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RESUMEN

El aji ¢s uno de los condimentos mas representativos de la cultura peruana. En la
actualidad, diversos Capsicum, entre ellos el aji Panca, son utilizados en un sin fin de
potajes y también en la industria carnica. Es asi como el aji Panca ha sido ampliamente
utilizado en la comida tradicional, otorgando el sabor que la caracteriza. Siendo en las
costumbres del norte del Perit que se ha encontrado con mas auge su aplicacién en los

productos carnicos como la salchicha, el chorizo y el relleno (Mateo et al., 2009).

Pistivsek (2005) afirma que la mayoria de los frutos de este género presentan
actividad antimicrobiana contra Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria
monocylogenes, Pseudomonas aeruginosa, siendo el principal compuesto relacionado a
dicha actividad la capsaicina, cuyo efecto se basa en la fluidez de la membrana, inhibiendo
el transporte en la cadena de electrones. Asi también se ha comprobado que el extracto
ctandlico de los Capsicum permiten un mayor grado de inhibicidn en Escherichia coli y

Bacillus sp. (Colivet et al., 2006).

En la presente investigacion, primero se evaluo la concentracion minima inhibitoria
(CMI) por microdilucién a distintas concentraciones de extracto etandlico de aji Panca (0,
0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 y 4 mg/ml de solucién) en dos cepas indicadoras E. coli
ATCC®25922™ y S. aureus ATCC®25923™. Posteriormente, se aplicé la CMI hallada 0,
0.5, 1 y 2 veces su valor en aji Panca en polvo dentro de un chorizo experimental para
poder observar ¢l efecto inhibidor sobre cada cepa. Los resultados indican que el CMI fue
de 5.6 mg de extracto/ml de solucidn; y que dos veces la CMI presenta una disminucion de
hasta 2.6 logaritmos sobre la carga microbiana de S. aureus y 2.2 log sobre E. coli. Por lo
tanto, se concluyé que el aji Panca presenta efecto antimicrobiano sobre E. coli y S. aureus,
siendo capaz de inhibir y reducir el crecimiento microbiano in vitro v a altas

concentraciones en matrices alimentarias.

Palabras Claves: Capsicum chinense; Escherichia coli; Staphylococcus aureus; efecto

antimicrobiano, CMI; chorizo.



ABSTRACT

The chili is one of the most representative Peruvian culture condiments. At present
various Capsicum, including Panca chili, are used in many dishes and also in meat
industry. Thus, Panca chili has been widely used in traditional food, giving its
characteristic flavor. But is in the customs of northern Peru that most booming application

in meat products has been found such as sausages (Mateo et al., 2009).

Pistivsek (2005) states that most of the fruits of this genus exhibit antimicrobial
activity against Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa, being the main compound related to this activity the capsaicin,
which effect is based in inhibiting the fluidity of membrane and the electron chain
conveyor. Colivet e al. (2006) have found that the ethanolic extract of Capsicum allow a

greater degree of inhibition on Escherichia coli and Bacillus sp.

In the following research, the minimum inhibitory concentration (MIC) was tested
by microdilution at different concentrations of ethanolic extract of Panca chili (0, 0.5, I,
1.5, 2, 2.5, 3, 3.5 and 4 mg/ml) in two indicator strains E. coli ATCC®25922™ and S
aureus ATCC®25923™. Subsequently, we applied the CMI found at 0, 0.5, 1 and 2 times
its value in Panca chili powder in an experimental sausage to observe the inhibitory effect
on each strain, separately. The results indicate that the MIC was 5.6 mg of extract/m| of
solution and that two times the MIC, it exhibits a decreased of 2.6 logarithms on §. aureus
and 2.2 log on E. coli. In conclusion Panca chili exhibits an antimicrobian effect over E.
coli and S. aureus, being able to inhibit and reduce the microbiological growth in vitro and

in food systems, as sausage, at high concentrations.

Key words: Capsicum chinense; Escherichia coli; Staphylococcus aureus; antibacterial

effect; sausage, MIC.



I.  INTRODUCCION

El Peri cuenta con una gran variedad de ajies entre los cuales uno de los mas
populares es el aji Panca. El uso de este producto se limita basicamente como condimento
o colorante. Sin embargo, los Capsicum presentan diversas propiedades fitoquimicas:

antimicrobianas, antioxidantes, medicinales entre otras.

Actualmente, una de las tendencias en la industria alimentaria es encontrar
sustitutos naturales para los conservantes sintéticos. Por lo que es importante atribuirle un
nuevo uso a los Capsicum, los cuales pueden ser capaces de inhibir el crecimiento

microbiano.

La mayoria de los frutos de este género presentan actividad antimicrobiana contra
Staphylococcus aureus (Pistivsek, 2005) que es una bacteria Gram positiva ¢ indicadora de
inocuidad alimentaria. Asi también se ha comprobado que pueden inhibir el crecimiento de
Escherichia coli (Colivet ef al., 2006) el cual es una bacteria Gram negativa y un indicador
de contaminacién fecal reciente. El principal compuesto relacionado a esta actividad es la
capsaicina (Pistivsek, 2005), seguido por los compuestos fendlicos y flavonoides, que

también se encuentran presentes en los Capsicum y tienen un efecto antimicrobiano.

La evaluacion de la actividad antimicrobiana se realiza por medio de pruebas de
susceptibilidad como la concentracién minima inhibitoria (CMI), esta nos permite saber
cual es la concentracion a la cual un compuesto es capaz de inhibir el crecimiento de un
microorganismo especifico. En la presente investigacion, se aplicé el método por

microdilucién (NCCLS, 2006), para poder encontrar la CMI del aji Panca in vitro.

Con respecto a los usos del aji Panca, este es aplicado en algunas zonas del Pert, en
productos carnicos como el chorizo. Sin embargo, este uso se limita a condimentar este
tipo de alimentos. Por lo cual, buscamos también encontrar cl efecto antimicrobiano del aji
Panca sobre E. coli y S. aureus inoculados en chorizo fresco, para asi evaluar el recuento

de estas cepas durante su almacenamiento.



I.  REVISION DE LITERATURA

2.1 AJi PANCA

2.1.1. GENERALIDADES

Los ajics pertenccen al género Capsicum y la familia Solanaceae. A nivel mundial
son cinco las especies més cultivadas, Capsicum baccatum, C. chinense, C. pubescens, C.
Srutescens y C. annuum. El cultivo de Capsicum destaca por su facilidad de adaptarse a
diversos climas, asi como a la pequefia y mediana produccién ya que no requiere de
técnicas muy avanzadas para su cultivo, aunque es recomendable el uso de tecnologia para
obtener mejores rendimientos (Hernandez, 1982; citado por Alfonso, 1993; citado por

Getz, 2005).

El fruto del aji es una baya hueca, semicartilaginosa y deprimida, de color variable
(verde, rojo, amarillo, naranja, violeta o blanco); algunas variedades van pasando del verde
al anaranjado y al rojo a medida que van madurando. Su tamafio es variable, pudiendo
pesar desde escasos gramos hasta més de 50 gramos. Su forma va de alargada puntiaguda a
totalmente redonda. Las semillas se encucntran inscrtas en una placenta conica de
disposicion central. Son redondeadas, ligeramente reniformes, de color amarillo pélido y

longitud variable entre 3 y S milimetros (Montoya, 2002).

a. Descripcion Botdnica

La ubicacion sistematica del aji Panca (Alvistur, 1975) es:

Reino : Eucariota
Division : Spermatophytas
Subdivision : Angiospermae
Clase A : Dicotyledones



Subclase : Simpétala o gamopétala (Bayle, 1928; citado
por Alvistur, 1975) o metaclamideas (Engler,

1964; citado por Alvistur, 1975).

