquetado, transporte o almacenamiento,
resulte o pueda preverse razonablemente que resulte (directa o indirectamente) por
si 0 sus subproductos, en un componente del alimento o un elemento que afecte a
sus caracteristicas. Esta definicion no incluye contaminantes o sustancias anadidas
al alimento para mantener o mejorar las cualidades nutricionales Codex (1995).

Dentro de los aditivos estan los agentes antimicrobianos naturales, compuestos
que son extraidos de los extractos de plantas conocidos por sus diversas
propiedades las cuales sirven como inhibidores de agentes patdégenos en los

alimentos y posteriormente alargan la vida util de los mismos (Lopez, 2013).



19

Los diferentes agentes antimicrobianos que se afiaden a los diferentes tipos de
alimentos tienen que ser GRAS, esto es establecido por la FDA (Ashta et al., 2005).

Algunos ejemplos de tantos antimicrobianos que se agregan a los alimentos de
manera sintética o natural tenemos al acido citrico, este puede ser sintético (E330)
y natural el cual desencadena reacciones quimicas que producen energia. Dicho
aditivo acidulante regula el pH y acidez en las bebidas obteniéndolo naturalmente
por extraccion de frutas citricas o de forma sintética al fermentar azicar de sacarosa
o glucosa con hongos de la familia Aspergillus Niger (Mufioz, 2014).

El acido sérbico también se considera como un conservante natural o sintético el
cual se lo utiliza en la industria alimentaria. Puede inhibir de forma efectiva el
crecimiento de mohos y levaduras, asi como el desarrollo de algunas bacterias
especialmente las aerdbicas, aumentando la vida util de los alimentos. También
inhibe determinadas enzimas de la célula microbiana como la enolasas o
lactodeshidrogenasa. Las caracteristicas del acido sérbico le permiten introducirlo
en gran variedad de productos con un pH de hasta 6,5 (Aditivos Alimentarios, 2015).

El acido benzoico se encuentra de manera natural en la canela, en las ciruelas y
en mas porcentaje en los camemoros, un tipo de grosella de Finlandia. En dicha
fruta el contenido natural de acido benzoico es muy superior al que se podria utilizar
de manera legal si se emplea como aditivo. Es util contra bacterias, mohos y
levaduras, con concentraciones aproximadas de 0,01% inhibe el crecimiento de
algunas especies, también sirve como inhibidor del acetato y la fosforilacién
.oxidativa, es un conservante barato (Pastrana et al., 2015).

Los métodos utilizados en la inhibicidn de microorganismos para lograr alargar el
tiempo de vida util de los alimentos no suelen ser muy efectivos o no cumplen

totalmente con la eliminacion de los microorganismos que estan presentes en los
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mismos. Muchos tratamientos repercuten directamente en el producto (Valor
nutricional) al exponerlos a altas temperaturas y directamente al consumidor (uso
de conservantes sintéticos) para poder cumplir con las demandas para obtener
alimentos totalmente inocuos. La aplicacion de agentes antimicrobianos naturales
que ayuden con la inhibicién total de los microorganismos también se utilizan en
ciertos casos con los antimicrobianos quimicos, pero estos por lo general pueden
exceder la cantidad necesaria, lo cual tendria un nivel alto de toxicidad lo que puede
afectar la salud del consumidor a largo plazo (Sagar et al., 2012).

Los aceites esenciales estan formados por una mezcla de terpenos, terpenoides,
aldehidos y alcoholes, estos suelen tener un valor alto en su volatilidad; dichos
compuestos son los que permiten la actividad antimicrobiana en los alimentos (Laird
y Phillips, 2012).

Las investigaciones sobre aceites esenciales estan logrando mas interés, ya que
en una cantidad considerable de estos aceites son efectivos al momento de la
inhibicion de microorganismos, también son considerados naturales sin que
ocasione dano en el consumidor, han sido nombrados sustancias GRAS en el afio
2005 por la FDA (Espina et al., 2011).

La canela contiene resinas cianogénicas, acido hidrocianico y taninos con accion
hemostatica y astringente (Martinez, 2009).

Presentando propiedades antimicrobianas. La aplicacion del aceite esencial se
realiza en diferentes aplicaciones como recubrimiento en alimentos soélidos como la
ciruela, papaya, manzana, durazno y también en la industria panadera, también se
lo aplica en bebidas lacteas y bebidas en general. Antes lo expuesto la inhibicién de
mohos en el pan, hongos en papaya, durazno, ciruelas, manzana (Ramos et al.,

2009).
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El AE de canela permite el control para la inhibicion microbiana en el caso de las
bebidas, es usado como un conservante para alargar el tiempo de vida util en las
mismas (Stashenko et al., 2009). Se ha logrado que la acciéon de estos aceites
esenciales es efectiva contra diferentes bacterias, entre ellas se encuentra la
Listeria monocytogenes, E. coli, lactobacillus spp, y Pseudomonas y Salmonella
enteritidis (Arancibia y Cando, 2014).

La accion del aceite esencial de canela va a ser dependiente de su pH y de la
actividad de agua. La capacidad antimicrobiana del aceite esencial de canela en
diferentes concentraciones 1%, 3% y 5% va a ser evaluada aplicandolas en tres
muestras de zumo de manzana (500 ml) respectivamente, posteriormente va a
permitir determinar por medio de analisis microbiologicos la capacidad de inhibicion
ayudando a extender la vida util del producto.

1.2.2 Formulacién del problema

¢ El aceite esencial de canela aumentara el tiempo de util del zumo de manzana?

1.3 Justificacion de la investigacion

Desde el punto de vista social, la investigacion pretende hacer conocer el uso de
conservantes naturales, el cual pretende orientar estrategias de alimentacion al
pais. En este caso la aplicacion de un antimicrobiano a partir del extracto de canela
(aceite esencial de canela) en un zumo natural a base de fruta sin someterlo a
tratamiento térmicos, podria lograr conservar las caracteristicas nutritivas en el
proceso de la bebida (Asuncién, 2011).

En relacion con la importancia econdmica tendra efectos significativos en las
economias locales contribuyendo con la creacion de empleo y con una nueva

innovacién en el sector agroindustrial elaborando productos naturales, cuyo unico
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conservante o aditivo sera el aceite esencial de canela, el cual servira para extender
el tiempo de vida util e incentivar el consumo de bebidas naturales (Delgado, 2012).
Este estudio podria servir como una guia para pequefias, medias, grandes
empresas y poblaciones que les interese mas el uso de un antimicrobiano natural
para la extension de la vida util de un producto, en este caso en una bebida. Se
desea determinar la aceptacién del producto con la aplicacion de las diferentes
concentraciones de aceite esencial de canela (1%, 3% y 5%), que por lo general
requieren de alimentos que sean compatibles. Se ha analizado la variabilidad en
cuanto a la composicién del aceite esencial de canela como son los terpenoides,
componente organico muy volatil el cual es uno de los mas importantes en los
aceites esenciales ya que da el olor caracteristico que cada uno posee, estando la
actividad antimicrobiana del extracto asociada con la conformacién quimica de cada
uno de sus componentes, siendo el eugenol el que actua como agente
antimicrobiano para alargar la vida util en los alimentos (Puanpronpitag y Sittiwet
2009).
1.4 Delimitacion de la investigacion
e Espacio: La presente investigacion se realizd en el Laboratorio de
Procesamiento de Alimentos de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
carrera de Ingenieria Agricola Mencién Agroindustrial.
e Tiempo: Se ejecutd en un tiempo de 6 meses.

e Poblacion: El producto fue dirigido al publico en general.
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1.5 Objetivo general

Evaluar la aplicacion del extracto de canela en el zumo de manzana para
aumentar el tiempo de vida util.

1.6 Objetivos especificos

e Medir la adicion de diferentes concentraciones del aceite esencial de canela en
el zumo de manzana.

e Verificar la aceptacién del zumo de manzana mediante un panel sensorial de
jueces no entrenados.

e Examinar parametros fisico-quimico (solidos solubles), microbiolégicos
(coliformes totales y fecales, aerobios mesofilos, mohos, levaduras) y determinar
el tiempo de vida util (aerobios mesofilos, mohos y levaduras) al tratamiento de
mayor aceptacion segun la norma NTE INEN 2 337:2008.

1.7 Hipotesis
La adicion de aceite esencial de canela como agente antimicrobiano extendera

el tiempo de vida util en un zumo de manzana.
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2. Marco teérico

2.1 Estado del arte

Un estudio realizado por Becerril (2013), muestra una comparacién de dos
antimicrobianos: uno natural y otro sintético. En esta investigacion menciona la
efectividad que tiene el aceite esencial de canela en diferentes microorganismos (E.
coli, L. monocytogenes y aerobios mesofilos) en concentracion de 2,5% aplicandolo
en un zumo a base de papaya, en donde utilizaron antimicrobianos sintéticos (citrato
de sodio:0,69) en muestras de 250 ml, su objetivo fue determinar cual conservante
era el mas efectivo. Dicha comparacién determind una diferencia de solo un 10%
entre ambos antimicrobianos, los resultados mostraron que existe un efecto
inhibidor del aceite esencial de canela (AEC) en el crecimiento de E. coli, L.
monocytogenes en un 80% y de aerobios mesdfilos en un 83%, en concentraciones
de 2.5% en muestras de 250 ml de zumo a base de papaya y el efecto de inhibicién
del sorbato de sodio fue de un 90% y 98%, siendo mas efectivo el antimicrobiano
sintético, el cual le permitié extender el tiempo de vida util del zumo, de acuerdo a
los analisis realizados.

Segun Pilar y Rincén (2013), determinaron la eficacia que tienen diferentes
aceites esenciales, como el tomillo y la canela aplicados en concentraciones de 2%,
4% y 6%, la investigacion realizada les permiti6 determinar la capacidad
antimicrobiana de cada uno de ellos aplicados en muestras de salsa de tomate. El
resultado que obtuvieron permitid verificar las capacidades inhibitorias en
microorganismos presente en la salsa (E.coli, S.aeurus y Salmonella spp). El aceite
de tomillo se aplicéd en un 2% el cual inhibié un 60%, en una concentracién de 4%
inhibié un 75% y en concentraciones de un 6% inhibieron el 90% de bacterias

presentes en la salsa. Por otro lado, el autor logré determinar la cantidad de aceite
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de canela en concentraciones de un 2% el cual inhibié un 65%, mientras que en
cantidades de 4% logrd inhibir un 82% y en concentraciones de 6% permitié la
inhibicién del 93% de microrganismos presentes en las muestras, posteriormente la
vida util del alimento se alargé 15 dias de acuerdo a los analisis que realizé el
investigador, posteriormente realizaron un analisis sensorial para determinar la
muestra de mayor aceptacion, lo cual lograron determinar que la salsa de tomate a
la que le aplicaron un 2% de aceite esencial de canela obtuvo una calificacion de 9,

Una evaluacion realizada por Ortega (2010), determiné la capacidad
antimicrobiana del aceite esencial de orégano. El objetivo del autor fue determinar
la aplicacién de 2 concentraciones de aceite esencial (150 y 200 ml/kg), el cual
utiliz6 como recubrimiento en la papaya para determinar la inhibicion de mohos
(Aspergillus, Penicillumy Rhizopus spp). El resultado obtenido de esta investigacion
permitié logar la inhibicion de Rhizopus spp. y Aspergillus spp. en concentraciones
de 150ml/kg, y por ultimo logro la inhibicidn de Penicillum spp. en concentraciones
de 200 ml/kg por cada 150kg de muestra, logrando medir la capacidad inhibitoria
del aceite aplicada como recubrimiento en una fruta.

Segun Olivares y Lépez (2013), el potencial antimicrobiano que incluyen aceites
esenciales y sus componentes como el eugenol son efectivas en la erradicacion de
los microorganismos. El objetivo principal fue la aplicacién de aceites esenciales de
naranja, canela y romero en una bebida natural a base de zumo de frutas en
concentraciones de 1.5% de aceite de naranja aplicado en zumo de granadilla, 2%
de aceite de canela en zumo de naranja y 2.5% de aceite de romero en zumo de
manzana. Segun el autor de acuerdo a los analisis realizados, obtuvieron como
resultado la inhibicion de mohos levaduras y aerobios mesodfilos en un 85.5% en

concentraciones de 1.5% de AE de naranja en la muestra a base de zumo



26

granadilla, inhibiciéon en un 90.0% en concentraciones de 2% de AE de canela en
zumo de naranja, y por ultimo lograron determinar la inhibicién entre un 94.5% en
concentraciones de 2.5% de AE de canela en el zumo a base de manzana por cada
100ml de muestra, resultados que permitieron extender la vida util 20 dias mas.
Posteriormente evaluaron los efectos del aceite esencial de canela sobre la calidad
sensorial, donde lograron una aceptabilidad alta por parte de los catadores al
momento de su evaluacion. La muestra con concentraciones de 2.5% de aceite de
romero tuvo una calificacion de 9 (bueno) y la concentracion de 1.5% de aceite de
naranja tuvo una calificacién de 10(excelente), en comparacion a la muestra que
presentaba un 2% de aceite esencia de canela la cual tuvo una calificacion de 8
(bueno).

2.2 Bases tedricas

2.2.1 Agentes antimicrobianos

Los agentes antimicrobianos se utilizan como aditivos, pero no todos tienen la
capacidad de cumplir dicha funcién, la efectividad de algunos son dependientes del
pH. Un antimicrobiano sea esta natural o sintético es una sustancia que elimina o
inhibe el crecimiento de microorganismos, tales como bacterias, hongos o parasitos
y de esta forma garantizar la inocuidad del alimento y la salud de sus consumidores.
Posteriormente para que se logre un control eficaz se los usa de manera individual
o combinandolos con métodos térmicos para una mayor efectividad (Alvarez, 2006).

Existe una gran variedad de antimicrobianos sintéticos aplicados en los
alimentos, qué van a lograr un efectivo control en agentes patdégenos presentes en
los mismos, aunque al ser sintéticos pueden causar una intoxicaciéon al aplicar
cantidades excesivas, no reglamentarias, siendo ésta una preocupacion para el

consumidor (Nedorostova et al., 2009).
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2.2.2 Antimicrobianos naturales

Hay diferentes compuestos naturales que estan presentes en algunas plantas, y
especias, que se las obtiene por medio de aceites esenciales. Dichos aceites han
mostrado una funcién antimicrobiana efectiva para una mejor comprensién de las
respuestas bacterianas frente a la inhibicion de microrganismos patégenos
presentes en los alimentos, es por ello que dichas sustancias naturales tienen
efectos similares frente a antimicrobianos sintéticos (Upadhyay, 2010).

Las propiedades quimicas de los antimicrobianos naturales, es una alternativa
para optimizar la eficacia en cuanto la conservacion de alimentos, en ciertos casos
para bajar el porcentaje en la perdida de nutrientes al ser aplicados a tratamientos
térmicos a altas temperaturas (UHT) (Rodriguez, 2010).

2.2.3 Canela (Cinnamomum Verum)

2.2.3.1 Descripcion general

La canela es una especia muy utilizada para dar sabor y aroma. Su origen es de
la India, la canela es la zona interna de la corteza del canelo, arbol perteneciente a
la familia de las Lauraceas, de 7 a 8 metros de altura que se cultiva en zonas
tropicales. Se caracteriza por poseer forma de ramas secas con tonos rojos,
amarillentos o marrones, aroma agradable y sabor intenso entre dulce y amargo,
tiene un amplio uso por sus propiedades y caracteristicas, se aplica en la cocina
como ingrediente alimenticio, también se extrae aceite de canela y se lo aplica
gastrondmicamente (Gago, 2017).

Las propiedades de la canela son muy utiles y van mas alla en el uso de un simple
condimento, también es muy usado en el ambito de la salud por sus beneficios
medicinales. Su aceite esencial se extrae de su extracto para un mayor

aprovechamiento de sus caracteristicas, el cual también es utilizado, pero en un
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menor porcentaje en los alimentos procesados como un antimicrobiano natural en
la inhibicidon de microorganismo presentes en los mismos (Flores y Rojas, 2018).

Hay dos tipos de canela, Cinnamomum verum, que es conocida por canela
original o la canela Ceilan que se cultiva en Sri Lanka-Asia, y en segundo lugar esta
la Cinnamomum aromaticum, que se la conoce como Cassia que se caracteriza por
tener un color pardo grisaceo (Eco, 2008).

2.2.3.2 Taxonomia de la canela

El arbol de la canela es un pequefio arbol o arbusto perennifolio con corteza
papiracea. Puede alcanzar 10 m de altura en su estado ertsevlissilvestre, pero se
poda en arboles mas pequefios y densos para facilitar su cultivo. Hoja perenne, casi
opuestas, con 3 venas prominentes, simples, coriaceas, largas y aromaticas. Flores
en paniculas, hermafroditas, muy inconspicuas. La corteza interna que se extrae
pelando y frotando las ramas y que una vez desprendida, es a su vez separada y
vuelta a pelar. Las cortezas se enrollan una dentro de otra hasta formar una barra
de aproximadamente un metro de largo que se seca y blanquea antes de su
comercializacién (Jacome, 2019).

Crecen en climas con mucha humedad y lluvia acompanados con un rico
contenido de materia organica. Pertenecientes al reino: Plantae, orden Laurale,
familia: Lauraceae, genero: Cinnamomum, especie: Cinnamommum verum (Lorea
et al., 2011).

2.2.3.3 Composicion nutricional

La composicion nutricional cambia de acuerdo a la cantidad ingerida, predomina
la presencia de la vitamina C, vitamina B (tabla 1) y minerales como calcio, potasio

y fosforo (tabla 2) también cuenta con muchos minerales en su composicion también
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se encuentra aldehido cinamico, felandreno, eugenol y pineno, estas moléculas son
las que ejercen la actividad antimicrobiana (Dighe et al., 2019).

Tabla 1. Composicion nutricional, vitaminas

Vitaminas Cantidad (mg) CDR(%)
Vitamina B1 0.08 6.7%
Vitamina B2 0.14 10.8%
Vitamina C 28.5 31.7

Las 3 principales vitaminas presentes en la canela.

Dighe, 2009

Tabla 2. Composicion nutricional, minerales
Minerales Cantidad (mg) CDR(%)

Sodio 26 1.6%
Calcio 1228 102.3%
Hierro 38.07 475.9%
Magnesio 0 0%
Fosforo 61 8.7%
Potasio 500 25%

Cantidad en mg de seis tipos de minerales en la canela.

Dighe, 2009

2.2.3.4 Aceite esencial de canela

Los aceites esenciales se caracterizan por ser un medio liquido de tipo aceitoso
aromatico, por lo general se los extrae por el método de hidrodestilacion. Se les
denomina aceite esencial por su composicion y consistencia a partir de material
vegetal, los aceites esenciales tienen caracteristicas antivirales y anti-fungicas
(hierbabuena, salvia que estan y en el clavo de canela, anis, laurel, tomillo) que han
sido estudiadas y analizadas como una excelente y efectiva fuente de nuevos
compuestos antimicrobianos, los cuales se los puede usar como una diferente forma
para preservar los alimentos (Solérzano y Mirando, 2011).

El aceite esencial de canela se distingue por sus propiedades fendlicas, es decir
compuestos organicos cuyas estructuras moleculares contienen al menos un grupo

fenol, un anillo aromatico unido al menos a un grupo funcional hidroxilo. El aceite
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esencial contiene un 4-10% de eugenol que actia como antimicrobiano en los
aceites esenciales y también estan compuestos de aldehidos como el
cinamaldehido en un 90 y 95%, el cual es un compuesto organico responsable del
sabor y del olor caracteristico de la canela (Danjanovic et al.,2005).

Se trata de un liquido amarillo palido y viscoso que se presenta de forma natural
en la corteza del arbol de la canela y otras especies del género Cinnamomum, estos
dos compuestos son predominantes (Sanchez, 2013).

El cinamaldehido fue aislado por primera vez del AE de hojas de canela
(Cinnamomum zeylanicum) en 1834 por Bumas y Peligot. El producto natural es el
trans-cinamaldehido, cuya molécula consiste en un grupo fenol unido a un aldehido
insaturado, clasificado como GRAS (generally regarded as safe) por la FDA y su
uso esta aprobado en los alimentos (Roda, 2013).

El compuesto cinamaldehido tiene un punto de ebullicion de 252 °C. Dicho
compuesto es el que le ofrece a la canela su sabor y olor caracteristico y actua como
agente antimicrobiano (Gémez y Lopez. 2009).

La composicion quimica del aceite esencial varia de acuerdo a su especie, a las
temperaturas, humedad, luminosidad y el método de extraccion empleado (Montero
et al., 2009).

La concentracién de aplicacion varia de acuerdo a la composicidn de compuestos
que presentan en su naturaleza, asi como también las moléculas predominantes y
el método de extraccion que se emplee (Da Porto et al., 2009).

2.2.3.5 Extraccién del aceite de canela

Entre los diferentes métodos para la extraccion del aceite esencial se encuentran

el macerado, sumersion, hidrodestilacion y la extraccion por arrastre con vapor
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sencillo, en seco y al vacio, incluso se los obtiene por presion en frio. También se
usa la extraccion con solventes, entre ellos el hexano

El aceite de canela ha demostrado una mayor capacidad antimicrobiana en la
aplicacion de diferentes bebidas, siendo efectivo en la inhibicion de diferentes tipos
de microorganismos (Seow et al., 2014).

Tabla 3. Composicion quimica del aceite esencial de canela

COMPONENTE TIEMPO DE

MAYORITARIO PROCENTAJE RETENCION (MIN)
p-menta-1,5-dieno 90 6.8
m-cimeno 91 7.4
A-terpineno 97 7.8
a-ocimeno 96 8.0
a-pineno 95 8.2
Terpinoleno 96 9.5
Linalol 95 21.8
Eugenil acetato 97 224
Cinamaldehido 97 27.0
Benzoato acetato 96 27.0

Componentes predominantes presentes en el aceite esencial de canela.
Danjanovic, 2005

2.2.3.6 Aplicacion del aceite esencial (concentraciones)

Se aplican para condimentar carnes, embutidos, helados etc., en la preparacién
de bebidas alcohdlicas, no alcohodlicas, en refrescos, como recubrimiento en las
frutas perecederas, en zumos etc. y en las bebidas naturales para extender la vida
util del mismo, por lo general las concentraciones que se usan para que no haya
alteraciones en sus caracteristicas organolépticas son aproximadamente del 1y 2%
dependiendo del alimento (Mora et al., 2016).

En general el uso de los aceites esenciales son principalmente aplicados en
bebidas y en productos carnicos como recubrimiento para la inhibicién de bacterias

al momento de su almacenamiento, esto va a permitir alargar el tiempo de vida util
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de los alimentos y la calidad de los mismos, la capacidad inhibitoria va a depender
de la cantidad (concentracion) de aceite esencial que se aplique (Garcinufio, 2013).

2.2.4 Manzana (Pyrus malus L.)

2.2.4.1 Generalidades

Es una fruta pomacea comestible, su forma es globosa hundida de extremo a
extremo, presenta varios colores, amarillo, verde y rojo, posee un sabor muy dulce,
formadas por pequenas semillas localizadas en el endocarpio. EI hombre desde
tiempos antiguos aprendié de manera adecuada sembrar el manzano, no se conoce
exactamente su origen, pero hay investigaciones que dicho fruto es originario del
Caucaso-Turkia y actualmente es uno de los frutos mas comercializados a nivel
mundial con una extensa aplicacion a nivel industrial por sus diversos usos
alimentarios al momento de procesarlo (Saldivar, 2017).

2.2.4.2 Taxonomia del arbol de manzano

Arbol mediano, mide 4m de altura, posee una copa redondeada con numerosas
ramas. Su tronco posee una corteza agrietada, posee con 4-4 flores hermafroditas,
consta con un caliz de cinco sépalos, una corola de 5 pétalos blancos, con uia
milimétrica y 20 estambres. La manzana florece en la primavera, y por lo general
suele madurar en otofio (Davila, 2007).

2.2.4.3 Composicion nutricional

En general la manzana es una de las frutas mas completas ya que es muy ricas
en energia, proteinas, agua, calcio, potasio, vitaminas (tabla 4). Entre otros

componentes.
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Tabla 4. Composicion nutricional

Por 100g de porcidn Por 200 g de porcién

comestible comestible
Energia (Kcal) 53 89
Proteinas (g) 0,3 0,5
Agua (9) 85,7 144
Calcio (mg) 6 10,1
Potasio (mg) 120 202
Vitamina E (mg) 0,2 0,3

Valores nutricionales en porciones comestibles de 100 y 200 g. de manzana.
Davila, 2007

2.2.4.4 Zumo de manzana

El jugo 0 zumo de manzana es una bebida que es manufacturada de manera
casera, se la envasa y luego se la comercializa en los establecimientos publicos,
dicha bebida tiene una buena concentracion de acido fendlico, el porcentaje de
zumo debe ser mayor al 60% para evitar que la presencia de otros ingredientes
opaque las caracteristicas organolépticas de la fruta (Onieva, 2014).

Los zumos que se preparan de manera industrial se los realiza mediante una
serie de pasos adecuados que preservan las caracteristicas fisicas, quimicas,
organolépticas y nutricionales de la fruta que proceden. Pueden ser turbios o de
color claro y éstos deben contener todas las caracteristicas nutricionales presentes
en la fruta, se le pueden anadir sustancias aromaticas y aromatizantes volatiles por
procedimientos fisicos aplicados de manera adecuada del mismo tipo de fruta,

Codex (2005).
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2.2.5 Tiempo de vida util

La vida util de una bebida es el tiempo el cual este se conserva y que es apto
para el consumo humano. Los jugos naturales hecho a base de zumo fruta son muy
perecederos, el zumo de manzana cuando se lo elabora de manera artesanal sin
aplicar tratamientos térmicos o sin la aplicacion de conservantes sintéticos la
duracién del mismo va entre los 2 a 3 dias, se requiere extrema limpieza y mucha
precaucion durante el proceso (Nufiez, 2013).

2.2.5.1 Estabilidad microbioldgica y fisico-quimica del zumo de manzana

2.2.5.1.1 Microbioldgica

La actividad microbioldgica presente en las bebidas naturales puede presentar
variaciones en cuanto su carga microbiana, en el zumo de manzana ocasiona
pardeamiento cuando no es pasteurizado.

Los microorganismos presentes son levaduras, mohos y bacterias mesofilos,
esto se produce cuando se trabaja con una materia prima con mala higiene, es decir,
infectadas. Esto produce la proliferaciéon de hongos con niveles de patulina de 200
ppm y ocasiona la pérdida del producto y una posible intoxicacion en el consumidor
(Lujan, 2010).

Es decir, una proliferacion microbiana elevada se presenta por una mala
elaboraciéon y por un almacenamiento no adecuado. La reproduccién de
microorganismos aerobios mesofilos son los que se desarrollan cuando hay
presencia de oxigeno a una temperatura de 30 y 40 °C. El control microbioldgico y
fisico-quimico es de acuerdo a lo establecido en la norma INEN para jugos y
concentrados de pulpa, el cual se basa en la determinacion de microorganismos

presentes en el alimento, INEN (2006).
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2.2.5.1.2 Propiedades quimicas (sélidos solubles)

Las propiedades quimicas estan determinadas en los parametros determinados
dentro de la vida util del alimento para su consumo, por ello se controla estas
propiedades para tener las caracteristicas especificas en los zumos de frutas
(Porcar, 2016).

Los grados Brix son los que miden la cantidad o el porcentaje en peso de los
soélidos solubles que se encuentran presente en las bebidas, la cifra o el valor
obtenido se lo expresa por 100 gramos de producto. En la bebida a partir del zumo
de manzana el nivel es de 6.0 minimo en solidos solubles, INEN (2008).

2.2.5.1.3 Caracteristicas organolépticas del zumo de manzana

Es una técnica de medicién que va a permitir observar las caracteristicas de un
alimento y otros materiales que son percibidas por los sentidos. El jugo debe ser
claro o turbio y debe poseer las caracteristicas de la fruta procedente, la pulpa debe
tener las caracteristicas sensoriales propias de la fruta, tanto la pulpa como el jugo
tiene que estar libres de sabores raros y de olores desagradables que repercutan
en la calidad propia de la bebida (Gonzalez, 2016).

La turbidez es la poca claridad en los alimentos liquidos. En el caso de los zumos
hechos a base de fruta la turbidez siempre va a depender de la cantidad de los
sélidos solubles en suspension. El color es un aspecto fundamental para el
consumidor en cuanto la calidad de un alimento, mientras mejor color tenga es
mucho mas agradable, en los zumos la alteracion se produce al momento de
almacenarlo y del proceso adecuado al momento de su elaboracién (Vasquez,

2015).
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2.3 Marco legal

2.3.1 Norma Técnica Ecuatoriana 2074

Aditivos alimentarios permitidos para consumo humano. Lista positiva.
Requisitos.

La presente norma se aplica a los aditivos alimentarios permitidos y sus
condiciones en que pueden ser empleados en todos los alimentos, cualquiera que
sea su naturaleza u origen; natural, artificial o mixto.

2.3.2 Norma técnica ecuatoriana - NTE INEN 1 529 5:2006

Control microbiolégico de los alimentos. Determinacion de la cantidad de
microorganismos aerdbicos mesofilos (ver anexo 2).

2.3.3 Norma técnica ecuatoriana — NTE INEN 2 337:2008

Jugos, pulpas, concentrados, néctares bebidas de frutas. Requisitos quimicos y
microbiolégicos (ver anexo 3).

2.3.4 Norma técnica ecuatoriana obligatoria — NTE INEN 1 529-8:1990

Control microbiolégico de alimentos. Determinacion de coliformes totales vy
fecales (ver anexo 4).

2.3.5 Norma técnica ecuatoriana opcional - NTE INEN 1 529-10:1998

Control microbiologico de alimentos. Mohos y levaduras viables, recuento en

placa por siembra en profundidad (ver anexo 5).
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3. Materiales y métodos

3.1 Enfoque de la investigaciéon

3.1.1 Tipo de investigacion

La investigacion descriptiva, se enfocd a partir de realidades de hecho y su
enfoque predomina en llegar a conocer las situaciones, costumbres y actitudes
predominantes a través de la descripcion exacta de las actividades, objetos,
procesos. Su meta limita a la prediccion e identificacion de las relaciones que
existen entre dos o mas variables. De acuerdo a lo reportado en el uso del aceite
esencial de canela, este extiende la vida util debido a que disminuye el indice
microbiano presente en el jugo de manzana. La aplicacion de un método cientifico
permitié6 establecer contacto con la realidad a fin de conocer y formular nuevas
teorias o modificar las existentes.

3.1.2 Diseino de investigacion

El disefio de investigacidon del presente trabajo consisti6 en un disefio
experimental, este se basé de manera cuantitativa y cualitativa en la aplicacion de
diferentes concentraciones de aceite esencial de canela; el cual se aplicé como un
conservante en una bebida natural hecha a base de jugo de manzana para extender
el tiempo de vida util.

3.2 Metodologia

3.2.1 Variables.

Este proyecto fue una investigacion experimental y descriptiva ya que se busco
recolectar datos una vez realizados los analisis microbioldgicos y sensoriales.