Orden : Tubifloras
Suborden : Solanineas
Familia : Solanaceas
Subfamilia : Solaneanas
Tribu : Solaninas
Género : Capsicum
Especie : chinense

Segun la clasificacion de Smith (1996; citado por Alvarez et al, 1997) el Aji Panca
(Capsicum chinense) presenta la siguiente descripcion boténica:

a. Corola: 5, 6, 7 pétalos de color blanco verdoso ligeramente amarillento garganta
blanca.

b. Caliz: 5, 6, 7 sépalos de puntas muy definidas con constriccion en la base del
caliz.

c. Estambres: 5, 6, 7 estambres, antera de color azul, filamento de color morado.

d. Gineceo: un estilo morado.

e. Flores por nudo: tres.

f. Peddnculo: flora curvado.

g. Tallo: no anguloso, tallos terminalcs dc color morado verduzco.
Frutos de color: verde, marrén oscuro o color chocolate (maduro) de 14,5 cm de
largo por 4 cm de ancho.

i. Semillas: de color amarillo (frescas), al secarse de color marrén claro.

El Capsicum comprende cuatro partes principales que son: el pericarpio, placenta,
semillas y tallo. En la Figura | se visualiza el pericarpio o la pared del fruto que conforma
aproximadamente el 38% del Capsicum, en €l se distinguen 3 capas: el exocarpio que es la
capa externa, delgada y poco endurecida; el mesocarpio ¢s una capa intermedia y carnosa;
y el endocarpio que cs la capa interior y de consistencia poco lefiosa. En promedio, la

placenta comprende el 2% del aji, 56% de semillas y un 4% de tallos (Celis, 2005).



Placenta

Apice (fin da la flor)

Figura 1: Anatomia del aji

Fuente: Celis (2005).

b. COMPOSICION QUIMICA

En el Cuadro 1, se observa la composicidn proximal del aji colorado o Panca. Asi

también se describe la composicion del aji colorado picante, molido con sal.

El aji presenta una serie de componentes activos, siendo uno de estos la capsicina o
capsaicina, la cual es responsable del picante. Segun Rodriguez (2003; citado por Colivet
et al., 2006), la capsaicina es muy poderosa; cerca de 100 veces mas potente que la
piperina (sustancia responsable del picante en la pimienta). No tiene olor ni sahor, solo
estimula la liberacion de neurotransmisores que estimulan los puntos receptores de dolor

en la lengua y en la boca.



Cuadro 1: Composicién Proximal del Aji Panca Scco

O

Agua 20.2
Proteina 7.0
Grasa 7.8
Carbohidratos 58.7
Fibra 22.4
Ceniza 6.5
Aji Panca picante molido con sal

Agua 72.6
Proteina 2.1
Grasa 1.0
Carbohidratos 8.0
Fibra 3.0
Ceniza 17.8

Fuente: Collazos ef al. (1996).

Otro componente es el acido clorogénico, el cual es un derivado del acido
hidroxinnamico, que es responsable de otorgarle una sensacion de dulzor a las frutas y
hortalizas de color verde; de ahi que se presente en el aji verde (Berdeja, 2002; citado por
Colivet et al., 2006). Las coumarinas también forman parte en la composicion del aji, estas
constituyen un grupo importante de compuestos naturales, derivados de la lactona del
acido-o-hidroxicinnamico, usualmente llamada coumarina. También encontramos a los
flavonoides, pigmentos vegetales que poseen un esqueleto carbonado Cg-C;3-Cq

(Dominguez, 1975; citado por Colivet et al. 2006).

Wahyuni et al. (2011) estudiaron 32 variedades de ajies y encontraron que las
concentraciones de capsaicinoides alcanzan los 400mg/100g de fruto. Ademas observaron
la presencia de flavoinoides y glicosidos, como el quercetin, luteolin y apigenin. Entre las
vitaminas hallaron que el a-tocoferol estaba presente a niveles detectables en cl tejido del
pericarpio de los ajies; siendo su contenido en Capsicum chinense bastante elevado, 16.32
mg/100g de fruto, en comparacion con otros ajies. La vitamina C o 4cido ascorbico se
encontrd, mayormente a un nivel superior o igual a 100 mg/100g de fruto {resco. La
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provitamina A se presenta en mayor cantidad en las varicdades de aji rojo y marron, como

el aji Panca.
2.1.2. USOS Y PROPIEDADES FITOQUIMICAS

El principal uso del aji es en la alimentacién. Su éxito radica en sus tres principales
vias de consumo: en fresco, en conserva y como especia. No obstante, el deseo de
diversificacién del consumidor da paso a su uso en nuevos productos tales como las
mermeladas, osmodeshidratados, chocolateria, etc. (Garcés, 2007). En la cultura peruana
vemos como el aji Panca ha sido ampliamente utilizado en la comida tradicional,
otorgando uno de los sabores que la caracteriza. Es en la provincia de Tumbes una de las
provincias en las que se ha encontrado con mas auge su aplicacion en productos carnicos

como la salchicha, chorizo y relleno (Mateo et al., 2009).

En los Giltimos afios los Capsicum han sido ampliamente investigados por su uso
como agentes antibacterianos, antioxidantes, medicinales, estas propiedades han sido
relacionadas con los capsaicinoides presentes en este géncro, los cuales le confieren la

caracteristica picante (Pistivsek, 2005).
a. Propiedades antimicrobianas

Pistivsek (2005) afirma que la mayoria de los frutos de este género presentan
actividad antimicrobiana contra Salmonella typhimurium, Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, siendo el principal compuesto relacionado a
dicha actividad la capsaicina, cuyo efecto actiia sobre fluidez de la membrana inhibiendo el
transporte en la cadena de electrones. Asi también se ha comprobado que el extracto
etandlico del aji verde dulce (Capsicum chinense), a comparacién del acuoso y etéreo,
permiten un mayor grado de inhibicion en Escherichia coli y Bacillus sp. reflejando que
los componentes antimicrobianos del aji son principalmente solubles en ctanol (Colivet ef

al., 2006).

El efecto antimicrobiano del aji también se debe a los compuestos fendlicos entre
como el acido cindmico v sus derivados también ha sido encontrado en los frutos del C.

annuum L. Las saponinas, esteroides, glucésidos que se encuentran cn las semillas del
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fruto, y de los cuales al menos uno — capsicoidc E — tiene actividad antimicrobiana, estos

actiian como inhibidores del crecimiento de algunas levaduras (Pistivsek, 2005).

b. Propiedades medicinales

El efecto medicinal de los ajies proviene de épocas precolombinas en las que se
usaban para calmar la tos y el dolor de garganta, confiriendo esta propiedad a la capsaicina.
Actualmente, la capsaicina, uno de los mas resaltantes capsaicinoides, estd siendo utilizada
en trastornos dolorosos, como la artritis, causando perdida de sensibilidad (Carmichacl,

2001; citado por Garcés, 2007).

Se cree que el modo de accion de la capsaicina para aliviar el dolor es en las
terminaciones nerviosas durante [a liberacién de un neurotransmisor llamado sustancia P.
La sustancia P informa al cerebro que algo doloroso estd sucediendo, por lo que la
capsaicina provoca un aumento en la cantidad de sustancia P liberada. Con el tiempo, la

sustancia P se agota y los lanzamientos de las terminaciones nerviosas se reducen

(Bosland, 1996).

Las cremas que contienen capsaicina han reducido el dolor post-operatorio de
pacientes de mastectomia, amputaciones, picazoén en dialisis, dolores de cabeza, entre
otros. El uso repetido de la crema aparentemente contrarrestan la produccién de sustancia P
en la articulacién, por lo tanto, menos dolor. La reduccion de la sustancia P ayuda a reducir

la inflamacion prolongada, que puede causar el cartilago cuando se rompe (Bosland, 1996).

c. Propiedades antioxidantes

Los Capsicum abundan en antioxidantes, entre los cuales los polifenoles merecen
especial mencion debido a sus propiedades de reaccion con los radicales libres (Deepa et
al, 2005). También pueden prcsentar compuestos flavonoides los cuales sobrepasan el
efecto antioxidante de otros fitoquimicos (Hasler, 1998; citado por Deepa et al, 2005). Los
colores rojos se deben a la presencia de pigmentos entre los cuales se encuentran los
carotenoides oxigenados como la capsantin, capsorubin y cripto-capsin, los cuales son
exclusivos de este género y han demostrado ser efectivos en inactivar los radicales libres

(Matsufuji et al., 1998; citado por Deepa et al.. 2005).
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d. Otras aplicaciones

Se ha probado como un repelente contra ratones para evitar que estos roan los
cables eléctricos subterrdneos y para evitar que las ardillas coman semillas para pdjaros.
Se ha aplicado en aerosoles anti-ataques, los cuales han sustituido los gases lacrimdgenos
en mas de un millar de departamentos de policia en los Estados Unidos, esto causard que
los atacantes jadeen y se contraigan sin poder hacer nada durante 20 minutos (Bosland,

1996).
2.1.3. CAPSAISINAS Y CAPSAICINOIDES

El mas potente y predominante quimico encontrado en los Capsicum y responsable
de los efectos sensoriales asociados a la pungencia, es una serie de vanillilamidas alquil de
cadena recta y ramificacion homéloga, conocida como capsaicinoides (Ravishankar, 1997).
Topuz et al. (2007) mencionan que todos los capsaicinoides identificados en los frutos
Capsicum son vanillilamidas de acidos grasos ramificados, con 9-11 carbonos. Los
capsaicinoides son sintetizados a través de la ruta del acido cinamico. Los derivados
mayoritarios son la capsaicina y dihidrocapsaicina los cuales conforman el 80% y el resto

son encontrados en muy pequefias cantidades.