3.2.1.1 Variable independiente

Concentracion del aceite esencial de canela (1%, 3% y 5%) en tres cantidades

de 500ml zumo de manzana.


https://www.ecured.cu/index.php?title=Teor%C3%ADas&action=edit&redlink=1
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3.2.1.2 Variable dependiente

Analisis microbioldgicos (levaduras y mohos, coliformes totales y fecales,
aerobios mesofilos), quimico (sdélidos solubles) y analisis sensorial mediante la
escala hedonica.

3.2.2 Tratamientos

Para el presente trabajo se realizaron 3 tratamientos con la variable
independiente mencionada. Los valores tomados en cuenta se muestran en la tabla
5 junto con el resto de los ingredientes.

Tabla 5. Diseino de los tratamientos a analizar

Ingredientes Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3
G % g % g %

Pulpa de

manzana 690 69 670 67 650 65

Aceite de

canela 10 1 30 3 50 5

Agua 220 22 220 22 220 22

Azucar 80 8 80 8 80 8

TOTAL 1000 100 1000 100 1000 100

La tabla de tratamientos se la realiza con el fin de experimentar las diferentes
formulaciones, generando una variedad de porcentajes en sus variables
independientes y complementos.

Sesme, 2019.

En el tratamiento 1 se analizé la efectividad antimicrobiana del aceite esencial de
canela en un porcentaje menor a los 2 tratamientos restantes y con una cantidad de
pulpa de manzana mayor a los 2 tratamientos.

Las variables independientes del T2 sera menor en lo que corresponde la pulpa

de manzana y mayor en el aceite de canela, donde fue mas efectiva la accion

antimicrobiana que en el T1.
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El dltimo tratamiento presentdé una formulacion diferente a los T1 y T2,
presentando una cantidad menor de zumo de manzana y un porcentaje mayor de
aceite de canela, las demas variables seran iguales en los T1, T2y T3.

3.2.3 Recoleccion de datos

3.2.3.1 Recursos

Se realizé un panel sensorial compuesto por 30 personas no entrenadas, para
poder analizar los parametros como color, sabor, olor y textura mediante una escala
hedonica de 1 a 5.

3.2.3.1.1 Equipos

e Licuadora

e Balanza analitica sensible al 0,1 mg
e Pipeta de 5ml

e Mechero Bunsen

3.2.3.1.2 Materiales y utensilios

e Cuchillo

e Envases plasticos
e Cofia

e Mandil

Guantes

e Mascarilla
3.2.3.1.3 Ingredientes

e Manzana
e Aceite de canela
e Agua

e AzUcar



3.2.4 Métodos y técnicas

3.2.4.1 Diagrama de flujo de la elaboracién del zumo de manzana

Recepcidn de
materia prima

Selecciony
pelado

Lavado

Extraccion

Pasteurizacion

Envasado

Almacenamiento

Figura 1. Diagrama de flujo de la elaboracién del zumo de manzana.
Sesme, 2019.
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3.2.4.1.1 Descripcién del proceso

Recepcion de materia prima:

Se receptaron y se seleccionaron las manzanas sanas y con mejor aspecto.

Seleccién:

Se eligid la fruta con mejor aspecto y de mayor calidad, de esta manera se
aseguré a la fruta idénea para el zumo.

Pelado:

Se elimind el corazén de la manzana y se sometio posteriormente a un pelado
donde se eliminé la piel (cascara).

Lavado:

Constituye la primera etapa de la linea de procesado. La fruta fue sometida a un
lavado enérgico con agua, siendo su objetivo garantizar la higiene.

Extraccion:

Una vez lavada la manzana, se sometid posteriormente a un troceado de la
misma para su respectiva extraccion.

Pasteurizacion:

Se pasteurizé el zumo de manzana a una temperatura de por un tiempo de 16 a
31 segundos.

Envasado:

Se envas6 el zumo de manzana en envases medianos (500ml) y se afiadieron
las concentraciones de aceite esencial de canela.

Almacenamiento:

El producto se almacené adecuadamente a una temperatura de 4°C a 5°C.
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3.2.4.2 Requisito microbiolégico

El criterio microbiolégico para un alimento define la aceptabilidad de un producto
o0 un lote de alimento, el cual esta basado en la ausencia o presencia, o en la
cantidad de microorganismos, incluidos parasitos, y/o en la cantidad de sus
toxinas/metabolitos por unidad o unidades de masa, volumen, superficie o lote, el
cual los hace alimentos de calidad e inocuos para el consumo (Cabrera, 2013).

3.2.4.3 Recuento de Coliformes (totales y fecales)

Este método se basa en la determinacién del numero mas probable (NMP) por la
técnica de dilucion en tubos, en donde se utiliza el medio liquido selectivo caldo
verde brillante bills-lactosa para ensayo presuntivo y cada tubo que presente gas
son confirmados en agar Eosina azul de metileno (EMB). Se realizan las diluciones
con una pipeta estéril y se procede a transferir 1cm? de la dilucién 10-' a cada uno
de los tres tubos que contengan 10cm? de caldo BBGL. Con otra nueva pipeta estéril
transferir 1cm de la dilucién 102 en cada uno de los tubos que contengan 10cm?del
medio, se procede de igual manera con otras diluciones. Se incuban tos tubos a
30°C para productos refrigerados que se mantienen a temperatura ambiente por 48
horas. Transcurrida las 48 horas anotar en cada dilucion como presuntos positivos
todos los tubos que presentes crecimiento con produccion suficiente de gas como
para llenar el tubo céncavo Durhan, el menisco llegaria hasta donde las paredes se
harian paralelas. Se agitan cada uno de los tubos presuntamente positivos y con un
asa de inoculacion a partir de cada uno de ellos sembrar por estria en la superficie
de placas individuales secas de Agar EMB (5.2) e identificar las placas. Invertir las
placas e incubarlas a 30°C para productos refrigerados y 35°C para productos que
se mantienen a temperatura ambiente por 24 horas. Si al término del periodo de

incubaciéon hay desarrollo de colonias lactosas positivas las cuales son negras o se
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presentan colonias mucoides de color rosa o naranja, confirman la presencia de
coliformes, INEN (1990).

3.2.4.4 Recuento de mohos y levaduras

Este método se basa en el cultivo entre 22°C y 25°C de las unidades
propagadoras de mohos y levaduras, utilizando la técnica de recuento en placa por
siembra en profundidad y un medio que contenga extracto de levadura, glucosa y
sales minerales. Se procede con una pipeta estéril, pipetear, por duplicado,
alicuotas de 1 cm?® de cada dilucion de manera decimal en placas Petri. Debido a la
rapida sedimentacion de las esporas en la pipeta, mantenerla pipeta en una posicion
horizontal (no vertical) posicionarse cuando se llena con el volumen apropiado de la
suspension inicial y diluciones. Agitarla suspension inicial y diluciones con el fin de
evitar la sedimentacion de microorganismo que contienen particulas. Inoculacién e
incubacion. Sobre una placa de agar previamente fundido, utilizando una pipeta
estéril, transferir 0.1 ml de la muestra si es liquido o 0.1 ml de la suspension inicial
en el caso de otros productos. Sobre una segunda placa de agar, utilizando una
pipeta estéril fresco, transferir 0.1 ml de la dilucién decimal primera (10-1) dilucién
(producto liquido), o 0.1 ml de la diluciéon 10-2 (otros productos). Para facilitar el
recuento de bajas poblaciones de levaduras y mohos, los volumenes pueden llegar
hasta 0,3 ml de una dilucién 10-1 de muestra, o de la muestra de prueba, si es
liquido, puede ser extendido entres placas. Repetir estas operaciones con
diluciones posteriores, utilizando una pipeta estéril nueva para cada dilucion
decimal. Si se sospecha un rapido crecimiento de mohos se sospecha, extender el
liquido sébrela superficie de la placa de agar con un esparcidor estéril hasta que el
liquido se encuentre completamente absorbido en el medio. Incubar las placas

preparadas aerdbicamente, con las tapas superiores en posicidon vertical en la
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incubadora a 25°C+1°C durante 5 dias. Si es necesario, deje las placas de agar
de pie con luz natural difusa durante 1 dia a 2 dias. Se recomienda incubarlas
placas en una bolsa de plastico abierta con el fin de no contaminar la incubadora
en el caso de la difusién de los mohos de los platos, INEN (2013).

3.2.4.5 Analisis sensorial

Para la obtencion de informacién necesaria se realizaron pruebas de degustacion
en la Universidad Agraria del Ecuador a un grupo de 30 personas (catadores no
entrenados) seleccionadas en edades de 15 a 29 afios, con el fin de conocer si el
producto cumple con los parametros establecidos evaluando caracteristicas de
aroma, color, sabor y textura a los 3 tratamientos mediante la escala heddnica en
una medida de 1 a 5 (Ver anexo 1).

3.2.5 Analisis estadistico

El tipo de disefio experimental que se realizé en la presente investigacion es un
disefio completamente al azar (DCA) con 3 tratamientos y 30 repeticiones, donde
las repeticiones fueron el panel sensorial el cual permitioé analizar las caracteristicas
organolépticas del producto, aplicando una tabla hedodnica para medir del 1 al 5 para
determinar la aceptacion del producto. Se realiz6é un test de Friedman al 5% para
determinar el producto de mayor aceptacion. Ademas, se realizé un analisis de
varianza mediante la tabla Anova.

Tabla 6. Analisis de varianza utilizando ANOVA

Fuentes de variacion Grados de Libertad
Tratamientos (3-1)=2
Panelistas (30-1) =29
Error (3-1)(30-1) =58
Total (3*30) -(1) = 89

Evaluacion sensorial de los diferentes tratamientos a analizar y los panelistas
participantes.
Sesme, 2019
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4. Resultados

4.1 Adicién de diferentes concentraciones del aceite esencial de canela en
el zumo de manzana.

Para el desarrollo de los tres tratamientos de una bebida de jugo de manzana
con extracto de canela, se desarrollaron mezclas con tres concentraciones de aceite
de canela en las siguientes proporciones: tratamiento 1 (1% de aceite de canela y
69% de zumo de manzana); tratamiento 2 (3% de aceite de canela 'y 67% de zumo
de manzana); tratamiento 3 (5% de aceite de canela y 65% de zumo de manzana).
El uso de aceite de canela se realizé con el objetivo del control microbiano, pero al
ser adicionado junto con el zumo de manzana, se debid analizar su incidencia en
las caracteristicas organolépticas de la bebida final eligiendo por medio de un panel
sensorial la bebida de mayor aceptacion.

4.2 Verificacion de la aceptacion del zumo de manzana mediante un panel
sensorial.

La evaluacion de la aceptacion sensorial se realizd por degustacion de los 3
tratamientos por parte de un panel sensorial en donde se evaluaron los parametros:
olor, color, sabor y textura, utilizando una escala hedodnica de 5 niveles para la
calificacion. Los datos fueron agrupados (ver Anexo 2) y posteriormente fueron
analizados por medio de un analisis de varianza para obtener las medias
estadisticas (ver Anexo 3). También se considero el nivel de significancia (p valor),
ya que en caso de presentar valores mayores a 0.05 de significancia, las muestras
en estudio no son semejantes entre si

4.2.1 Evaluacion del olor

El nivel de significancia obtenido fue de 0.0105, lo que indica que el olor en los 3

tratamientos no es similar, presentando diferencias en al menos 1 tratamiento.
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En la tabla 7 se puede observar que la formulaciéon 3 presenta la mayor media
con un valor de 2,20, seguido del tratamiento 2 cuya media es de 2.18, ambos
tratamientos tienen similitudes estadisticas y estan representados con la letra (B).
En el caso de la formulacion 1 su promedio fue de 1.62, teniendo la menor
aceptacion en el olor, tal como se muestra a continuacion.

Tabla 7. Evaluacion de la media estadistica del olor

Suma  Medias(Ranks

Tratamiento N E.E
Ranks )

T1 V.Zumo500ml

V.AC.0.6m.. 48,50 1,62 30 A

T2 V.Zumo500ml 65,50 2,18 30 B

V.AC.0.9m..

T3.V.Zumo500mI.V.AC.1.3m. 66,00 2,20 30 B

Medias con una letra en comun no presentan diferencias significativas.
Sesme, 2019

4.2.2 Evaluacion del color

El nivel de significancia obtenido de los datos de la evaluacion del color en las 3
bebidas fue de 0.283 (ver Anexo 3), lo que no existen diferencias significativas en
el color de las tres muestras en estudio.

En la tabla 8, en la evaluacion de la media estadistica del color se puede observar
que la formulacién 2 presenta la mayor media con un valor de 2.17, sin embargo,
presenta similitudes con el tratamiento 3 cuya media es de 2.02, y con el tratamiento
1 es de 1.82. Los tres tratamientos se encuentran en la misma categoria
representados con la letra (A) en la columna del error experimental (E.E), lo que

indica que no hay diferencias significativas, tal como se muestra a continuacion.



47

Tabla 8. Evaluacion de la media estadistica del color

Tratamiento Suma (Ranks) Media(Ranks) n E.E
T1V.Zumo500ml V.AC. 0.6m.. 54,50 1,82 30 A
T3 V.Zumo500mI V.A.C. 1.3... 60,50 2,02 30 A
T2 V.Zumo500ml V.AC. 0,9m.. 65,00 217 30 A

Medias con una letra en comun no presentan diferencias significativas.

Sesme, 2019

4.2.3 Evaluacion del sabor

En la tabla 9 se puede observar que la formulacion 2 presenta la mayor media
con un valor de 2.27, el tratamiento 3 cuya media es de 1.97 presenta similitudes
con el tratamiento 1 cuya media es de 1.77. El tratamiento 1 y 3 se encuentran en
la misma categoria representados con la letra (A), lo que indica que las diferencias
en el sabor son minimas o nulas, tal como se muestra a continuacién. Pero hay una
diferencia significativa con el tratamiento 2 representado con la letra (B), lo que
indica una mayor aceptacién en este tratamiento en cuanto al sabor.

El nivel de significancia obtenido del analisis de varianza en torno al sabor fue de
0,0938 (ver Anexo 3), lo que indica que existen diferencias significativas en el sabor
en los tratamientos 2 y 3, tal como se muestra en la columna del error experimental
(E.E), en donde las formulaciones estan catalogadas bajo la letra A, tal como indica
la tabla 9.

Tabla 9. Evaluacion de la media estadistica del sabor

Tratamiento Suma(Ranks) Media(Ranks) n E.E
T1 V.Zumo 500ml V.AC. 0.6m.. 53,00 1,77 30 A
T3 V.Zumo 500ml V.A.C. 1.3.. 59,00 1,97 30 A
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9m.. 68,00 2,27 30 B

Medias con una letra en comun no presentan diferencias significativas.
Sesme, 2019
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4.2.4 Evaluacion de textura

El p valor o nivel de significancia de la textura en los 3 tratamientos fue de 0.1020
(ver Anexo 3), lo que indica que la textura en los 3 tratamientos no presenta
diferencias significativas.

En la tabla 10 se puede observar que la formulacién 2 presenta la mayor media
con un valor de 2.15, sin embargo, presenta similitudes con el tratamiento T3 cuya
media es de 2.12, y con el tratamiento 1 cuya media es de 1,73. Los tres
tratamientos se encuentran en la misma categoria representados con la letra (A), lo
que indica que las diferencias en la textura son minimas, tal como se muestra a
continuacion

Tabla 10. Evaluacion de la media estadistica de la textura

Tratamiento Suma(Ranks) Media(Ranks) n
T1V.Zumo 500mI V.AC. 0.6m.. 52,00 1,73 30
T3 V.Zumo 500mI V.A.C. 1.3.. 63,50 2,12 30
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9m.. 64,50 2,15 30

Medias con una letra en comun no presentan diferencias significativas
Sesme, 2019

4.2.5 Resumen del analisis de varianza

La determinacién del tratamiento de mayor aceptacion sensorial se realizd
mediante el calculo del promedio global de los parametros evaluados: color, olor,
sabor y textura, obtenido los siguientes resultados

Tabla 11. Eleccién del tratamiento de mayor aceptacién sensorial

Formulacién Olor Color Sabor Textura  Promedio
Formulacion 1 3.53A 3.67A 3.53A 3.53A 3.57
Formulacién 2 4.178 3.97A 4.108 3.80 4.01
Formulacion 3 4.108 3.834 3.70% 3.834 3.87

Medias estadisticas de los parametros evaluados en los 3 tratamientos.
Sesme, 2019
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La determinacién de la media general indica que el tratamiento 2 a base de 3%
de aceite de canela y 67% de zumo de manzana es la formulaciéon de mayor
preferencia sensorial con una media de 4.01, seguido del tratamiento 3 con una
media de 3.86, siendo el tratamiento 1 la formula de menor aceptacién con una
media de 3.56.

4.3 Evaluacion fisico-quimica y microbiolégica de la bebida de mayor
aceptacion

La evaluacion bromatologica de la bebida de mayor aceptacion se realizé en base
a las especificaciones de la norma INEN 2337 para jugos y bebidas, en donde se
detalla que toda bebida debe ser analizada en su concentracion de solidos solubles
y en los parametros microbiolégicos de Coliformes totales, Coliformes fecales,
Aerobios mesdfilos, Mohos y levaduras.

El contenido de sélidos solubles fue de 12.45%, la norma INEN 2337 indica un
minimo de 6 °Brix para bebidas que contengan jugo de manzana, con lo cual se
cumple lo especificado en la normativa.

El contenido microbioldgico indicd la presencia de coliformes totales, aerobios
mesdfilos, mohos y levaduras, por debajo del limite maximo tolerable senalado en
la norma INEN 2337 para bebidas (ver Anexo 6).

Tabla 12. Anadlisis fisicos quimicos y microbiolégicos

rE:I?:ay:;s Unidad Resultado Requisitos Métodos/Ref.
Sélidos Solubles % 12.45 AOAC 21593214 C
Coliformes totales  NMP/cm3 <3 <10 BAM 8th (MEO8-PG20
Coliformes Fecales NMP/cm3 <3 <10 AOAC 21st 966.23
Aerobios mesofilos UFC/cm3 <3 <10 AOAC 21st 966.23
Mohos y levaduras  UFC/cm3 <3 <10 AOAC 21st 997.02

Analisis basados en la norma INEN 2337 para jugos y bebidas
Sesme, 2019
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4.4 Determinacién del tiempo de vida util por medio del control

microbiolégico

La determinacion de la vida util se baso en estudios para determinar la estabilidad

de formulacion de mayor aceptacion. Para ello se realizaron analisis de aerobios

mesdfilos, hongos y levaduras para evaluar el tiempo de conservacion. Estos

analisis se realizaron en 3 periodos: analisis inicial, control 1 y control 2, tal como

se detalla a continuacion:

Tabla 13. Analisis inicial de vida (til

Ensayos \; :iad  Resultado Requisitos Métodos/Ref.
realizados

Aerobios AOAC 21st 966.23

e UFC/cm? 1.0 x 10" <10 (MEO03-PG20- PO02-7.2

mesofilos M)

Mohos AOAC 21st 997.02

| y UFC/cm? 1.0 x 10" <10 (MEOQ7-PG20- PO02-7.2
evaduras

M)

Analisis inicial de evaluacion de estabilidad

Sesme, 2019

El control inicial se realizé el 7 de diciembre de 2019 presentando valores

inocuidad en los analisis realizados, posteriormente se desarroll6 el primer control

6 dias después tal como muestra la tabla 14.

Tabla 14. Primer control del analisis de vida util

En§ayos Unidad Resultado Requisito Métodos/Ref.
realizados s
Aerobios AOAC 21st 966.23
. UFC/cm3 1.0 x 10" <10 (MEO3-PG20- PO02-7.2
mesofilos M)
Mohos AOAC 21st 997.02
y UFC/cm?3 1.0 x 10 <10 (MEO7-PG20- PO02-7.2
levaduras M)

Analisis realizado el 13 de diciembre del 2019

Sesme, 2019
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El primer control reflej6 que la carga microbiana esta por debajo del limite
maximo, por ello se realizé un segundo control 10 dias después, inspeccionado los
mismos parametros iniciales de aerobios meséfilos, hongos y levaduras, obteniendo
los resultados detallados en la tabla 15.

Tabla 15. Segundo control del analisis de vida util

Unidad Resultado Requisitos Métodos/Ref.
Aerobios AOAC 21st 966.23
e UFC/cm? 1.0 x 10" <10 (MEO03-PG20- PO02-7.2
mesofilos M)
Mohos AOAC 21st 997.02
y UFC/cm3 1.0 x 10" <10 (MEO7-PG20- PO02-7.2
levaduras M)

Analisis realizado el 23 de diciembre del 2019
Sesme, 2019

Dado el comportamiento microbiolégico del producto de jugo de manzana con
extracto de canela, el tiempo de vida util es de 15 dias en condiciones de
refrigeracion (4°C a 7°C) estables, tal como lo indican las pruebas de laboratorio

realizadas (ver anexo 7).
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5. Discusion

En el presente trabajo se realizé la adicion de extracto de canela en zumo de
manzana con la finalidad de servir como agente antimicrobiano, para ello se
utilizaron concentraciones del 1%, 3% y 5%, permitiendo el desarrollo de 3
tratamientos compuestos de la siguiente forma: T1 utilizé6 69% de zumo, 1% extracto
de canela, 22% de agua, 8% de azucar; en el T2 se utilizd 67% de zumo, 3%
extracto de canela, 22% de agua, 16% de azucar; y en el T3 se emple6 65% de
zumo, 5% extracto de canela, 22% de agua, 8% de azucar). En estudios similares
los autores Pilar y Rincén (2013), citan que la aplicaciéon de aceites esenciales en
concentraciones de 2 y 6% permiten potenciar el sabor de los alimentos, a su vez
el autor Ortega (2010), argumenta que la aplicacion de aceites esenciales como
recubrimiento en frutas, mejoran las caracteristicas organolépticas en aplicaciones
de 100 y 200 ml/kg, de acuerdo con lo argumentado por Ortega (2010), Pilar y
Rincén (2013) se puede afirmar sus teorias, es decir que en concentraciones
establecidas correctamente puede potenciar de manera positiva el sabor de los
alimentos, en cuanto a la comparacidén con la investigacion realizada, se pudo
determinar que la muestra 2 con un porcentaje de 67% de zumo de manzana y 3%
de extracto de canela permitid lograr mejorar las caracteristicas organolépticas de
la bebida, lo que afirma las teorias de los autores mencionados anteriormente.

La determinacion de la bebida de mayor aceptabilidad por medio del panel en la
evaluacion sensorial se pudo concretar que el tratamiento 2 obtuvo una mayor
aceptacion en todos sus parametros por parte de los catadores. Los autores
Olivares y Loépez (2013), indican que las muestras de su bebida elaborada a base
frutos verdes con adicién de aceites esenciales como la canela, naranja y romero

fueron evaluadas por los catadores, en donde las muestras con concentraciones de
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1.5, 2 'y 2,5 obtuvieron calificaciones de 8, 9 y 10 en la evaluacion sensorial. A su
vez los autores Pilar y Rincon (2013), citan que la adicion de aceite esencial de
canela en una muestra de salsa de tomate en concentraciones aproximadas de 2%
potencia de manera significativa las caracteristicas organolépticas de su producto,
de acuerdo con sus andlisis sensoriales obtuvieron una calificacion de 9. En
comparaciéon a lo acotado por los autores anteriores se puede verificar que los
resultados obtenidos en la investigacion son similares, ya que al tratamiento 2 al
cual se le aplicd un 3% de extracto de canela logré obtener una calificacion de 4, lo
que quiere decir que la adicidon de aceite de canela y aceites esenciales en general
no es un factor que impida la elaboracion de bebidas naturales a base de fruta con
un alto grado de aceptabilidad, sin embargo, su incorporacién no debe superar
rangos del 1 al 3%.

Los analisis bromatolégicos de la bebida indicaron una concentracion de solidos
solubles de 12.45% debido al aporte del zumo de manzana, y en los analisis
microbiolégicos se determind que la concentracion de Coliformes totales,
Coliformes fecales, Aerobios mesdfilos, Mohos y levaduras esta por debajo del
limite maximo tolerable senalado segun indica la norma NTE-INEN 2337 para jugos
y zumos de frutas. Lo que permitié definir un tiempo de vida util fue de 15 dias en
condiciones de refrigeracién, donde la bebida no sufri¢ alteraciones sensoriales. El
autor Becerril (2013), menciona la efectividad que tiene el aceite esencial de canela
en diferentes microorganismos. Sus resultados mostraron que existe un efecto
inhibidor del aceite esencial de canela (AEC) en el crecimiento E. Coli, L.
Monocytogenes y aerobios mesdfilos superior al 80% con el uso de concentraciones
de 2.5%, extendiendo el tiempo de vida util a 15 dias. Por su parte Olivares y Lépez

(2013), evaluaron los aceites esenciales en zumos a base de frutas con
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concentraciones no mayores a 3% dando como resultado la eficacia antimicrobiana
en las bebidas a base de zumo para la inhibicion de mohos, levaduras y aerobios
mesofilos en rangos aproximados de 85.5% y 94. 5, resultados que permitieron
extender la vida util su bebida en 20 dias. En base a lo mencionado por Becerril
(2013), Olivares y Lopez (2013), se puede comparar que los resultados
microbioldgicos obtenidos en la investigacion son iguales y no discrepan con las
teorias de los autores, ya que el tratamiento 2 al cual se le aplicdé un 3% de aceite
esencial de canela fue altamente efectivo en la inhibicion de microorganismos tales
como aerobios mesofilos, mohos y levaduras, permitiendo alargar el tiempo de vida

de la bebida de manzana en 15 dias.
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6. Conclusiones

El desarrollo de la investigacion permitid obtener las siguientes conclusiones:

Se realiz6 la adicién de concentraciones al 1%, 3% y 5% de aceite esencial de
canela en los tres tratamientos a base zumo de manzana, con la finalidad de servir
como un agente antimicrobiano natural, en donde la mezcla de los ingredientes
permitié generar la obtencion de una bebida con un ligero gusto a canela, a la cual
posteriormente se le realizé un analisis sensorial para calificar sus caracteristicas
organolépticas.

La determinacién de la bebida de mayor aceptabilidad realizada con la
participacion del panel y evaluacién, cuyos resultados se tabularon y se evaluaron
mediante la prueba de Friedman, la cual dejé observar las calificaciones de las
medias estadisticas en todos los parametros (olor, sabor, color y textura). El
tratamiento 2 presentd la mayor preferencia en el olor, sin embargo, existe un grado
de similitud al comparar las del tratamiento 1 y 3. En el parametro del color el T2 fue
superior en la media obtenida, presentado un valor de 2.17 con relacion a los
tratamientos 1 y 3 que presentaron medias de 1,82 y 2,02 respectivamente. En la
evaluacion del sabor, el T2 presentd la mayor preferencia con una media de 2.27
con relacion al tratamiento 1 y 3 los cuales presentaron valores de 1,77 y 1,97. El
parametro de la textura presentd que los tratamientos 2 y 3 tuvieron similitudes
estadisticas al presentar un nivel de aceptacion similar, al obtener una media de
2,15 y 2,12. Concluyendo que el tratamiento 2 presentd el mayor grado de
aceptacion en los parametros evaluados, mas sin embargo se puede mejorar tanto
su textura y olor para alcanzar un mayor grado de aceptacion.

Los analisis bromatoldgicos de la bebida indicaron una concentracion de solidos

solubles de 12.45% debido al aporte del zumo de manzana, en los analisis



56

microbiolégicos se determind que la concentracion de Coliformes totales,
Coliformes fecales, Aerobios meséfilos, Mohos y levaduras esta muy por debajo del
limite maximo tolerable, segun indica la norma NTE-INEN 2337 para jugos y zumos
de frutas. Ademas, los analisis de laboratorio indicaron que el tiempo de vida util fue
de 15 dias en condiciones de refrigeracion, sin sufrir alteraciones en sus parametros
organolépticos, concluyendo que el extracto de canela ejerce una funcion efectiva
como conservante en una concentracion del 3% para reducir la carga microbiana

presente en el zumo natural a base de manzana.
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7. Recomendaciones

El analisis de los resultados y conclusiones permitio desarrollar las siguientes
recomendaciones.

El extracto de canela puede ser utilizado como preservante en bebidas
elaboradas de manera artesanal, siempre y cuando se respete la normativa NTE
INEN 2337, en donde sus fabricantes en muchas ocasiones desconocen de las
normas de seguridad del uso de aditivos sintéticos.

Se aconseja desarrollar nuevas investigaciones con diferentes tipos de frutas con
la finalidad de conocer nuevas opciones de bebidas naturales de buena calidad, las
cuales se puedan elaborar y comercializar.

Se sugiere analizar el uso de nuevas concentraciones de extracto de canela
aplicados en la bebida a base de zumo manzana, con el objetivo de conocer si en
condiciones diferentes de almacenamiento y en un porcentaje de aceite esencial
mayor al 3% pueda ejercer una mayor capacidad antimicrobiano que permita

extender el tiempo de vida util a mas de 15 dias.
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9. Anexos

9.1 Anexo 1. Resultados de la encuesta sensorial

Tabla 16. Datos del analisis del olor en los 3 tratamientos

Encuestados Olor
T1 T2 T3

1 5 5 5
2 1 4 3
3 4 5 5
4 5 3 4
5 4 2 5
6 2 4 3
7 3 5 2
8 4 5 5
9 2 5 3
10 4 5 4
11 4 4 5
12 2 5 5
13 4 4 5
14 3 4 5
15 3 5 3
16 5 4 5
17 3 5 3
18 4 5 4
19 5 3 3
20 5 3 5
21 4 5 5
22 3 3 1
23 2 3 4
24 3 2 2
25 5 5 5
26 4 4 4
27 3 5 5
28 3 4 5
29 4 5 5
30 3 4 5
Total promedio 3,53 417 4.1

Encuesta de los 3 tratamientos correspondientes al olor.

Sesme, 2019
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Tabla 17. Datos del analisis del color en los 3 tratamientos

Color
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Encuesta de los 3 tratamientos correspondientes al color.