La capsaicina y la dihidrocapsaicina son producidas en las glandulas de los nervios
blancos que corren ¢en el medio y sobre las paredes internas del aji, asi también tenemos
que las semilias que estan en contacto con las nervosidades son también picantes.
Contrario a lo que generalmente se cree, las semillas no son la fuente de pungencia de los
capsaicinoides, sino la placenta (la estructura central del chile al que las semillas estan
unidas a las venas). El contenido de capsaicina en la placenta es de mas o menos 2,5% de
la materia seca, mientras que el contenido medio del fruto es de 0,6% y el de las semillas

es de 0,7% (Lopez, 2003).

a. Propiedades fisicoquimicas de las capsaicinas y sus homdlogos

La capsaicina  [N-(4-hidroxi-3-metil-metoxibenzil-8-metilnon-6-tran-enamide,
(C1sH27NO;3)] es un cristal blanco inodoro con una pungencia scvera. Tiene un peso
molecular de 305.199, un punto de fusién de 64,5°C, punto de ebullicion a 0.01 mm Hg es
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210 - 220°C, sublimacion a 115°C, UV Anax 227,281 nm, facilmente soluble en carbén
bisulfito, agua caliente, y 4cido clorhidrico concentrado, es practicamente insoluble en
agua a condiciones ambientales, resistente a soluciones acidas y alcali a temperatura

ambiente (Ravishankar, 1997).

Dihidrocapsaicina [N-(4-hidroxi-3-metil-metoxibenzil)-8-metilnonenamide,(C,gHas
NOs3)] es un cristal blanco opaco inodoro con fuerte pungencia. Tiene un peso molecular de
307.215, punto de fusién entre 65.6 — 65.8°C, UV A« por debajo de 230 nm, en alcohol
etilico absoluto las caracteristicas de solubilidad son casi las mismas que de la capsaicina

(Ravishankar, 1997).

Nordihidrocapsaicina [N-(4-hidroxi-3-metil-metoxibenzil)-8-metilnonenamide,(C)g
H19NO;)] es um cristal blanco con fuerte pungencia. Tiene um peso molecular de 293.199,
punto de fusién de 65.6°C; UV A, 280.5 nm soluble en alcohol etilico absoluto

(Ravishankar, 1997).

Las estructuras quimicas de los compuestos que son clasificados como

capsaicinoides se muestran en la Figura 2.
b. Scoville “Heat” Unit (SHU)

La escala de unidades Scoville es un sistema de medicién de picos de los ajies
inventada por Wilbur Scoville durante la primera década del siglo XX. Su objetivo era
determinar la maxima dilucion del extracto de aji en la que aun fuera detectable el picor.
De csta manera, si un jalapefio ha sido determinado en 4 500 unidades, significa que se
necesitan 4 500 partes de solucion para diluir una parte de extracto de jalapefio hasta el
punto en que el picos ain pueda ser detectado; si se aflade mas solucion, el picor ya no
podré ser detectado. Hoy en dia se emplea la cromatografia de liquidos de alta resolucién
para medir el contenido de capsaicina en los ajics. Este método, mucho mas preciso, mide
Jos niveles de capsaicina en partes por millén que pucden ser convertidas en unidades

Scoville (Lépez, 2003).
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El procedimiento de Scoville es el procedimiento mas antiguo para cuantificar la
pungencia de los pimientos. Utiliza un panel de jueces para clasificar la pungencia basada
en ¢l sabor (Yao, 1992; citado por Ravishankar, 1997). La muestra es diluida hasta que la

pungencia no pueda ser detectada. Esta dilucidn esta referida como el SHU (Ravishankar,

1997).

Las unidades Scoville son calculadas en partes por millén de pungencia (ppmH)
basado en el peso seco de la muestra de acuerdo a la siguiente ecuacion de ASTA (1985;
citado por Collins, ef al., 1995): ppmH = [Area del Pico de Cap. + (0,82) (drea del pico de
DHCap) (ppm standard) (m! acetonitrile)] / (area total del pico de la capsaicina standard)
(g muestra). La conversion a la escala Scoville puede realizarse multiplicando los ppmH

por el factor de 15.

c. La pungencia en los ajies

El género Capsicum (familia Solanaceae) comprende mas de 200 variedades entre
los que se encuentran los “muy picantes” hasta los “pimientos dulces”. Estas variedades
estan clasificadas como “picantes” o “dulces” basadas en la Scoville “Heat” Units (SHU)
(Yao, 1992; citado por Ravishankar, 1997). Mientras mas picante el pimiento, mayor el
valor SHU. Los valores SHU de distintas variedades se encuentran enlistadas en el Cuadro

2.

El picante de un chile depende de la concentracién y tipo de capsaicinoides ya que
unos son mas pungentes que otros. Este contenido de capsaicinoides varia entre cultivares
(una variedad que se ha originado y ha persistido bajo cultivo) de la misma especie y entre
los frutos de un mismo cultivar. Ademas, la pungencia de un cultivo dado varia segun las
condiciones ambientalcs, tales como: la humedad, los chiles con mayor cantidad de agua
son menos picosos porque tienen menos capsaicinoides por unidad de peso; y la
temperatura, los climas calidos provocan el aumento en la produccién de capsaicinoides;

asi también, la pungencia incrementa también con la maduracién (Lépez, 2003).
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Cuadro 2. Scoville “Heat” Units (SHU) para una variedad de pimientos

Variedad de Pimiento o Aji Scoville “Heat” Units
Capsaicina pura 16 000 000
Aji habanero 150 000 —325 000
Aji piquin 50 000 — 100 000
Aji tabasco y manzano 30 000 — 60 000
Capsicum baccatum 30 000 —50 000
Aji de arbol 1500030000
Aji serrano 10 000 — 20 000
Aji jalapefio 2500-10 000
Aji mirasol y cascabel 2 500-5 000
Ajiancho y pasilla 1 000 -2 000
Pimientos 0-100

Fuente: Ldopez (2003).

La capsaicina y dihidrocapsaicina generalmente se encuentran en una relacién de
uno a uno y son llamados capsaicinoides mayores, 90% de los capsaicinoides, ambos con
unas 16 000 000 unidades Scoville. Los capsaicinoides menores, llamados asi porque se
encuentran en menor concentracion, incluyen a a homocapsaicina, homodihidrocapsaicina

(ambas con 8 600 000 unidades) y la nordihidrocapsaicina (con 9 100 000) (Lopez, 2003).

2.1.4. PRODUCCION NACIONAL DE AJI

En la Figura 3, se presenta la produccién nacional del aji, la cual muestra una
tendencia casi lineal entre los afios 2000 al 2007, incrementandose en los afios siguientes,
llegando a su maximo nivel de produccion en el 2010, siguiendo la misma tendencia hacia

el 2012.