Sesme, 2019



Tabla 18. Datos del analisis del sabor en los 3 tratamientos

Sabor
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Encuesta de los 3 tratamientos correspondientes al sabor

Sesme, 2019



Tabla 19. Datos del analisis de textura en los 3 tratamientos

Textura
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Total promedio 3,53 3,80

Encuesta de los 3 tratamientos correspondientes a la textura
Sesme, 2019
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9.2 Anexo 2. Analisis de varianza

Tabla 20. Analisis de la varianza del olor

Variable N R2 Rz Aj Ccv
Olor 90 0,51 0,24 24,09
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo Ill)
F.V. SC gl CM F p-valor
Modelo. 53,53 31 1,73 1,92 0,0157
Tratamientos 7,27 2 3,63 4,05 0,0226
Repeticiones 46,27 29 1,60 1,78 0,0315
Error 52,07 58 0,90
Total 105,60 89
Analisis estadistico de la evaluacién del olor
Sesme, 2019
Tabla 21. Prueba de Friedman del parametro del olor
T1 V. Zumo 500ml V.AC. 0.6m. 1,62
T2 V. Zumo 500ml V.AC. 0,9m. 2,18
T3 V. Zumo 500mI V.A.C. 1,3m. 2,20
Promedio 493
Nivel de Significancia 0,0105

Minima diferencia significativa entre suma de rangos = 12,695
Sesme, 2019

Tabla 22. Determinacion de la media estadistica del olor

Tratamientos guma Medias(Ranks) n E.E
anks

T1V.Zumo500ml V.AC.0.6m.. 48,50 1,62 30 A

T2 V.Zumo500mI V.AC.0.9m.. 65,50 2,18 30 B

T3.V.Zumo500ml.V.AC.1.3m.. 66,00 2,20 30 B

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,050)
Sesme, 2019

Tabla 23. Analisis de la varianza del color

Variable N R? R2 Aj Ccv
Color 90 0,31 0,00 21,54
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo lll)

F.V. SC _ d CM F p-valor
Modelo. 17,84 31 0,58 0,85 0,6843

Tratamientos 1,36 2 0,68 1,00 0,3741
Repeticiones 16,49 29 0,57 0,84 0,6920
Error 39,31 58 0,68

Total 57,16 89

Analisis estadistico de la evaluacion del color
Sesme, 2019
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Tabla 24. Prueba de Friedman del parametro del color

T1 V. Zumo 500ml V.AC. 0.6m. 1,82
T2 V. Zumo 500mI V.AC. 0,9m. 2,17
T3 V. Zumo 500mlI V.A.C. 1. 3. 2,02
Promedio 1,29
Nivel de significancia 0,2836

Minima diferencia significativa entre suma de rangos = 13,139
Sesme, 2019

Tabla 25. Determinacion de la media estadistica del color

Suma

Tratamientos Rank Medlas)(Ranks N E.E
S

T1 V. Zumo500mI V.AC. 0.6m.. 54,50 1,82 30 A

T3 V. Zumo500mI V.A.C. 1.3... 60,50 2,02 30 A

T2 V. Zumo500mI V.AC. 0,9m.. 65,00 2,17 30 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,050)
Sesme, 2019

Tabla 26. Analisis de la varianza del sabor

Variable N R? R? Aj Ccv
Sabor 90 0,40 0,08 28,43

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo lll)
F.V. SC 4l CM_F p-valor
Modelo. 44,64 31 1,44 1,25 0,2296
Tratamientos 5,09 2 254 221 0,1193
Repeticiones 39,56 29 1,36 1,18 0,2884

Error 66,91 58 1,15

Total 111,56 89

Analisis estadistico de la evaluacion del sabor
Sesme, 2019

Tabla 27. Prueba de Friedman del parametro del sabor

T1 V. Zumo 500ml V.AC. 0.6m. 1,77
T2 V. Zumo 500ml V.AC. 0,9m. 2,27
T3 V. Zumo 500mI V.A.C. 1. 3. 1,97
Promedio 2,47
Nivel de significancia 0,0938

Minima diferencia significativa entre suma de rangos = 13,612
Sesme, 2019
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Tabla 28. Determinacion de la media estadistica del sabor

Suma .
Tratamientos Rank Medlas)(Ranks n E.E
S
T1 V. Zumo500mI V.AC. 0.6m.. 53.00 1,77 30 A
T3 V. Zumo500mI V.A.C. 1.3... 59.00 1.97 30 A
T2 V. Zumo500ml V.AC. 0,9m.. 68.00 2,27 30 B
Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,050)
Tabla 29. Analisis de la varianza de la textura
Variable N R2 R2 Aj CcVv
Textura 90 0,44 0,14 22.4
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo lll)
F.V. SC al CM F p-valor
Modelo. 31,68 31 1,02 1,47 0,1030
Tratamientos 1,62 2 0,81 1,17 0,3191
Repeticiones 30,06 29 1,04 1,49 0,0986
Error 40,38 58 0,70
Total 72,06 89
Analisis estadistico de la evaluacion de la textura
Sesme, 2019
Tabla 30. Prueba de Friedman del parametro de la textura
T1 V. Zumo 500ml V.AC. 0.6m. 1,73
T2 V. Zumo 500ml V.AC. 0,9m. 2,15
T3 V. Zumo 500ml V.A.C. 1. 3. 2,12
Promedio 2,37
Nivel de significancia 0,1020
Minima diferencia significativa entre suma de rangos = 12,761
Sesme, 2019
Tabla 31. Determinacion de la media estadistica de la textura
Suma .
Tratamientos Rank Medlas)(Ranks n E.E
S
T1 V. Zumo500mI V.AC. 0.6m.. 52.00 1,73 30 A
T3 V. Zumo500mI V.A.C. 1.3... 63.50 212 30 A
T2 V. Zumo500ml V.AC. 0,9m.. 64.50 2,15 30 A

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



9.3 Anexo 3. Medidas de resumen

Tabla 32. Antecedente de la evaluacion sensorial (T1)

75

Variable de calificacion Encuestas Olor Color Sabor Textura
T1 V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 1 5 2 2 3
T1 V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 2 1 3 4 4
T1V.Zumo 500ml V.AC. 0.6ml 3 4 3 3 4
T1 V.Zumo 500ml V.AC. 0.6ml 4 5 5 5 4
T1 V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 5 4 3 4 3
T1 V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 6 2 3 3 4
T1V.Zumo 500ml V.AC. 0.6ml 7 3 4 3 4
T1V.Zumo 500ml V.AC. 0.6ml 8 4 4 4 3
T1 V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 9 2 4 4 3
T1 V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 10 4 4 4 4
T1 V.Zumo 500ml V.AC. 0.6ml 11 4 4 4 4
T1V.Zumo 500ml V.AC. 0.6ml 12 2 3 4 3
T1V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 13 4 4 4 4
T1 V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 14 3 3 3 4
T1 V.Zumo 500ml V.AC. 0.6ml 15 3 3 4 2
T1 V.Zumo 500ml V.AC. 0.6ml 16 5 4 4 4
T1 V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 17 3 3 3 3
T1V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 18 4 4 4 4
T1 V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 19 5 5 5 5
T1 V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 20 5 5 5 5
T1 V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 21 4 4 3 3
T1 V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 22 3 3 1 1
T1 V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 23 2 3 3 3
T1 V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 24 3 4 2 4
T1V.Zumo 500ml V.AC. 0.6ml 25 5 4 1 3
T1V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 26 4 4 5 5
T1 V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 27 3 5 3 4
T1 V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 28 3 3 4 2
T1 V.Zumo 500mI V.AC. 0.6ml 29 4 5 5 4
T1 V.Zumo 500ml V.AC. 0.6ml 30 3 2 3 3

Calificacion realizada por medio del uso de una escala heddnica de 5 niveles

Sesme, 2019



Tabla 33. Antecedente de la evaluacidon sensorial (T2)
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Variable de calificacion Encuestas Olor Color Sabor Textura
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 1 5 4 5 4
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 2 4 4 4 3
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 3 5 5 5 5
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 4 3 4 2 4
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 5 2 3 3 3
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 6 4 4 4 2
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 7 5 5 5 5
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 8 5 5 5 5
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 9 5 5 5 5
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 10 5 4 5 4
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 11 4 4 4 4
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 12 5 5 5 4
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 13 4 3 4 2
T2 V.Zumo 500mI V.AC. 0,9ml 14 4 4 4 4
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 15 5 4 5 4
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 16 4 3 4 3
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 17 5 4 4 4
T2 V.Zumo 500mI V.AC. 0,9ml 18 5 4 5 4
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 19 3 3 4 5
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 20 3 2 3 2
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 21 5 4 5 4
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 22 3 3 4 3
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 23 3 3 4 4
T2 V.Zumo 500mI V.AC. 0,9ml 24 2 4 2 2
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 25 5 5 5 4
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 26 4 4 3 4
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 27 5 4 4 5
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 28 4 4 3 4
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 29 5 4 4 4
T2 V.Zumo 500ml V.AC. 0,9ml 30 4 5 4 4

Calificacion realizada por medio del uso de una escala heddnica de 5 niveles

Sesme, 2019



Tabla 34. Antecedente de la evaluacion sensorial (T3)

7

Variable de calificacion Encuestas Olor Color Sabor Textura
T3 V.Zumo 500mI V.A.C. 1.3ml 1 5 5 5 4
T3 V.Zumo 500mI V.A.C. 1.3ml 2 3 3 1 4
T3 V.Zumo 500ml V.A.C. 1.3ml 3 5 3 5 4
T3 V.Zumo 500ml V.A.C. 1.3ml 4 4 4 2 4
T3 V.Zumo 500ml V.A.C. 1.3ml 5 5 4 5 5
T3 V.Zumo 500mI V.A.C. 1.3ml 6 3 4 3 2
T3 V.Zumo 500mI V.A.C. 1.3ml 7 2 3 1 4
T3 V.Zumo 500mI V.A.C. 1.3ml 8 5 4 5 4
T3 V.Zumo 500ml V.A.C. 1.3ml 9 3 4 3 4
T3 V.Zumo 500mI V.A.C. 1.3ml 10 4 3 4 4
T3 V.Zumo 500ml V.A.C. 1.3ml 11 5 5 5 5
T3 V.Zumo 500mI V.A.C. 1.3ml 12 5 4 5 5
T3 V.Zumo 500mI V.A.C. 1.3ml 13 5 4 5 3
T3 V.Zumo 500mI V.A.C. 1.3ml 14 5 5 5 4
T3 V.Zumo 500mI V.A.C. 1.3ml 15 3 3 3 3
T3 V.Zumo 500mI V.A.C. 1.3ml 16 5 4 3 5
T3 V.Zumo 500mI V.A.C. 1.3ml 17 3 3 4 5
T3 V.Zumo 500mI V.A.C. 1.3ml 18 4 4 4 4
T3 V.Zumo 500mI V.A.C. 1.3ml 19 3 3 4 5
T3 V.Zumo 500mI V.A.C. 1.3ml 20 5 5 3 3
T3 V.Zumo 500mI V.A.C. 1.3ml 21 5 5 5 5
T3 V.Zumo 500mI V.A.C. 1.3ml 22 1 2 2 2
T3 V.Zumo 500ml V.A.C. 1.3ml 23 4 4 5 3
T3 V.Zumo 500ml V.A.C. 1.3ml 24 2 4 1 4
T3 V.Zumo 500ml V.A.C. 1.3ml 25 5 5 5 3
T3 V.Zumo 500ml V.A.C. 1.3ml 26 4 4 3 3
T3 V.Zumo 500mI V.A.C. 1.3ml 27 5 4 3 3
T3 V.Zumo 500ml V.A.C. 1.3ml 28 5 4 4 3
T3 V.Zumo 500ml V.A.C. 1.3ml 29 5 3 4 4
T3 V.Zumo 500ml V.A.C. 1.3ml 30 5 3 4 4

Calificacion realizada por medio del uso de una escala hedonica de 5 niveles

Sesme, 2019



78

9.4 Anexo 4. Resumen estadistico

Tabla 35. Medidas resumen del tratamiento de mayor aceptacion

Formulacién Olor Color Sabor Textura Promedio
Formulacion 1 3.53 3.67 3.53 3.53 3.56
Formulacion 2 417 3.97 410 3.80 4.01
Formulacion 3 4.10 3.83 3.70 3.83 3.86

Datos obtenidos por medio del uso del software estadistico Excel.
Sesme, 2019

9.5 Anexo 5. Ficha de evaluacion sensorial - formulario de evaluaciéon

FECHA HORA

Usted tiene en frente tres muestras de zumo de manzana. Por favor observe y deguste cada
una.

Indique el grado de aceptacion que a usted le parezca al momento de degustar cada atributo
de cada muestra, escribiendo el numero correspondiente en la linea del cédigo de la muestra.

Tabla. Interpretacion de las muestras (cédigos)

Me gusta mucho 5
Me gusta poco
No me gusta ni 3
me disgusta
Me disgusta poco 2
Me disgusta 1
mucho

Calificacion para cada atributo

Cadigo Olor Color Sabor Textura

T1
T2
T3

¢ Qué opina sobre las 3 muestras que prob6?

Figura 2. Ficha de evaluacion sensorial.
Sesme, 2019




9.6 Anexo 6. Resumen estadistico

=

(:,\5 Resultados
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aa
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Nueva tabhla 1741042019 - 1:12:27 - [Versidn 24/04/2018]
Hedidas resumen
Variable de calificacion Variahle n Media D.E. Var(n-1) CV Min Max

T1 ¥.Zumo 500ml V.AC. O.6m.. Olor 30 3,53 1,07 1,15 30,40 1,00 5,00
T1 V.Zuweo 500ml V.AC. O.6m.. Color 30 3,67 0,84 n,71 23,02 2,00 5,00
T1 V.Zumo 500ml V.AC. O.6m.. Sabor 30 3,53 1,07 1,15 30,40 1,00 5,00
T1 V.Zuwo 500ml V.AC. O.6m.. Textura 30 3,53 0,90 0,81 25,46 1,00 5,00
T1 V.Zuwo 500ml V.AC. 0O.6m. Encuestados 30 15,50 5,80 77,50 56,80 1,00 30,00
Tz V.Zumo 500ml W.AC, 0O,5m.. Olor 30 4,17 0,95 0,90 22,80 2,00 5,00
T2 ¥.Zuwo 500ml V.AC. 0,5m.. Color 30 3,97 0,76 0,59 19,28 2,00 5,00
T2 ¥.Zumo 500ml V.AC. O,9m.. Sabor 30 4,10 0,88 0,78 21,58 2,00 5,00
T2 V.Zuwo 500ml V.AC. 0O,5m.. Textura 30 3,80 0,92 0,86 24,34 2,00 5,00
T2 ¥.Zumo 500ml V.AC. 0,%9m.. Encuestados 30 15,50 8,80 77,50 56,80 1,00 30,00
T3 V.Zumo 500ml W.A.C. 1.3.. Olor 30 4,10 1,16 1,33 28,18 1,00 5,00
T3 V.Zuwo 500ml V.i.C. 1.3.. Color 30 3,83 0,79 0,63 20,65 2,00 5,00
T3 ¥.Zumo 500ml V.L.C. 1.3.. Sabor 30 3,70 1,32 1,73 35,59 1,00 5,00
T3 V.Zuwo 500ml V.A.C. 1.3.. Textura 30 3,83 0,87 n,76 22,81 2,00 5,00
T3 V.Zuwo 500ml V.L.C. 1.3. Encuestados 30 15,50 8,80 77,50 56,80 1,00 30,00

EstDesc ExtDesc EstDesc EstDesc |EstDesc

79

Figura 3. Resumen estadistico
Sesme, 2019
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9.7 Anexo 7. Analisis fisico-quimico y microbiolégico

RO1-PG23-POC2-T 8

Informe: 19-10/0095-1001 |

Datos del Cliente

Nombre: SESME VELARDE ANDY BERNALD lTllihno: osEIz4528
Direccion: UINICH CIVICA MZ 1602 5L 21

Identifi cacién de la 1 etig
Nombre: Zume de manzana Cadigo muestra: TE-10/008E-MO01
Marca comarcial: MiA Lote: i)
Refersncia: Juao a puipa de Frutas Facha alaboracidn: alh i k]
Envase: Bof=la pastice Fecha expiracion. HIN2Ng
Conservacion de la muestra: Refnigesacion 0°FC - 4 °C Fecha recepcion: 24102019
Fecha anallsis: 24002018 Vida atil: 31 Dias
Caontenido neto declarade: 500 ml
Presentaciones: 500 ml
Cond, climati del y Temp A 22.5°C £ 2570+ Y Humedad Relative 55% 1 15%

Andlisis Fislco - Quimicos

Ensayos realizados Unidad Resultado Requisitos MétodosiRel,
Solidos Solubles * kil 1245 — ACAC 2981 93274 07
Anilisis Microbioldgicos
Ensayos realizados Unidad Resultado Requisitos Metodos/Ref,
Coliformes tofales MIFCma <3 =3 BANM Bth (MEDS-FG20-
POO2-7:2 M}
Coliformes Fecales FIMPicend -3 =3 BAM &th (MEDE-PG20)-
PO0Z.72 M}
Aerobios mesofilos UFCicm3 <10 <10 AOAC 2151 966,23
[WMEQ3-PG20- POD2-7.2 M)
Maohes v levaduras UFCiem3 <10 <10 ADAC 21t 807 02
(MEQT-PG20- POD2-72 M)

Lo resultados emifidos comesponden sxclusivamente 3 la muestra proporionada por ef cliente

Las opiniones | interpretaciones / elc, que se indican a continuacion, estan FUERA del alcance de acreditacion del SAE.
* Obzervaciones:
La muestra analizada 5! cumale con los requssiios micrebiolcqioos solictados por el cherte para JUGOS, PULFAS, CONCENTRADOS, MECTARES, BEBIDAS DE FRUTAS Y
VEGETALES, sequn fa Nomia HNTE INEN 2337 2008
Lios resubtados mcobologicos se encuantran registriadoes en el cusdemo ntermo de tabajo de mcrotsslogia, on la paging 1905858

Se realizaron los parametros bromsloiogicos solicitados por &l cliente.

Leos resultados bromaioldgicos se encuentran reqisrados &n &l cuaderna intesna de trabajo KH pdgina 147 83

Vigente desds 18/0%2019 REV. 01 1de2

Figura 4. Andlisis bromatolégicos segun las especificaciones de la norma INEN
2337
Sesme, 2019



9.8 Anexo 8. Analisis de vida util
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Informe de Ficha de Estabilidad: 19-12/0036-M001 ]

Datos del Cliente

RO1-PG2I-PO0ZT B

Nombre: SESME VELARDE ANDY BERNALD |Teiéfur|u: OREN24620
Direceion: UMION GMCA MZ 1802 5L 21
Identificacion de la muestra | etiqueta
Nombre: Zumo de marzana | pasleurizado) Codige muestra: 18120036 M01
Marca comercial: {173 Lots: A
Normativa de Referencia: NTE INEN 2337-2(08 JUGDS O PULPAS PASTEURIZADD: GENERAL | Fecha elaboracién: 07122088
Envase: hlfa Fecha sxpiracion: 22208
Conservaclon de la musstra: Refrigerarcion G°C - 470 Fecha recepelon: 08/122M8
Fecha andlisis: 1 202018 Fecha inlelo prusha: 0812208
Contenlde neto declarade: 500 ml Fecha trmine prueba: 7012020
Presenmcionas: 500 ml
Cond. elimiticas del ensayo: Temperatura 2.5 °C = 2.6 °C+ Y Humedad Relauva 85% = 16%
Amilfisis Inicial
Anglisis Microbiolégicos
Ensayos realizados | Unidad Resultado Requisitos Métodos/Ref.
Aarobios mesdlilos UFCicm3 1 0x10%1 =10 ADAC 216t BRG 23
(MED3-PG2{- POO2-T-2 M)
Mohos ¢ levaduras UFClema 1.0 101 <10 MO 211 987 .02
{MEDT-PG20- POQ2-7 2 M}
Control #1 - 13/12/2019
Andlisls Microbiologicos
Ensayos realizados Unidad Resultado Requisitos Metodos/Ref.
Aerobios mesofios * UFCicm3 1.0x 101 <10 HOAC 2151 960,23
(MEDS-PG20- POD2Z-T 2 M)
Mabios v levaduras * UFC/iomd 1.0 10 <10 ADAC21s1997.02
(MEOT-PGAL PODRT 210 *

Vigente desde 19122010

REV. (2

Tded

Figura 5. Analisis de vida util, primera hoja

Sesme, 2019




RO1-PG2I-PO027 8

Informe de Ficha de Estabilidad: 19-12/0036-M001

Control #2 - 23/12/2019
Anilisis Microbiologicos

Enszayos realizados Unidad Resultada Requisitas Matodos/Raf_

Aerobios mesoilos * UFCicm3 1.0x10M <10 ADAC 2151 96623
(MED3-PGZ0- POOZ-T.2 M) *

Maohos v levaduras UFCiem3 1 010" =10 ADAC 2151897 02
(MEDT PGI0- POD2-T 2 M) "

Las opinlones | Interpretaciones f etc. que se indican a continuacion, estin FUERA del alcance de acreditacion del SAE,

* Observaciones:
Los resultadas emitidns comesponden exclusivamente 8 [ muestra y a 3 informacion proparoonada por el cliente
Dado & comportamenio mecrokologico del producio Zumo de manzana (pasteunzado), el t=mpo o2 wda abl es ge 15 dias en condiciones de egeracon estable.
Log resultadas rmecrobividgloos se encueniran registratdos en el cuademo miemo de babaio de microbiclogla, en la paging 19-07068, 1907212, 1807448

1.- * Pardmetros No Acreditados

-9 Parametros Subcortratados

3. En migrobioloala los valores expresados como < 1.0, < 1.1, < 18, < 2, « 3,y « 10 se estiman ausencia de acuerdo al método.

4 - Las conira muestras se almacenan en el labaratona considemndo su tempa de wida ulil y se desachan en un fiempo maximo de 1 mes postenar a la enfrega del infarme de
resultados,

b - Los msultanos comespondan exclusivamanta a la muesira analizada y proparcionada por el dliente

i - Resmpresicn de informes oz resuliacdas se realizan con un plazo maximo de 5 afias a partir de S0 e mision

7.- Solicilud de cambios o revisiones del informe de resultados se aceptan con un plazo méximo. de B meses postenoes 8 fe enlega del mismo. La soficiud debe estar
téenicaments justificada a oriterio del laboratorio

B.- Valido Gricarmente en el documiento onginal.

& Prohibida la reproduccion total o parcial de este documente por cualguer medio sin permiso escrito de Laboratono PROTAL

Regla de Decision pam la declaracdn de conformidad E laboratorio documenta la regla de decisidn con el cliente antes del ingreso del ftem de ensaye v por ninguna
circunstancia se podrd realzar madificaciones par supresian del valor da incedidumibre, cambio de nomativa, cambio de requisitos efe

Para eslo se considerard los sigulentss criterlos.

- Para pammetros que tengan requisio maximo de cumplimiento, si & esultatdo de la madicion mas fa incertidumbre expandida no supera el requisfio maximo, se declarara
CUMPLIMIENTO.

- Para paramelros que lengan requisito maximo de cumplimient, si el resultade del ensayo mas B incerlidumbre expandida supeta el requisito méximo, se declarad NO
CUMPLIMIENTO.

- Para pardmetros que lengan requisito minmo de cumghmiento, si el esullsdo del ensaye menos la incestidumbre expandida-supera € requsio minimo, s declarara
CUMELIMIENTD

- Para parametros gue tengan requestio mirimo de cumplimiento, si el resultado de! ensayo menas la incertdumbre expandida es inferor al requisito minimo, se declarara MO
CUMPLIMIENTQ.

Vigenle desde 191272019 REV. 02 2del

Figura 6. Analisis de vida util, segunda hoja
Sesme, 2019



9.9 Anexo 9. Elaboracion de tratamientos

Figura 7. Recepcién de la materia prima
Sesme, 2019

Figura 8. Lavado de la manzana
Sesme, 2019
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Figura 9. Pelado de la manzana
Sesme, 2019

Figura 10. Balanza, pesado de los ingredientes
Sesme, 2019
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Figura 11. Balanza, pesado de los ingredientes
Sesme, 2019

Figura 12. Balanza, pesado de los ingredientes
Sesme, 2019
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Figura 13. Balanza, pesado de los ingredientes
Sesme, 2019

Figura 14. Balanza, pesado de los ingredientes
Sesme, 2019
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Figura 15. Elaboracion del zumo de manzana
Sesme, 2019

Figura 16. Adicion de extracto de canela
Sesme, 2019
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Figura 17. Envasado
Sesme, 2019

Figura 18. Tratamientos de jugo de manzana con extracto de canela
Sesme, 2019
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Figura 19. Evaluacion sensorial
Sesme, 2019

Figura 20. Panel sensorial
Sesme, 2019

AT LR
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9.10 Anexo 10. Normativas para el control microbiolégico de alimentos

INEN

INSTITUTO ECUATORIANO DE NORMALIZACION

Qulte - Eauador

NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN 1 529-5:2006
Primera revision

CONTROL MI(;R()BI()L(’)GICO DE LOS ALIMENTOS.
DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE
MICROORGANISMOS AEROBIOS MESOFILOS. REP.

Primera Edicion

MICROBIOLOGICAL CONTROL IN FOOUS. DETERMINATION OF THE QUANTITY OF AEROBIC MESOPHILIC
MICRODROANIGMSE. PCA

il Egoon

DEBCRIPTORES: Microbioiogin de loy sinenios. onusyo, REP.
AL 01.05-303

COU 57967

GHL; 5320

ICS: 07.200.30:67.050

Figura 21. Norma técnica ecuatoriana - NTE INEN 1 529 5:2006
INEN, 2006
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hibida tn rap

Instituto Ecumtoriana da Mormalizacion, INEN ~ Casliia 17-401-3599 ~ Baguerizo Moreno E8-29 y Almagre « Qulto-E

O, 479,67 []IIE;"_] Gy 8320
ICE. 07.100.30:87 050 ALOLa5-28)

Norma Técnica | CONTROL MICROBIOLOGICO DE LOS ALIMENTOS. Roddde ol
Ecuatoriana | DETERMINACION DE LA CANTIDAD DE MICROORGANISMOS |, | 525572098
Voluntaria AEROBIOS MESOFILOS. REP. 2006-01
1. OBJETIVO

1.1 E=ta porma establece ¢l mélodo para cuantificar la carga de microorganismos aerobios
masalios en una muesira de alimeanto destinade al consumo humano o animal:

2, ALCANCE
2.1 Este mélado de ansayo <olo parmitla cuantificar la presencia de grupos de microorganismos
aeroblos mesdfllos.
3. DEFINICIONES
3.1 Microorganismos aerabios mesdfiles son agquellos: microorganismos que se desarrollan en
prasancia de oxigeno libre y 8 una lemperatura comprendida entre 20°C y 45°C con una 2ons
dptima entre 30°C y 40°C.
3,2 REP es sl recuento de microorganismes asrobies mesoflles por grama o centimetro cubieo de
muestra de alimanio
4. RESUMEN
4.1 Este método sa bass en |a carleza de que un micraorganisma vital presante en una muestia de
alimanto, al ser inoculado an un medio nutitive solido <e reproducird formando una colonia
individual visible, Para que el contao de las colonias sea posible se hacen dilucionas decimales de
Ia suspensidn Inlclal de la musstra y sa Inoculz al medio nutritivo da culllva. Se jncuba el inbtulo 2
30°C par 72 horas v luego se cuenta el ndmero de colonias formadas. El canles sirve para caicular
la cantidad da microarganismos por gramo o por centimalro cubico de alimento.
4.2 Limitaciones del método. Se debe considerar que al valor numdrico oblunido puede no reflejar
el numero real de microorganismos vilales (viables) en la muestra debido a las siguientes
condlclones
4.2.1 Las calutas microblanag suelan agruparse formando cadenas, grumos, racimos o pares y no
separarse a pasar de la homogenelzacion y dilucidn de ia muesira. por tanto, una colona puade
provenir de una célula individual o de un sgrupamianto basterano.
4.2.2 Las células microbianas que han sufndo graves fesiones son incapaces de multiplicarse;
4.23 Las condiciones inadecuadas de aeroblosis, nuincidn y lempesalura) |8 presencia de
inhibidores y el uso incorrecto,
5. DISPOSICIONES GENERALES
5.1 Todo el material a utilizarse en 15 determinacion debe estar perfectamants limpio v estéril

5.2 El area de Irabajo debe estar consfiluida par una mesa nivelada, de superficie amplia, Impis,
desinfectada, bien lluminada, situada &n una sala de aire impio , libve de polvo y comientes de alre.

(Cortinus)

DESTRWTORES, Microniiages de los g RER,
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NTE INEN 1 §23.5 2008.M

5.3 Lacarga microblang del aire debe ser controlada durante &l 2nsayo y, para una exposicion del
madio de cultlvo a & par 15 min, no debe exceder de 15ule/placa; de superarse este valor los
ansayos doban sar anulados.

54 Todas las damas arsas del Isboratorio deban estar libres de polvo, de nsectos y guardar
protegidos &l material ¥ suministros,

6. MATERIALES Y MEDIOS DE CULTIVO
6.1 Materiales

8.1.1 Pipetas saroldgicas de punta ancha ds 1, 6 om’ y 10 em” gradisadas en 1/10 d& unidad.
6.1.2 Cajas Patr de 90 mm x 15 mm.

6.1.3 Erlenmeyer ylo frasco de boea ancha de 160 om”, 250 em’, 500 om” y 1 000 om” con tapa de
rosca autoclavabie

6.1.4 Tubosde 150 mm x 16 mm

8.15 Gradillas

6.1.6 Contador de colonias

6.1.7 Balarza de capacidad no superior a 2 500 g y dz 0.1 o de sansibilidac,
6.1.8 Bafo de agua regulado 5 45°C = 1°C.

6.1.9 [ncubadar reguiable (25°C - BO'C)

6.1.10 Autoclave.

6.1.11 Refrigeradors para maniener las muastras y medios de culfivo

6.1.12 Congslador pera mantener las muestras a temperatura de -15'C 5 -20°C
6.2 Medlos de cultive

6.2.1 Ager para recuanto en placa (Plate Count Agar). Preparscion (ver Agares an la NTE INEN
1528-1)

6.22 Agua petonada al 0.1 % (diluyente). Preparacion (ver diluyentes en ta NTE INEN 1 528-1)

7. PREPARACION DE LA MUESTRA

7.1 Preparar |a muestra segun uno de los procedimientas indicadas en la NTE INEN 1 529-2

8. PROCEDIMIENTO

8.1 Para cada dilucion el ensayo se herd por duplicado, En cada una de Iss cajss Petri bien
identificadas se depasitars 1 cm’ de cada dilucion. Para cada depssito se usard una pipata distinta
y esterilizada,

8.2 Inmediatamente, varfer en cada una de las placas Inoouladas apreimadaments 20 cm” de

agar para reouento an place-PCA, lundido y templado a 45°C « 2°C. La adigion del medio no debe
pasar de mas de 45 minutos 8 partir de |a preparacion de la primera dilugion,

(Cantinga)
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NTE INEN 1 §23-5 20080

8.3 Cuidadosamente, mezclar el inoculo de s:embra con el medio de cultivo imprimiendo a s piaca
movimientos de vaivin: 5 vaces en ol sentido de las agujas del relo| y 5 veces en el contratio.

8.4 Como prueba de ederilidad verter agar en una caja que conlenga el diluyente sin inocular, No
debe haber desarrolio de colonias,

8.5 Dajar reposar las placas para que se solidifique e! agar.
8.6 Invertirias cajas & incubardasa 30°C = 1°C por 48 8 75 horas.

8.7 No apilar mds de 8 placas, Las pitas de placas deben estar separadas entre si, de las paredes y
del tacho ds Ia incubadora.

8.8 Pasado &l btempo de incubacion seleccionar las placas de dos diluciones consecutivas que
presenten entre 15 y 300 colonias y ulilizando un contadar de colonias, contar todas las coluning
qua hayan crecido en & medio, Inciiso las pequefiitas, pero, se debe tener culdado para no
confundirfas con particulas de alimentos o precipitados, para esto, utilizar lupas de mayar auments.