El aji Panca, especial o colorado es producido en las rcgiones de la costa central y
sur (APEGA et al., 2009). Rosas y Vassallo (2010) mencionan que las zonas de
produccion son: Barranca, Ancash (Casma, Santa, Callejon de Huaylas), Lima (Chillén,

Tutin, Rimac), Tacna, Lambayeque, La Libertad, Arequipa.
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2.1.6. CADENA PRODUCTIVA DEL AJi

La cadena productiva del aji comienza con la produccién de la semilla que puede
ser obtenida de los mejores frutos de la cosecha anterior como también comprandolas en el
mercado o a otro agricultor. Luego, se procede con la siembra del almdcigo que no atin no
sc realiza en el campo de cultivo. Una vez que la planta posee alrededor de cuatro hojas

verdaderas se trasplanta al campo de cultivo (Garcia, 2011).

Posteriormente, se realiza la cosecha del aji, la cual depende exclusivamente del
uso que se le va a dar; es decir, se cosecha cuando el fruto es maduro o al momento de
madurar. Una vez que termina esta etapa se pasa a la seleccion y empaque, esta se realiza

segun su tamafio, forma y demas condiciones fisicas (Garcia, 2011).

Después se colocan en sacos o cajas para ser transportados por los subsiguientes
actores de la cadena de valor: los mayoristas, supermercados o transformadores (Garcia,

2011).

2.2. CHORIZO FRESCO

2.2.1 DEFINICION

Segun la NTP 201.012 (INDECOPI, 1999), ¢l chorizo es un embutido crudo, curado
o no, ahumado o no, constituido por una masa hecha a partir de carne de porcino, bovino o
ave, o mezcla de éstas, grasa de porcino, bovino o ave; todo adecuadamente triturados y
mezclados, y con agregados de hortalizas, especies y aditivos. Asi mismo, la norma define
a los embutidos crudos como aquellos que en su procesamiento se utilizan materias primas

crudas, curadas o no y que no requieren de tratamiento térmico.

Las condiciones generales establecidas por la NTP 201.012 (iNDECOPI, 1999) que

deberan cumplir los embutidos crudos son:
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Los embutidos crudos deberan ser preparados a partir de carne que proceda de
animales de abasto que hayan sido sometidos a inspeccion veterinaria ante mortem
Y post mortem.

Todos los ingredientes y aditivos utilizados en su elaboracion deberan cumplir con
los requisitos de calidad establecidos en las Normas Técnicas Peruanas pertinentes
sobre el tema y en las disposiciones sanitarias vigentes.

En la elaboracién de embutidos crudos no se permitira el uso de almidones, féculas
y harina de soya.

Su elaboracién y comercializacion, deben estar garantizados por el cumplimiento
de las disposiciones vigentes y del Cdédigo de Buenas Practicas de Carnc y

Productos carnicos de tal manera que se asegure su calidad.

COMPOSICION

En el Cuadro 3, se observa la composicion que debe cumplir el chorizo segun la

NTP 201.012 (INDECOPI, 1999).

Cuadro 3: Composicion del Chorizo

Calidad | Max./Min. Extrafino Fino Extra Economico
Componente % % % %
Carne Min. 70.00 60.00 30.00 20.00
Grasa Max. 20.00 30.00 41.00 43.00
Agua Anadida Max. 10.00 10.00 15.00 17.00
Proteina no Cérnica Max. 0.00 0.00 3.50 5.00

NOTA: En las clases Extrafino y Fino, la came provendra exclusivamente de carcasas cuya clasificacion sea

de primera y debe ser de porcino. bovino o ave. En la clase Econdmico, se permitird también el uso de carne

industrial.

Fuente: INDECOPI (1999).

2.23

LAS ESPECIAS COMO AGENTES ANTIMICROBIANOQOS EN
PRODUCTOS CARNICOS

Las especias y aceites esenciales son ingredientes cuyo uso se aplica en la industria

alimentaria como condimentos y saborizantes, aunque muchas de estas especias poseen
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también un significante poder antimicrobiano. En estos casos la actividad antimicrobiana

se debe a sustancias quimicas especificas o aceites esenciales (Jay et al., 2009).

La composicién quimica del chorizo se detalla en el Cuadro 4. As{ mismo, en el

Cuadro 5 se muestra el contenido de acidos grasos saturados.

Cuadro 4: Composicién Quimica del Chorizo Fresco

Composicion por 100 g de porcién

comestible gramos (g)
Agua 523
Proteina 21.0
Grasa 21.9
Carbohidratos -
Fibra -
Ceniza 3.8

Composicion por 100 g de porcion
miligramos (mg)

comestible
Calcio 56
Faosforo 149
Hierro 4.0
Tiamina 0.3
Riboflavina 0.36

Niacina
Fuente: Collazos ef al. (1996).

Cuadro 5: Acidos Grasos Presentes en el Chorizo Fresco

Acidos Grasos Porcentaje (%)
Miristico (C14:0) 0.8
Paimitico (C16:O) 26.6
Estearico (C18:0) 12.0
Relacion Poliinsaturados/saturados 0.39

Fuente: Collazos ef al. (1996).



Sin embargo es dificil predecir qué efectos antimicrobianos derivan de las especias
tal como se utilizan en los alimentos; las cantidades empleadas difieren ampliamente
dependiendo del gusto y de la relativa eficiencia que es variable con respecto a la
composicion del producto al que se agrega. Debido, por una parte, a las diversas
concentraciones de compuestos antimicrobianos que existen en las diferentes especias y,
por otra, a que muchos estudios se han desarrollado empleandolos en términos de extracto
seco, el cual es dificil especificar la CMI de una determinada especia frente a un
microorganismo definido (Jay et al, 2009). En medios de cultivos, los extractos de las
especias tienen menos poder inhibidor que las mismas, probablemente debido a una
liberacién mas lenta de las sustancias voldtiles en estas tltimas. En los alimentos las
especias muestran, en general menor poder inhibidor que en los medios de cultivo, y las
bacterias Gram negativas son mas sensibles que las Gram positivas siendo las bacterias

lacticas las maés resistentes (Jay et al, 2009).

Existen investigaciones que estudian el efecto antimicrobiano de distintas especias
aplicado en productos cdrnicos. Sallam et al. (2004) afirman que el ajo fresco, en polvo y
el aceite de ajo proveen beneficios antimicrobianos y antioxidantes en la salchicha cruda
de pollo durante el almacenamiento en frio (3°C). Por lo que sugieren que el ajo, como
hierba natural puede ser usado para prolongarla vida util de productos carnicos,
proveyendo al consumidor productos con aditivos naturales, los cuales son mas saludables
que los sintéticos. Bussatta et afl. (2008) encontrd que el orégano tiene un efecto
antimicrobiano en salchicha fresca, a una concentracion menor al 1.0 mg/ml de solucidn y

que en la matriz cdrnica puede llegar a tener un efecto bactericida.

2.2.4 REQUERIMIENTO MICROBIOLOGICOS

Los requisitos microbiolégicos que debe cumplir el chorizo segiin la NTP 201.012
(INDECOPI, 1999) son:

- Recuento de microorganismos aerobios mesofilos: menor a 10° NMP/g.

- Numeracién de Escherichia coli: menor a 10 NMP/g.

- Numeracién de Staphylococcus aureus: menor a 10> NMP/g.

- Recuento de Clostridium perfringens: menor a 10 ufc/g.

- Deteccion de Salmonella: ausencia en 25 g.



2.2.5. FACTORES DE ALTERACION MICROBIANA EN LOS ALIMENTOS

Los alimentos constituyen un buen medio para los microorganismos quienes se
desarrollan en funcion, por un lado, de los parametros fisico-quimicos del medio y, por

otro, de su propio potencial genético (Bourgeois ef af., 1994).

El desarrollo microbiano es afectado principalmente por la composicion general del
medio, es decir, por la naturaleza de la fuente de energia y de carbono y por la presencia de
agua, minerales, factores de crecimiento, antioxidantes, acidos orgénico de sustancias con
una actividad especial; la composicién del medio esta en relacion directa con ciertos
parametros, tales como el pH, la actividad de agua o el potencial de oxidorrreduccion. Por
otro lado, el crecimiento microbiano es afectado por otros parametros que forman a
menudo parte del ambiente del producto, como el oxigeno del aire, el contenido de un
determinado gas (COa, N»), la temperatura, las radiaciones electromagnéticas, la humedad

relativa o la presencia de ciertos inhibidores de origen exdgeno (Bourgeois et al., 1994).