8.9 Las cylonias de crecimisnto difuso daben considerarsa como una sola colonia € el crecimlianto
de este tipo de colonias cubre menos de un cuarto de ia placa; si cubre mas 13 caja no sems tomade
&n cuenta an el ensayo,

8.10 Anotar el numero de colonias y |a respectiva dilucion.

2. CALCULOS

9.1 Caso general (placas qua contisnen entre 15y 300 colonias).

9.1.1 Calgular el namero N de microarganisma por gramo o om’ de producto coma la medis
ponderada de dos diluciones sucesivas utilizando Iz siguiente formula:

&
N ==
Viul +0n

En donde:

Xc. = Suma detodas ias colonias contadas en todas las placas seleccionadas:

V = Volumen inoculade en cads caja Petri;

m = Nomero de placas de |n primera dilucion seleccionada;

ny = Numero de placas de la segunda dilucion selectionada:

d = Factor de dilucion de {8 primera dilucion seleccionada (d = 1 cuando se ha inoculado
mugstra liquida sin diluir).

9.1.2 Redondear los resullados obtenidos & dos cifras significativas, Cuanda |a tercera cifra
caomenzanda por la izquierda es menor que 5, mantener inallerada |a sagunda cifra. Si la tercars
cifra 8s mayor o Igual a cinco, Incrementar an una unidad |a segunda cifra, Expresar come un
numero entre 1,0 y 9.9 multiplicado par 10%, donde x es Is comespondients potancia de 10.

E:empio:
Se obtiane fos siguentes resullados (dos placas por dilucidn):

primera dilucian seleccionada (10- 2): 225y 178 colanias,
sagunda difucion seleccionada (10- 3); 25 y 15 colonias,

(Continia)
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54| TR+ 25+ 13

Wz enaszho”

43
0022

J

N =20136

Redondeantdo
20000 = 20x 10

9.2 Recuentos estimados

921 5idos placas inoculadss con muestra mo diluids (productos liguides), & con 18 suspensian
injcizl {otros producios) o con la primera dilucidn inccuiada o retenida contienan menos da 156
colomias, calcular 8l nimers estimado Ne de micmorganismos presentes por geamo o om’ de
producto coma wna media aritmética m de las colonias contadas #n las dos placas utilizando la

Sguienls acuacldn

P\

" Vo
Ip = sumadelas colonias contadas en las dos placas;
Vo= valumen inooulado an cads placa)
n = nimern de placas sslecolonadas (an esle casg, n= 2}
d = factor de dilbcldn de la suspension inlgial o de la primerna dilucian inoculada o

seleccionada (d =1 olando se Inocula un producto liguido s diluie,

Ejemplo:
Se pbiiens los slguientas resullados:
Primera dileoidn retenlda (10- 23 12 ¥ 13 colorias,

12413

Wy ™ ==
(Eee 311

25

N,=
-z

N, =1250

Redondeando

N, = 1300

N; = 13%10"

{Cantinda)
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En |os productos liquidos. Ne=m
8.22 Silas dos placas incculadas con fa muestra sin diluir (producios liquidos), o con la primess

dilucion o can |a suspensian inicial [otros productos) no presentan coloniss, expresar los resuliados
de la siguiente manera:

N
£n donde:

Ne
d

canlidad de microarganismaos por gramo o por centimatio cubico
lactor de dilucion (ver numeral $.2.1)

L]

10. INFORME DE RESULTADOS

101 Informae como ndmena N de microsrganismes por gramo o om® de muestra utilizando solo
dos cifras significativas, segun lo indicado en &l numeral 9.1

10.1.1 El r2sultado obtanido en ef gjemplo indicado en 9.1 2 se expresaria de & sigulente manera

- N de microorganismasiy o cm’ = 2,0 x 10°

10.1.2 & =suliado obtenido en &l gjemplo indicada en 9.2 1, as expresaria de la siguiente mansra.
N: de miceooraanismos/g o.em’ = 1,3 % 107

10.1.3 E! resullade obtenido en el ejemplo indicado an 9.2 2 e expresaria de la sigulents manera:

- Ne do microcrganismos/g & eni’ = 1,04

(Continiia)

2005051
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Figura 22. Norma técnica ecuatoriana - NTE INEN 1 529 5:2006 para aerobios
mesofilos
INEN, 2006
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Prohlbida |

"

Instituto Ecuatoriano de Normalizacion, INEN ~ Casilia 17.01-3908 - Baquorizo Moreno E6-20 y Almagro ~ Quito-E:

\ } =
COU: 8831 AW B \Vl AL 01 08368
Norma Técnica CONTROL MICROBIOLOGICO DE LOS ALIMENTOS. INEN 1 529-8
Ecualoriana DETERMINACION DE COLIFORMES FECALES Y E. coll
Obligatoria 199002
1. OBJETO

1.1 Esta norma establece 1a técnica del numero mas probable para & delerminacion de coliformes
fecales y las pruebas confirmatonias de Escherichia coll & idenfiticacion de |as especies dal grupn
coliforme fegal,

2. TERMINOLOGIA

2.1 Coliformes fecales Es un grupo de colifarmes que en prasencia de sales biliares u otros
agentes salectivos squivatlentas fermenta s lactoss con producaian de acido y gas @ femperalura
antra 44 y 455 C Esle grupo contlene una alta praporcion de E coll. tipo | y Il y que en general
puede considerarss como equivaiente a E. coli, siendo por ello Gliles como indicaderes de
contaminacion fecal en log alimantos.

2.2 E. coll Es una especie baclarlana que a mas de presentar las caracteristicas del grupo
coliforme fecal. produce Indol a partir del triptofano; es positivo & la prueba del rojo de metio y
negatve @ ln de Voges Proskauer; no utifiza ol cirato como (nica fuente de carbono. Las copas
indol posiivas se laman E. coll Tipe | y se supone que su habitat natural primario 2 el Intestina,

2.3 Recuento de coliformes focales. Es la determinacion del numero de coliformes lecales por
arime & em’ de muestea de allmenta,

2.4 Diferenciacion de Ias especles del grupo collforme fecal. Es al proceso realizado para
confirmar la presencia de E. call y diferenciar las especies y varedades del grupe collforme fecal
mediante ol conjunts de pruabas bloquimicas conocidas como "IMVEC",

2.5 IMVEC. Es una designacion mremonica de un grupe de cinco prusbas bloguimicas gue
consiste an!

| = Vetificacion de la produccion e indol a partir del triptofano

M = Reaccion gel RM (rojo de mefit) para comprobar el descenso del pH del caldo glucosa
temponado

V = Reacoion de VP (Voges-Proskauer); para comprobar 1a produccion da avetoina & partir de
alucosa.

E = Prueba de Eljkman. para comprobar fa lermololerancia o crecimiento 4 44 - 455 = 0.2 C.

€ = Utliizacldn del clirate como fuenle de catbono

3. RESUMEN

3,1 Este método se basu en la prueba de Eijkman modificada para detectar ja termentacion de
1a laciosa con produccién de gas a 44 - 45.5 = 0,2 C y complamentada con |a prueba do indol a
vstu tamperatura, #stos ensnyos se reafizan en caldo brillante-bllis lactosa y en caldo tiptona
partiendo de un indculo tomada de cada twbo gas posilivo del cultivo para coliformes fotales,
{ver INEN 1 529-8) & incubadps & 45.5 £ 0,2 C. La confirmacién de £, coll y ia dilerenciacikn de las
aspecias y variedades del grupo coliforme fecal; s realizan mediante |os ensayos para indol, rojo de
metilo, Voges-Praskauet y oifralo sodico.

(Comtinoa)
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4. EQUIPD ¥ MATERIALES DE VIDRIO

4.1 Equipo uvaual en un labgratorio migroblolégico en parcular
4.1.1 Citados en numerzl 4 de | Morma INEN | 528.-6.
4.1.2 Placas pofta objelos.

413 Bafo e aguaregulabis a 44 - 4552 020

5. MEDIDS DE CULTIVO ¥ REACTIVOS

5.1 Gulda verde billlznie bifis-laciosa (BEBL) o similar, ver preparamion caidos de oullivo en 3 Noma
INEN 1 G28-1

5.2 Caldo triptona; ver praparacion sakdos de cultivo 20 ln Narma INEN 1 5281,

5.3 Agar avsina azul metilano (EMB); ver preparacion agares en s Moma INEN 1 529-1

5.4 Apar de confage an placa (PCA)) ver praparackn aneres an ki Moz INEN 1 5281

5.5 Caldo MB-VP; ver preparacion caldos de cuitiva en [a Morma INEN 1 523-1,

5.6 Aenativos de Kovaos; ver preparaciin raactives en la Norma INEN 1 52841,

5.7 Splucion de Rojo da metlio; ver preparacion reaciives en |a Morma INEN 1 520-1.

5.8 Solucitn de Creating al ,5%; ver preparacian reactivis en i Norma INEN 1 5251

5.9 Solucion alcohilica de a-natiol al %, ver praparacion reactivos 2n i Norma |NEN 1. 52841,

5.10 Splucith da hidrixido de Potasio al 40%; ver preparacian reaolivos an 1a Norma [MEN 1 528-1.
511 Agar citrato de Simons. var praéparacion agares an la Morma INEN 1 528-1.

§.12 Soluckan alcohol-acetona) vl praparacion reactivos an ke Morma (NEM. ) 528-1.

5.13 Solucion fenicada ge cristal violeia al 1%; ver preparacion reactivos en la Norma INEM 1529-1,
5.4 Solucian fenicada de lucsing basica al 1%; ver preparacion readtivos en la Morma [NEMN 1529-1.

5.15 Solucitn de lugol: ver preparacion reacivos en |la Morma INEN 15291

(Conmn)
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6. PROCEDIMIENTO
6.1 Coliformes fecales

6.1.1 Simultaneamente con &f ansays confirmatorio de la Norma INEN 1 529-8 inocular dos o tres
asas de caoa uno de los tWoos presuntamente positives en un fubo conteniendo 10 em” de caldo
BGBL {51) y-en ofro que conienga aproximadamente 3 cm” de caldo triptana (5.2) (ver esquema
1.

6.1.2 Incubar estos Whos a 45.5 + 0,2 C (bafio Maria) por 48 horas.

6.1.3 al cabo de este tiempo anoiar la presencia de gas en los lubos de BGBL y afadir dos o tres
gotas dal raactivo de Kovacs a fos lubos da agua hiplona. La raaccidn es positiva para sl indol i an
clneo minutos se forma un anlllo rojo en ta superticle de la capa de alcohol amilico; en la prueba
negativa af reactivo de Kovacs conserva al color onginal,

6.1.4 Los cultives gas positivos en caldo verde brlllante bilis-lactosa incubados 230 6 35C y a
45,5 C y que producen indol a-45,5 C son considerados coliformes facales pasitivos:

6.2 Confirmacion de E_coli y diferenciacion de las especies del grupo mediante las
prucbas IMVIC. En silwaciones que justifiquen el esfuerzo y-sean ngcesanas la conlormacion de
E_ coll y |a diferenciacion de las especies del grupo coliforme lecal, realizar los ensayos para indol,
rojo da metilo, Voges Praskauer y citrata sodico (Pruabas IMVIC), de la siguiente forma:

6.2.1 De cada tubo de calde BGBL que sea positivo para coliformes lacales (6.1). sambrar por
2sfria un 858 2n Una placa individual de agar eosina szul de mefilo o agar VRB previamente seca &
dantificads.

6.2.2 Incubar las placas Invertidas & 35 - 37'C por 24 horas.

6.2.3 Para confirmar |a presencia de E_coli. de cada placa escoger 2 - 3 colonias bien aistadas ¥
tipicas (noegra o nucleada con brille verde metalico de 2 - 3 mm de didmeato) y sambrar en astria an
lubos do agar PCA o agar nulritvo Inclinado e incubar los cullivos a 35 - 37 por 24 hotas.

6.2.4 Hacer extangiones a partir de los cullivos en agar PCA o nutitiva inclinado y tefiras por el
método de Gram. & se comprusha la pureza de |65 oultivos de solo bacilos Gram. negativos no
asporulados, ulllizar &stos para fa prusha IMVIC.

6.2.5 Prueta para indol Sembrar en un fubo de agus friptona un asa da cultivo purd (6.2.4), incubar
24 horas & 35- 37 C. Afadir al tubo 0,5 em” del rerctive de Kovacs. Ls aparician de un color rajo
oscuro an la superficie del reactivo, Indica una prusbia positiva. En la prueba negativa el reactivo
oonserva sl calor ongimal.

6.2.6 Prueba del mojo de metiio (AM). Sembrar en un ubo de caldo MR-V un asa de cultivo puro
{6.2.4) incubar 24 horas a 35 - 37 G, anadir a cada fubo aproximadamenta 3 gotas de 1a solucion de
rojo de metilo, agiar; si & cultivo se forna rojo la prueba es pesitiva y negativa si hay viraje a amarilio.

(Continua)
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6.2.7 Pruaba de Voges-Froskaier (VP), Sembrar en un Wwbo de caldo MA-VP un asa de cullivo
pura (8.2.4) & ncubar 24 horas a 35 - 37 C.

6.2.7.1 |uegn de =sle periado; afadir los siguisnise eeativos culdando deaditsr &l lubo despues de
endda adicim:

= slucitn de crasting = 0.6%. 2golas
- salucitn aleahdlica de a-natlal al 6% 3 notas
= walucitn de hudrdxldo de polasio al 46% @ 2 gatas.

6.2.7.2 Obaarvar denbio de 15 minulos. La apancion de un color rosada o rojo billants, genaralmeants
al cAbo de cinco minutos el resultada &5 positivg

6.2.8 Prueba para fa utifizacion del oitrafo, Un esa del cultive puro (6.2 4) sembrar por esiria en =2
suparficie dela lengueta di agar clrato inclinadoe @ incubar 24 horas a 85 - 37 C. La rescclan es
pasitiva si hay crecimianta visble que s& manifiesia por Io-ganaral @n al cambio de calor dal medio, de
verde a azil.

6.2:9 Conswderar como B0l & o5 MICTODIgRNEMOS que presanian kas siguentes caracierishcas;
bacilos Gram. nogatives no esporulatdos que producen gas de ia factosa y reacein IMVEC ver Tabla 1

7. CALCULOS

7.1 Coliformes fecales

711 Caleufar fa densidad de coliformes fecales sdle en bass del nimern de lubod que a 455C
presentan gas en el caido BEGL & Indol en 2l caido nptona, seguir 1as instrucciones de [os numeraies
8, § y 10 da la Norma INEN 1 '520-6

7.2 E. coll, Para determinar &f NMP de E. goll procedar segun 185 instrucciones de os numerales 8, 9
y 10 de la Moma INEN 1 528-6 basdndose nicamente en tedos os tubos que presentan bacilos con
las caractensicas ndicadas-an ol numeral 5.2.9.

B. INFORME DE RESULTADOS

8.1 Colifarmes fecales. Repartar NMP de colilormes fecalesiy 6 om” da muestra.
8.2 E.coli;
8.2.1 Regartar NMP de E._colilg 6 cm” de moestra

(Confinua)
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TABLA1
CLASIFICACION DE LOS COLFOAMES POR LAS PRUEBAS *IMVIC"
Gas on caldo p"::g:f‘:'l Crogimianto on
B.G.AL 44 -45.5°¢ MR VP Citrato
aa-4565C !
E. coll
- Tipioo {fig 1) * + *
“Atipioo (tpa 1) *
Intermed|os
. 4 & &

Tipicos (oo 1]
Alfpices (ipo 1) % ¥
Enterobacier-an
FOOenE:
Tipop (Mipo 1) L i %
Afipiog {tipa 1)
Estrnhartercinarae
Irregulsras:

= Tpal "

- Tipoi G & * &

= Tpol
Irregulsras, ye W e Ve Ve
ofros Hpos
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Norma Técnica | CONTROL MICROBIOLOGICO DE LOS ALIMENTOS, MOHOS Y NTE INEN

Ecuatoriana LEVADURAS VIABLES. RECUENTO EN PLACA POR SIEMBRA 1529-10:98
Qpcional EN PROFUNDIDAD 1098-01

1. OBJETO

1.1 Esta normia describe el método para cuantificar el nimaro de unidades propagadoras de mohaos y Bvaduras
B Un gramo O cerfimed cubico de muestra.