Los microorganismos que contaminan los alimentos son gquimiorganétrofos y
utilizan preferentemente los hidratos de carbono como fuente de energia sobre los acidos
grasos o las sustancias nitrogenadas. No obstante, también existen los protdtrofos que
pueden desarrollarse a partir de una fuente de nitrégeno mineral y de un hidrato de carbono

(Bourgeois et al., 1994).

Con respecto a la incidencia del pH sobre el crecimiento de microorganismos
Montville y Matthews (2009) mencionan que la mayoria de patégenos de transmision
alimentaria no pueden crecer a pH inferior a 4,4. A un pH inferior pueden persistir o morir
muy lentamente. Organismos deteriorantes como bacterias de acido lctico y hongos
pueden crecer en productos acidos, aunque raramente hay problemas microbianos en
alimentos con pH < 3,0. El pH 6ptimo para la mayoria de microbios alimentarios sc halla
cerca de la neutralidad, siendo el limite superior para crecimiento es a un pll entre 8 y 9,

pero ningun alimento es tan alcalino.

Bourgeois et al. (1994) sostienen que toda disminucion de la actividad de agua
afecta al crecimiento bacteriano. La mayor parte de las bacterias tienen un crecimiento

optimo alrededor de 0,990 a 0,995, para valores mas bajos, el crecimiento disminuye.
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También la naturaleza de los solutos que afectan la actividad de agua influye sobre los
valores minimos requeridos por las bacterias. En los alimentos, una actividad de agua
inferior a 0,7 se considera el limite inferior que presenta todas las garantias de estabilidad,
sin embargo un 0,91 indica que por debajo de esta los microorganismos se encuentran

fuertemente frenados.

El potencial oxido-reduccién mide la facilidad con la cual un medio pierde (si es
reductor y su Eh negativo) o gana (si es oxidante y con Eh positivo) electrones. El O,
influye en el valor de Eh de un medio, y tiene un efecto especifico sobre el metabolismo.
Este compuesto es utilizado por algunos microorganismos como aceptor final de electrones
por una parte y, por otra, es el responsable de la formacién de perdxido de hidrégeno en la

cadena transportadora de electrones (Bourgeois et al., 1994).

La influencia de la temperatura en el crecimiento y la fisiologia es enorme; las
células crecidas a temperaturas de refrigeracion no solo crecen mas “lentamente” que
aquellas crecidas a temperatura ambiente, sino que ademds expresan diferentes genes y son

fisiologicamente distintas (Montville y Matthews, 2009).

2.2.6. DETERIORO MICROBIOLOGICO DE LOS EMBUTIDOS

Generalmente, el deterioro de los embutidos es de tres tipos: formacion de limo,
agriado y enverdecimiento. El limo se forma en el exterior de las tripas, al principio se
observan colonias discretas, que finalmente confluyen para formar una capa uniforme de
limo grisaceo. A partir de este material es posible llevar a cabo el aislamiento de levaduras
y bacterias acido lacticas de los géneros Lactobacillus, Streptococcus y Microbacterium,
especialmente M. thermosphactum. Las superficies himedas favorecen la formacion de
limo, que usualmente queda reducido a la cubierta externa. Con frecucncia la eliminacion
de este material se realiza usando agua caliente, el cual deja al producto sin alteraciones

importantes (Jay, 1978).

Por lo general, el agriado tiene lugar debajo dec la cubierta de estas carnes y se
produce por la accion de los lactobacilos, estreptococos y organismos afines. El origen de
estos organismos cn las carncs preparadas se debe a los solidos de la leche, debido a la

lactosa y otros azicares (Jay, 1978).
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El enverdecimiento esta relacionada a especies heterofermentativas de lactobacilos
y Leuconostoc que son los responsables de este proceso. Estos organismos producen
peréxidos que al actuar sobre los pigmentos de la carne curada dan lugar al color verde.
Esta reaccion es facilitada al ser inactivada la catalasa por el tratamiento térmico o por la
presencia de nitrato. El H,O, acumulado reacciona con determinados pigmentos carnicos,
como son el hemocromégeno 6xido nitrico o la mioglobina 6xido nitrico, produciendo una
porfirina oxidada de color verdoso. Este proceso es originado por el crecimiento de
microorganismos en el interior del nicleo central, donde el bajo potencial oxidorreductor
permite la acumulaciéon del H,O,. Una pequeiia proporcion de oxigeno favorece el
enverdecimiento y, muy frecuentemente, la zona verdosa queda reducida a determinadas
partes del producto. El organismo mayormente aislado en estas carnes verdosas es L.

viridescens (Jay, 1978).

Aunque el deterioro mohoso de estos embutidos no es habitual, es posible en
condiciones favorables. Cuando los productos se almacenan en ambientes de humedad
elevada sufren con maés frecuencia alteraciones por bacterias y mohos. Frecuentemente, los
embutidos contienen una flora mas variada que la mayor parte de las carnes elaboradas,

debido a los diversos condimentos afiadidos que son portadores de su propia flora (Jay,

1978).
2.2.7. FUENTES DE CONTAMINACION DEL CHORIZO FRESCO

La carne e¢s uno de las principales fuentes de contaminacién de los productos
carnicos, siendo su naturaleza organica, pH, alto contenido de proteinas y nivel bajo de
carbohidratos, junto con el ambiente de almacenamiento, determinantes para el crecimiento
de algunos tipos de microorganismos. Los cadaveres de animales, luego de sacrificio y
curtiembre de la piel, contienen muchos tipos de microorganismos, sobre todo bacterias
provenientes de la piel, tracto intestinal, del ambiente en que se criaron (pasturas, agua,

suelo y estiércol) y del ambiente de los mataderos (Ray y Brunia, 2010).

Después del deshuesado, la carne cruda y la carne molida refrigerada contienen
microorganismos que provienen, ademas, del equipo utilizado durante el procesamiento,
del personal, del aire y del agua. Puede también contener mesofilos, como Micrococcus,

Enterococcus, Staphylococcus, Bacillus, Clostridium, Lactobacillus, coliformes y otras
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Enterobacteriaceae, incluidos patdgenos entéricos. Sin embargo, debido a que las carnes
crudas se almacenan a temperatura baja (-1 a 5 °C) son los psicrétrofos los que predominan
y constituyen el principal problema; estos pueden ser lactobacilos y leuconostocos,
Brochotrix thermosphacta, Cl. laramie; algunos coliformes, Serratia, Pseudomonas,
Alteromonas, Achromobacter, Alcaligenes, Acinetobacter, Moraxella, Aeromonas y
Proteus, Listeria monocytogenes y Yer. Enterocolitica. La carga bacteriana de la carne

molida puede llegar a tener hasta 10° microorganismos por gramo (Ray y Brunia, 2010).
2.2.8. MICROORGANISMOS EN LAS CARNES CRUDAS PICADAS

Los productos de carne cruda picada normalmente tienen una vida util corta. La
putrefaccion se debe a las pseudomonas y se limita generalmente a las regiones proximas a
la superficie de la masa de carne picada y a los embutidos con poca sal. La actividad
metabolica de la carne cruda determina una baja tension de oxigeno del producto cuyas
condiciones son anacrobias. En ¢l interior de los productos picados la alteracion se debe
principalmente a las bacterias Gram positivas, sin embargo, las enterobacteriaceas
psicrotrofas constituyen una parte importantc de la flora. Algunos productos carnicos
picados se envasan en peliculas impermeables al oxigeno para conseguir una mayor vida

de almacén en refrigeracion (ICMSF, 2001).

Segin Varnam y Sutherland (1998), los productos carnicos picados crudos son
seguros aunque la incidencia de patdgenos puede ser alta. Los productos de este tipo se
cuecen en el momento del consumo, o inmediatamente antes y las intoxicaciones
alimentarias se pueden producir solo por consumo de carne cruda, insuficientemente
cocinada o contaminacién del producto cocido. Ademas, los productos picados crudos

pueden actuar como una fuente de contaminacion de los productos previamente cocidos.

El protocolo, segin Pascual y Calderén (2000), para productos carnicos crudos

curado o adobados csta normalmente comprendido por los siguientes controles analiticos:

a. Recuento de colonias aerobias mesofilas (31 + 1°C).
b. Investigacion y recuento de Escherichia coli.
¢, Investigacion de Salmonclla sp.

d. Investigacion y reciento de Clostridium sulfito-reductores.

"
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e. Investigacién y recuento de Staphylococcus aureus enterotoxigénico.

a. Clostridium perfringens

La presencia de C. perfringens es comun en carnes crudas, sopas y salsas
deshidratadas, vegetales crudos, y especias. Las esporas de algunas cepas son resistentes a
temperaturas tan altas como los 100°C por mas de una hora, siendo su presencia en los
alimentos inevitable. Asi también, el nivel de oxigeno puede ser suficientemente reducido
durante la coccion para permitir el crecimiento de los clostridios. Las esporas sobreviven la
coccion y pueden germinar y crecer rapidamente en alimentos con inadecuada
refrigeracion después de cocido. Las células de C. perfringens pierden su viabilidad
cuando los alimentos son congelados o cuando se mantienen bajo refrigeracion prolongada

amenos que se fomen precauciones especiales (Jeffery y Harmon, 2001).

b. Escherichia coli

Se encuentra ampliamente distribuida en el intestino de los seres humanos y
animales de sangre caliente y es el anaerobio facultativo predominante en el intestino y
parte de la flora intestinal que mantiene la fisiologia del huésped sano. E. coli es un
miembro de la familia Enterobacteriaceae, que incluyen muchos géneros, incluyendo
patégenos conocidos, tales como Salmonella, Shigella y Yersinia. Aunque la mayoria de
las cepas de E. coli no se consideran como patoégenos, pueden ser patdgenos oportunistas
que causan infecciones en huéspedes inmunocomprometidos. También existen cepas
patogenas que cuando se ingieren, causan enfermedades gastrointestinales en los seres

humanos sanos (Feng et al., 2002).

Shardinger propuso el uso de E. coli como indicador de contaminacién fecal basado
cn la premisa de que se encuentra en abundancia en las heces humanas y de animales, y por
lo general no se encuentran en otros lugares. Ademas, puede ser facilmente detectado por
su capacidad de fermentar la glucosa y lactosa, y porque es mas facil de aislar de
patdgenos gastrointestinales conocidos. Por lo tanto, la presencia de E. coli en los
alimentos o el agua se aceptd como indicativo fecal rcciente y la posible presencia de

patégepos (Feng et al., 2002).
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Escherichia coli puede utilizarse como indice o como indicador, incluso en un

mismo alimento. Como indicador de contaminacion fecal presenta las siguientes

caracteristicas (Dos Santos, 2007):

- Es la mas especifica de todas las bacterias de origen fecal, es decir, procede
exclusivamente del intestino humano o animal.

- Su abundancia entre las enterobacterias.

- Facilidad, rapidez y fiabilidad de las técnicas utilizadas en su investigacion.

- Poca resistencia en cuanto a su supervivencia en ambiente externo y, en cierto
alimentos crudos o tratados, menos que las enterobacterias patdgenas, sobre todo
Salmonella. Este inconveniente hace que su presencia en alimento indique una
contaminacion reciente.

- Su presencia en los alimentos seiiala un peligro potencial de posibles patdgenos

entéricos con mucha mds certeza que en ¢l caso de los coliformes

c. Staphylococcus aureus.

Es altamente vulnerable a la destruccion por tratamiento con calor y a casi todos los
agentes sanitarios. Por lo tanto, la presencia de esta bateria o su enterotoxina en alimentos
procesados o en los quipos de procesamiento generalmente son indicador de una deficiente
limpieza. §. aureus puede causar envenenamiento severo por ingerir alimentos, puesto que
han sido identificados como un agente causante de varios brotes de envenenamiento por

alimentos (Bennctt y Lancette, 2001).

En alimentos, la presencia de un alto nimero de organismos de S. aureus puede
indicar una mala manipulacion o saneamiento, sin embargo, no hay pruebas suficientes
para incriminar a un alimento como causa de la intoxicacién alimentaria, por lo que el
aislado de la bacteria debe demostrar produccion de enterotoxina. Por otro lado, las
poblaciones pequeiias de estafilococos en el momento de las pruebas pueden presentar
restos de grandes poblaciones que produjeron enterotoxinas en cantidad suficiente para

causar la intoxicacion alimentaria (Bennett y Lancette, 2001).
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d. Salmonella

Cualquier alimento crudo de origen animal, como las carnes, las aves, la leche y los
productos lacteos, los huevos y los pescados, asi también como algunas frutas y vegetales
pueden contener la bacteria Salmonella. La bacteria puede sobrevivir causando
enfermedades si estos productos no son cocidos hasta una temperatura interna minima
adecuada, medido con un termometro para alimentos, o si crudos no son lavados
adecuadamente (FSIS/USDA, 2013). Salmonella sp. pueden causar infecciones serias y
algunas veces fatales en nifios, personas mayores, fragiles o inmunodeprimidos. Las
personas sanas infectadas con Salmonella sp. a menudo experimentan fiebre, diarrea (que
puede ser con sangre), nausea, vomitos y dolor abdominal. En raras circunstancias, la
infeccion con Salmonela sp, puede resultar en organismos llegando a la circulacién
sanguinea y producir enfermedades severas como infecciones arteriales, endocarditis, y

artritis (BAM/FDA, 2012).

2.3. PRUEBAS DE SUCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA

El estudio de la sensibilidad de los microorganismos hacia un antimicrobiano se
realiza mediante los antibiogramas. Este se debe realizar antes de establecer algin
tratamiento a una enfermedad de naturaleza antimicrobiana (Granados y Villaverde, 2003).
En nuestro caso, si deseamos saber el caracter antimicrobiano del aji Panca debemos
primero realizar un antibiograma con respecto a microorganismos de estudio antes de

profundizar su comportamiento en una matriz alimenticia.

Las pruebas de sensibilidad son técnicas que investigan la actividad de distintos
agentes quimioterapicos frente a un microorganismo; sirven para identificar el
microorganismos ¢ implantar la terapia mas efectiva (Granados y Villaverde, 2003). Estos
son productos quimicos con la propiedad comin de estar dotados de actividad

antimicrobiana (Gamazo ef al., 2005).



2.3.1. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA Y CONCENTRACION
MINIMA BACTERICIDA

La sensibilidad de una bacteria a un antibidtico determinado viene dada por la
concentracion minima inhibitoria (CMI), que se define como la menor concentracion de
antimicrobiano capaz de inhibir ¢l desarrollo de una cepa bacteriana dada. Existen algunos
métodos que permiten determinar, ademas, la concentracion minima bactericida (CMB),
que es la menor concentracion de antimicrobiano capaz de reducir al 0.1% o menos el
numero de bacterias del indculo original, es decir una reduccién de 1,000 veces (Gamazo

et al., 2005).

Lambert y Pearson (2000) mencionan que la minima concentraciéon inhibitoria es
“la menor concentracién en la que resulta un mantenimiento o reduccién de la viabilidad
del indculo”. Asi también, la determinacidn de la CMI envuelve un procedimiento semi-
cuantitativo que da una aproximacion a la minima concentracién de un antimicrobiano

necesario para prevenir el crecimiento microbiano.

Los métodos mas utilizados para la determinacién del CMI son los métodos de
dilucién. Estos métodos pueden realizarse en medio sélido (dilucién en agar) o en medio

liquido (dilucion en caldo) (Gamazo et al., 2005).

La Concentracion Minima Bactericida tiene como objetivo determinar la menor
concentracion en que un antimicrobiano es capaz de matar una cepa bacteriana, con el fin
de compararla con la que alcanza a un determinada localizacién. Se parte de los mismos
métodos que para obtener el CMI por dilucion en caldo y sus modificaciones. Se diferencia

del CMI por algunas diluciones.