2. ALCANCE

2.1 Esta norma especifica el método de recuento, en placa, por siembra en profundidad, para
al racuento de mohos y levaduras,

3. DEFINICIONES

3.1 Mohos. Son clertos hoengos mullicglulares, lilsmantoses, cuyo crecimienio &n 1os alimentos
se conece facilmente por su aspecto aterciopeiado o algodonoso. Estén constituidos por
fitamantos ramificades y enfrecnuzacos, lamados "hifas”, cuyo conjunio formia & ksmado ‘micelio” que puede
ser coloreado o nn. Los mohos puedan lormar, sobre cieros alimentos, toxinas; llamadas
micoloxinas. Provocan |a alleracian de producios alimenticios, especialmente los acidos: yagur,
jugos, frutas; etc., o los de prasidn oamdtica elovadn: productos deshadratados, jarabes, alguncs productos
saladas, efe.

3.2 Levaduras. Son hangos cuya larma de cracimiento habitual y pradominante #s unicelular,
Paseen una morfolegia muy variable: esférica, avbidea, plriforme, cllindrica, triangutar o, incluso,
aAbrmada, en fooma da miceln verdaden o falso. Su lamanio supera al g ks bacterdas. Al kal que ks mahops,
causan altaraciones de los producios alimenticios, especialmente los acidos y presion osmatica
slavadn,

3.3 Recuento de mohos y levaduras viables. Es In determinacion del nimarm de colonias fipcas de
fevaduras y mohos que se desarrollan @ partir de un gramo o centimetro cobica de muestra, en
un medic adecuado e Incubada antre 22 Cy 25 C.

4. RESUMEN

4.1 Este método se basa en el cultivo entre 22°C y 25 C de Ins unidades propagadoras de mohos
y levaduras, utilizando la técnica de recuento en placa por siembra en profundidad y un medio
que contengs extracto de levadura, glucosa y sales minerales.

5. MATERIAL Y MEDIOS DE CULTIVO

5.1 Matoriales. La vidrieria dabe resistr estaniizaciones repetidas y (odo el material debe estar
perfectamente impio y estaril.

(Continiia)
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5.1.1 Placas Petri
5.1.2 Pipetas serolgicas oe boca ancha de 1:5y 10 cm” graduadas en 1110 de unidad.
5.2 Medio de cultivo
521 Agar saklevacura da Davis o similar. Ver NTE INEN 1 5261,

6. PREPARACION DE LA MUESTRA

6.1 Preparar | muestra segun su naturaleza, utiizando uno de los procedimeentos indicados en ta NTE INEN 1
529-2.

7. PROCEDIMIENTO

71 Utiizando una sola pipata estéril, pipelsar, por duplicado, alicuotas de 1 om’ da cada una de las
diluciones decimales an placas Petrl adecuadamente |dentificadas. Iniciar por Ia dilucion de
meanor concentracion,

7.2 Inmediataments, verter sn cada una de las placas inoculadas, aproximadaments 20 om" de
agar saklevadura de Osvis (SLD) fundido y templada 5 45 + 2 C. La adicion del medio de cultivo no deba
patsar mas de 15 minutos, a partir de la preperacion de 13 primeara diucion

7.3 Delicadamente, mszclar el inodculo de siembra con sl medic de cullivo, imprimiendo 4 la
placa mavimientos de valvan, 5 veces en una direccion. hacerla girar cinco vecss en sentido de las
agujas del reloj. Volver & Imprimir movimientos de vaivén en una direccion que forme anguio
reclo con la primera y haceda girar oneo veoas en sentido contrar a las apulas de reic.

7.4 Utiizar una placa pars & contol de & carga microbiana del smibente, & cual no debs exceder da 15
colonias/placa, duranie 15 minutos de exposicion. Este limits es mantenido rnediants practicas
adecuadas da limpleza y desinleccion

7.5 Como prueba de estariiidad del medio, en una placa sin inoculo verter aproximadamente 20 cm”
del agar,

7.6 Dejir las placas i repeso hasts que se soidifiqua el agars.
7.7 Inveriir las placas e incubarlas entre 22 C y 25 C. por cinco dias.

7.8 Examinarlas a los dos diags de incubacion y comprobar si se ha lormado micello aéreo.
Las primeras colonlas que sé desarrollan son las. de levaduras, que suelon ser redondas,
concavas, astrelladas. La mayaria de las colonias |ovenes de levaduras son himedas y algo
mucasas, también pusden sec harnosas, blanquecings y slgunas cremosas y rosadas. En ciertos casos,
apenas cambdan al envejecer, otras veces s& desecan y encogen. Las colonlas da mohas
tienen un aspecto algodonoso cardoteristico.

7.9 Cuando &l micello aéreo de los mohos amanace cubrlr la supetficle de la placa, dificultando

las lecluras postariores; pasados dos dias, realizar recuentos preliminares en cualquigr placa
que se pueda distinguir las colanias.

{Cantinud)
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710 Alos onoo dies, ssleccionar las placas que prasentan enlre 10 y 150 colonias y cantarias sin &l ajedio de
lupas, A veces puedan desamolisrse colonias pequeriss, éstas son de badledas acidofias y, por tanto. daben
axcluirse del recuentd, Las colonias de levaduras deben ser comprobadas por examen
microscopico

711 Cantar fas colonias de mohos y levaduras en conjunto o separadamente. S| las placas de
fodas las diluciones contienen mas de 150 colonias, contar 2n las placas Inoculadas con la menor
cantidad de muestra.

7.12 Calculos

7121 Cdlecwlo del numero (N) de unidades propagadoras (UP) de mohas y/io levaduras por
cenlimetro cdblco ¢ gramo de muesira. Calevlar sealn la siguiente [ermuta.

mimero total de colomas contaclas o calouladay
N= -
cantidud total de muestrn sembrada

PR Y cullie
Vir, +0.0m, )d

3C = sumade &3 oolonias condadas o calculacas en todas las placas esgidas;

N = nimero de placas contadas de la primera dilucdn seleceonada;

g = nGmaro de placas contadas de la sequnda dlucion seleccionada;

d = diucin dela cual se obluviaron s pemoros recucnlos, por ejemplo 107
= voluman del indculo sembrado en cada placa.

Ejemplo:

Volumer semibrado =1 cm”

Dilucion 107 =83 y 97 colonias

Dilucidn 107 =33 y 28 colonias
834974 33+28

Numero

T2 40.0x2)10-2

241
T o2

= 10 954 expresado como 1,1 x 10
7.12.2 Radondeo. B vabr obtenido redondear o dos cifras sigrficativas de la sigulente manera (NTE INEN
52):

712.2 1 Si el tercer digito, ampezando por fa lzquierda es menor de cinco, mantengr inalterado ol

- digity y reemplazar por oeros s restentes, Por ejpmplo, sl el valoe catulndo fusre 553 000,
redondeado a 550 000 y expresar como 5,5 x 107, Si ¢l tercer digito, empazando por |s izquierda
as superior 3 cinco, anadit una unidad al sggundo digito; por ejempla, sl el valor obtenido fue 10
954, redondeario a 11 000 y exprasar 1,1x 107

(Continua)
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71222 51 el tercer digito empezando por I8 iZzguierda-es oinco v 83 seguido de, por Io menos, un
digita, afadir una unidad al segundo digito y resmplazar por ceros @ los restantes. Por ejgmpla, s
2l vaior oblerico fus 31 554, redorsieario a 32 000 y exprasar como 3,2 x 0%, Siel tercar digito es cinco y no
as seguido da atro (=) digho (s) & o es Gnlcamente por cargs. atadir uha unidad al segundo
digito; si-ésle es impar] 5| es par & oero consanviarlo nallersdo, ejemplo: 235 redondear & 240
yoaprasar como 2.4 x 107, 24 500 (edondear a 24 000 y expresar come 2.4 x 10

7.12.3 Presantacion de resulladas

71231 Presentar 8l resultado como nomaro, N, de unidsdes propagadaras UP de mohos yio
laveduras fom” 4 g de muestra ulllizando salo dos cifras aignificativas multiplicades por 10° (x a5
la fespecliva polencia de 10). Las dilras significativas corresponden &l primerd ¥ segundo
digilas {empssando por la uierda) del roman de bs colaniss aleiadas (71201)

71232 S no hay desancio g8 odlonias en las placds de |2 suspensdn 107, presemar como AGmern
sstimadn (M=), de |a sigusentea forma;

Mg de UP de mohas o [vadurasfem®d g =< 1,0 x 10’

7.12.2.3 Si no hay desaroilo de colonizs en las placas sembradas con 1 em’ de muesta o
diluida (products aigingl liguido) . sspresas e resuiado de = siuients maners:

Ny de UP demohos yio levadurssicm® =< 1,0 10"

712,34 51 (ocas las piacas sombradas presanian mas de 150 colomas, caicular @) Iesulne & partir
o lebss plkces saimibredas con la diucion mas aftes y axpresar ge 1n siguiene monses.

My de UP de mohos yo Ievadurasem® o g == al valar ebtenido xT"
{ = facior de diacion (valor inverso de ladiucaon de ln mizestra).

Indicsr entre parentesis & diuson Uizads. Este resufians save coma quis pars decidi gl nimeno de dilucionas
que s& han de realizar en ensayos posterorss , la decision de aceptaciin o rechazo de ura partida de
abmenios debe basarse salo en valoras M,

8. PRECISION DEL METODO

8.1 Repstibilidad del recuenta de colonias y error personal.

A1 Los resultados obienitos par I3 mismi persana & contar por Segunids ver s colbras ds una mesma i,
e deben vanar en mas del 5%y del 109 cuando es mellsado pof i persona.

B2 Por razones asladisticas, al inlervaio de conllanzz para este método varia, en el 85% da los
casos, desde = 16% & + 62%. En la praclica, es posibls pbservar varaciones mayoras,
aspacaimants anira resullsdos obtenidos por dilerantes analistas.

{Canfiua)
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8. INFORME DEL ENSAYD

9.1 En @l Informe del ensayo Indlcar la norma de referencia, la temperatura dé incubaciin, los
resuliades. obtonidos, lodas las condigipnes operafivas no espedilicadas en esia norma o
aquallas consideradas como opclonales v los incidentes que puedan haber influenciado en el
resultado. Ademas, sa debe inclui toda & indommocon necesana pana la completa idericanson de la muesta

(Cenifinua)
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TABLA 1. Especificaciones para los jugos o pulpas de frula
FRUTA Mambre Botdnico Sélidos Solubles ¥
Minimo
I . ) o | NTEINEN 380
Aoerola Maiinga ap &0
Altzxtcoque (Damasco) Prunus armemiaes L. 1.5
Aridesinno Wagemiam s L 0.0
{rmbrbilcd Vaceimum condambosim L.
Waeaiiarm anmstiaiim
Arsizi Eugamia stywals 48
Biibara Card perhagari Heilb o
Bansno Micrzsi, app 21.0
Bormjn Borojog spp el
Carambola [Groseita chinn) Avertios carambola 50
. Clnuciu clrusa | Prufius dofmestica L 12,0
Coca (1) Coons uaiesa L 50
Cooo’ {2 Cdoos nugifes L 4.8
| Durazng {Mulocolén Prunus parsioa L X
| Fruti __Fragatia app LY
Frambuesa mja Aubus dagws L 7o
Frambuesa negra Hubizs cotdanials L. 11.0
Guaniabang Anona muricata . L 11.0
Guayabi P guiave L a0
Kiwd _Astinitis dabsions _a0
Litehi " Lichi ehivensia 1.0
Lirma Cifrug avrarfioia 45
Limén Gl fiman L 45
hisndaring Civue retieutals 160
Manpe Mangitera idica L. 11.0
Manzania Maies aoenesica Borkh &0
aracuys (Parchiza) Pagailor miuls Sims 12,0
| hdaranan AaEERTE DECR I | 11.5
Mislan Clucurmis meio L &0
Mara Aubinss spp. 5.0
haarania Gt ginneyuss 89
Maranilia (Lula] Selrnum guitoense &0
Papaga {Lechosa) Cara papaya a0
Paril Pyt comrnuns L 10.0
| Pl Atwtias eornosis L 0.0
Sandls Cifrudug famalus Thanb B0
Tamarindo Tamatius imiea L 18.0*
Tomiie do drbal Cyphovmandrs telicea 80
Tamate L puopersicuit escutnium L 45
Taronia (Fomelo) Cilris prraciar B0
s Vilis spp 11.0

Pl

rRfEImanta

* " En gradog Bricn 20 "G (con axolugicn dis anicsr)

(1) Esle produali s concces come "igub do coct” o cual sa elran direstarmenls del Inals gin axprimir |2

(21 Ew lo armuleion exiraide dal opdosparma {almesdra) maduro dal coca, con o ik adiciéo de:sgua de
f=se]

* Para enlraer @l jugo del tamarindo debe hacdrsslo en estragcldn acwass, o am| baja o conlemido die
wdlides solubies desde 60 "Brix, que es su Brix natural, hista tos 18 "Brix en of extragto.

MOTS T P las Ln::ﬂm ¥ e ErtowTiran @ |8 talie sl minime de grascs Belx nema o Bis ol jugs o r.ul.ulrbm'lm
L i la

(Gontintia)
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TABLA 4. Requisitos microbiologicos para los productos pasteurizados

N m M c Método de ensayo |
Califarmes NMP/em” 3 <3 - 0 NTE INEN 15286 |
Coliformes fecales NMP/em” | 3 <3 - 0 NTE INEN 15298 |
Recuento estandar en placa REP { 3 <10 10 1 NTE INEN 1629-5 |
UFClem’ |
Recuento de mohos y levaduras 3 <10 10 1 NTE INEN 1528-10
UP/ em’ ‘
En donde:
NMP = nimem mas probable
UFC = unidades formadoras de colonias
UP = unidades propsgadoras ‘
n = numem de unidades
m = nivel de aceptacion
M = nivel de rechazo
o = numem de unidades permitidas enfre m y M

5.54 Lo productos envasados asépticamente daben cumplic con estesliidad comerdial de acuerdo
a la NTE INEN 2 335

56 Contaminantes

5.6.1 Los Imites maximos de contaminantes no deban superar lo establecido en [a tabla 5

TABLA 5. Limites méximos da contaminantes

Limite maximo Método de |
ensayo
Arsénico, As mg/ka 0,2 NTE INEN 269 |
Covre, Cu mg/kg 50 NTE INEN 270 |
Estano, Sn mglkg * 200 NTE INEN 385 |
Zinc, Zn mgtkg 50 NTE INEN 398 |
Hierro, Fe mg/kg. 15,0 NTE INEN 400
Plomo, Ph maikg 0.05 NTE INEN 271 |
Patuling {en jugo de manzana)**, mpllka 50 ADAC 49.7.01
Suma de Cu, Zn, Fe molka 20

*  En el producto envasado en resipientes estanados
** La patuling 2s una micotoxina formada por una lactona hemiacatdlica, praducida par
especies el género Aspergillus, Penicillium y Byssoclamys.

5.7 Requisitos Complementarios

5.7.1 El espacio libve tendra como valor maximo ef 10 % del valumen total del envase (ver NTE
INEN 384);

572 El vacid refendo & la prasion atmesiencs narmal, medide & 20 °C, no debe ser menor de 320

hPa (250 mm Hg) en los envases de vidrio, ni menor de 160 hPa (125 mm Hg) &n los envases
metalicos: (ver NTE INEN 392),

{Gontinga)
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Figura 26. NTE INEN 2 337:2008

INEN, 2008