La CMB se puede calcular partiendo del método de diluciones en caldo y
determinando la proporcion de bacterias viables después de 18 — 24 horas de contacto con
el caldo que contienen el antibiético. Cuando hay una concentracion por debajo de Ia

correspondiente a la CMI en la cual no pueden recuperarse bacterias viables tras el

subcultivo (Gamazo et al., 2005).



2.3.1. METODO DE DIFUSION POR DISCOS, DE KIRBY-BAUER

Existen varios métodos para determinar la actividad de una agente antimicrobiano;

cntre los cuales el mas empleado es método de Kirby-Bauer (Colivet et al., 2006).

La prueba de discos de difusion se encuentra basada en la presencia o ausencia de
una zona de inhibicién. Los resultados confiables solo pueden ser obtenidos con pruebas de
discos de difusién que usan el principio de metodologia estandarizada y medicién de
diametros de zona correlacionadas con las concentraciones minimas inhibitorias (CMIs)

con cepas conocidas por ser susceptibles o resistentes a varios agentes antimicrobianos

(NCCLS, 2006).

El método consiste en inocular uniformemente toda la superficie de una placa de
Petri, que contiene un medio con agar. Seguidamente se colocan sobre la superficie del
agar solidificado, discos de papel de filtro con concentraciones conocidas de agente
antimicrobiano. Durante la incubacion los agentes antimicrobianos se difunden por el agar
a partir de los discos. Cuanto mas lejos del disco se difunde, mas baja es su concentracion.
Si el antimicrobiano es eficaz se forma un halo de inhibicidon que rodea al disco y puede

medirse el diametro (Tortora, 1993; citado por Colivet et at., 2006)

Pueden existir distintos problemas durante la medicién de los halos de inhibicion,
en el Cuadro 6, se encuentran enunciados algunos resultados aberrantes, posibles causas y

acciones correctivas.
2.3.2. METODO DE DILUCION EN CALDO Y AGAR

La cuantificacion dc la actividad in vitro de los antimicrobianos se evalua
habitualmente mediante alguna de las variantes de los métodos de dilucion. Estos métodos
se basan en la determinacion del microorganismo en presencia de concentracion creciente

del antimicrobiano, que se encuentra diluido en el medio de cultivo (caldo o agar).

Las primeras determinaciones se realizaron empleando baterias de tubos con caldo
de cultivo con un rango determinado de antimicrobiano (macrodilucion). Esta metodologia

es muy engorrosa, por la cantidad de material y de manipulaciones necesarias para su
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realizacidn, la aparicion de un sistema de inoculacion mdltiple para placas de agar

popularizé el método de dilucion en agar, en el que cada placa, con una cierta

concentracién de antimicrobiano, permite inocular simultineamente un gran nimero de

microorganismos. La utilizacion de micropipetas y de placas de microtitulacién facilita la

utilizacion del método de microdilucién con caldo; en la actualidad se han popularizado los

métodos automatizados comerciales de microdilucidn en caldo, facilmente integrables en

sistemas semi-automaticos de lectura (Garcia et al., 2000).

Cuadro 6: Prueba de susceptibilidad por difusién por discos

Guia para la Resolucién de problemas

Resultados Aberrantes

Causas Probables

Accion Correctiva

Los halos son
universalmente muy grandes

en las placas control.

Bajo in6culo.

Ajustar el indculo a la

turbidez de 0,5 McFarland.

El nutritivo del medio es

muy bajo.

Usar solamente el agar

Mueller-Hinton.

Organismos de crecimiento
lento (no se evidencia en los

controles.

Usar el procedimiento de la
concentracion minima

inhibitoria (MI) solamente.

Medio de profundidad

inadecuada (muy delgado)

Usar un medio con

profundidad 4 mm.

Los halos son
universalmente muy
pequeiios en las placas

control.

Inéculo demastado

concentrado.

Ajustar el in6culo a la

turbidez de 0,5 McFarland.

Medio de profundidad

inadecuada (muy grueso).

Usar un medio con

profundidad 4 mm.

Los resultados para un solo
disco son mds altos o mds
bajos que el nivel
especificado para las cepas

control.

Error en la lectura de la

zona borrosa.

Repetir lectura.

Errores de transcripcion.

Estadisticamente puede
esperar ocasionalmente
alglin resultado fuera de los

rangos.

Disco malo (los discos

malos tienen tendencia a

Los valores suelen caer

dentro de los rangos al J




deteriorarse gradualmente) | repetir la prueba.
El disco no se adhirié
firmemente a la superficie
del agar.
Colonias dentro de la zona | Cultivo mixto o Aislar, identificar y repetir
de inhibicion. contaminado. la prueba con un cultivo
puro solamente.
Hacer una tinciéon Gram o
alguna prueba para
reconocer ¢l contaminante.
Repetir la prueba.
Zonas de inhibicion Discos colocados muy cerca | No utilizar més de 12 discos
solapadas. uno de cada uno. en las placas de 150 mmy 4
o 5 discos en placas de 100.
Colocar los discos no mas
de 12 mm del borde de la
placa. Repetir la prueba.
Halos indistintos con Inoculacién inapropiada, Usar el inoculo
colonias individuales Inoculacién inapropiada, apropiadamente ajustado y
evidentes en la placa de inoculo inadecuado. repetir la prueba.
agar.

Fuente: Ortez er al. (2005).

Para realizar la prueba, una serie de tubo o placas es preparada con medio, caldo o
agar, en la que varias concentraciones de agentes antimicrobianos son afadidas. Los tubos
o placas son entonces inoculados con una suspension estandarizada del organismo a
analizar. Luego de una incubacién nocturna a 35 + 2°C, las pruebas son examinadas y la

concentracion minima inhibitoria (CMI) es determinada (NCCLS, 2006).

Segtn el NCCLS (2006) para determinar los puntos finales del CMI, en el caso de
la dilucién en caldo, se requiere comparar el crecimiento en los tubos o microplacas con

respecto al control, sin agente antimicrobiano. Entonces, cuando la reduccion de




crecimiento es > 80% luego de 16 a 20 horas, la menor concentracién en la que ocurre esto

es el CMI del antimicrobiano para ese microorganismo especifico.

2.3.3. OTRAS METODOLOGIAS PARA LA DETERMINACION
SUSCEPTIBILIDAD MICROBIANA

a. Método de Epsilon-Test

El principio de este método es una expansion de la técnica de difusién en disco. En
el método E-test podemos, mediante lectura directa, determinar la concentracion inhibitoria
minima (CMI). Consiste en una tira de pldstico no poroso de 6 cm de largo por 5 mm de
ancho que incorpora un gradiente predefinido de antimicrobiano equivalente a 15
diluciones. Siguiendo el método de difusidn, una vez inoculada la placa de agar con el
microorganismo, se coloca la tira de E-test sobre su superficie, produciéndose de forma
inmediata una difusién del antibidtico desde el soporte hasta el agar, credndose de este
modo a lo largo de la tira un gradiente exponencial de las concentraciones del
antimicrobiano. Tras la incubacién de las placas, se puede conservar una zona de
inhibicion elipsoidal y simétrica. Después de la incubacion la CMI serd el valor obtenido

en el punto en el que el extremo de inhibicién intercepta a la tira (Garcia ef al., 2000).

b. Cilculo de la CMB, tolerancia y efecto paradéjico

Se considera como CMB la menor concentracién de antimicrobiano que ha matado
el 99,9% del indculo original, usando la formula: n+2 log n, para la determinacion del
punto de corte final. Esto equivale a la disminucién de 3 logaritmos decimales con relacion

al recuento de las colonias (ufc) del indculo inicial (Garcia et al., 2000).

La tolerancia se define cuando la CM1 y la CMB estan separadas por al menos 5
diluciones dobles o cuando la CMB/CMI > 32. El efecto paradéjico aparece cuando a
concentraciones superiores a lJa CMB aumenta el numero de microorganismos viables

(Garcia et al., 2000).



c. Curva de letalidad o de muerte

Es un método cinético de determinacion del poder bactericida. Se valora la
capacidad de matar en relacion con el tiempo y con distintas concentraciones fijas de

antimicrobiano. En este sentido es complementario de la CMB (Garcia et al., 2000).

Consiste en enfrentar un indculo normalizado a concentraciones fijas de
antimicrobiano en un caldo. Las concentraciones normalmente son la CMI, 2 y 4 veces la
CMIl vy, a veces, las concentraciones que se alcanzan en suero, liquido o tejidos. Hay un
control sin antibiético. Se hace un recuento a las 0, 2, 4, 8, 24 y 48 horas habitualmente. En
antibiéticos muy bactericidas, pude hacerse a las 1, 2, 4, 5, y 24 horas. Los recuentos se
expresan en escala logaritmica en el eje de las ordenadas y el tiempo en escala aritmética

de las abscisas (Garcia et a/., 2000).

Se utiliza fundamentalmente en investigacion de nuevos antimicrobianos o
patogenos emergentes. Como limitaciones, no es una técnica no normalizada, es muy
laboriosa y, en general poco reproducible ya que existen numerosos factores técnicos y

metodoldgicos que pueden condicionar los resultados (Garcia et al., 2000).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR DE REALIZACION

El presente trabajo de investigacion se realizd en las siguientes instalaciones de la

Universidad Nacional Agraria La Molina:

- Planta Piloto de Alimentos de la Facultad de Industrias Alimentarias de la
Universidad Nacional Agraria La Molina.

- Laboratorio de Anilisis Fisicoquimico de Alimentos de la Facultad de Industrias
Alimentarias de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

- Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Facultad de Industrias
Alimentarias de la Universidad Nacional Agraria La Molina.

- Laboratorio de Biotecnologia de Alimentos de la Facultad de Industrias

Alimentarias de la Universidad Nacional Agraria La Molina.
3.2 MATERIA PRIMA E INSUMOS
Para la elaboracion del chorizo fresco, se utilizo:

- Came del Centro de Ventas “LA MOLINA”

- Grasa de cerdo del Centro de Ventas “LA MOLINA”
- Film de plastico “U-THIL FILM”

- Sal fina “DOS ANCLAS”

- Ajoen polvo “KARINO”

- Orégano en polvo “KARINO”

- AjiPanca fresco de “EL HUERTO” de la UNALM
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3.4

CEPAS MICROBIANAS DE ESTUDIO

Escherichia coli ATCC® 25920™, pasaje de La Molina Calidad Total (Anexo 17).
Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC® 25923™, pasaje de La Molina
Calidad Total (Anexo 18).

REACTIVOS

Solucién amortiguadora, pH = 4,00 a 20°C (MERCK)
Solucién amortiguadora, pH = 6,88 a 20°C (MERCK)
Cloruro de potasio (MERCK)

Sulfato de cobre (1]) pentahidratado (J. T. BAKER)
Sulfato de potasio anhidro (J. T. BAKER)

Acido sulfirico concentrado (J. T. BAKER)
Hidroxido de sodio (MERCK)

Acido clorhidrico (FERMONT)

Acido bérico (MERCK)

Rojo de metilo (RIEDEL DE HAEN)

Verde de bromocresol (RIEDEL DE HAEN)

Eter de petréleo (M. TEDIA)

Arena limpia acidificada (MERCK)

Alcohol 95% (MERCK)

Cloruro de bario al 1% (MERCK)

Cloruro de potasio (FERMONT)

Agar nutritivo (DIFCO)

Caldo tripticasa soya (OXOID)

Caldo Rappaport-Vassialiadis (DIFCO)

Caldo tetreationato (DIFCO)

Agar bismuto sulfito (MERCK)

Agar Hektoen — entérico (MERCK)

Agar xilosa lisina desoxicolato (MERCK)

Agar triple aztcar hierro (MERCK)

Agar lisina hierro (MERCK)
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- Agar Baird-Parker (DIFCO)

- Plasma coagulasa con EDTA (BD BBL)

- Caldo Cerebro Corazdon (BD BBL)

- Agar Bilis Rojo Violeta con MUG (HI-MEDIA)

- Tween 80 (MERCK)

- Peptona (CRITERION)

- Cloruro de sodio (OXOID)

- Agar oxitetraciclina gentamicina extracto de levadura glucosa (MERCK)
- Agar pararecuento en placa (DIFCO)

- Agar Eosina azul de metileno (MERCK)

- Caldo Mueller-Hinton (DIFCO)

- Dimetilsulféxido (MERCK)

- Estindar de dihidrocapsaicina y capsaicina (SIGMA-ALDRICH)

3.5 EQUIPOS Y MATERIALES

3.3.1 EQUIPOS

- Balanza de precision “SARTORIUS™.

- Balanza de precision “OHAUS” Mod. TA 3001.

- Balanza analitica “H.W. KESSEL” Mod. GR 200.

- Balanza analijtica “OHAUS” Mod. E12140.

- Potencidmetro “HANNA INSTRUMENTS” Mod. HI 2211.

- Refrigeradora eléctrica doméstica “VESFROST™.

- Moledora de carne “MAINCA” Mod. PM-70.

- Termometro digital tipo punzén “HANNA INSTRUMENTS” Mod. HI 14500.
- Cémara de incubacién “MEMMERT”.

- Stomacher “SEWART STOMACHER” Mod. 400 Circulator.

- Cémara de bioseguridad “ESCO” Mod. LA2-4A3.

- Vortex “SCIENTIFIC INDUSTRIES” Mod. G-560E.

- Agitador magnético “HANNA INSTRUMENTS” Mod. HI 190M
- Espectrofotémetro “THERMO SPECTRONICS” Mod. Genesys 6.
Lector de Elisa "BIOTEK” Mod. PowerWave XS2.

Licuadora “OSTER” Mod. Osterizer Blender.
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- Estufa eléctrica “S/M” Mod. “S/M”.

- Bomba de vacio “VACUUM BRAND” Mod. ME 2.

- Campana extractora “ESCO” Mod. EFD 4133.

- Destilador de nitrégeno “VELP” Mod. UDK 129.

- Cocina eléctrica “QUIMICA SERVICE S.R.L.”

- Aqualab “DECAGON DEVICES” Mod. Series 3 TE.

- Estufa de vacio “MEMMERT".

- Magquina selladora de material plastico “SANWIN” Mod. SF-200S.
- Digestor de grasa “GERHART” Mod. ES14.

- Picatodo de alimentos “MOULINEX” Mod. AO5686/A90.
- Rotovapor “BUCHI” Mod. V-700.

- Centrifuga “HETTICH” Mod. -78522.

- Equipo HPLC-DAD “VWR” Mod. Hitachi Elite LaCrom.

3.3.2 MATERIALES

- Material de vidrio:
o Fiolas “PIREX".
o Placas petri “NORMAX?".
o Tubos de ensayo “NORMAX".
o Pipetas “LBT”.
o Espatula dygralsky
o Asade kélle
o Agujade kélle
o Erlenmeyer “PIREX”.
o Matraz Erlenmeyer “NORMAX™.
o Balones de rotovapor “BUCHI”
- Micropipeta de 1000pL “BRAND”.
- Micropipeta de 200puL “DRAGON MED”.
- Otros materiales como: cuchillos, tablas de picar, recipientes de plastico, espatulas,

ollas de acero inoxidable.

44



3.6 METODOS DE ANALISIS

3.6.1. ANALISIS FiSICOS

a. Granulometria

Para la determinacion de granulometria se utilizo el método propuesto por Alvarado
y Aguilera (2001), utilizado también por Gonzalo et al. (2008), para medir la uniformidad
de las particulas del polvo de aji. Para ello se utilizé un set de cinco (5) tamices, colocando
el mas grueso en la parte supcrior y ¢l mas fino en la parte inferior; al final se colocé una
bandeja que recoge las particulas finas. Se colocé la muestra en el tamiz mas grueso (parte
superior) se procedio a agitar manualmente el set de tamices, cinco veces cada vez. Los
tamices fueron previamente pesados antes de colocar las muestras y después de la
agitacion. Se calculé el porcentaje de muestra retcnido en cada tamiz, los tamices

utilizados fueron el nimero 20, 40, 60, 80 y 100.

b. Rendimiento del extracto etanélico

El rendimiento de oleorresina se obtuvo a partir del producto seco. Se pesaron 50 g
de aji Panca seco a partir del cual se realizé por lixiviacion siguiendo el procedimiento
expuesto en la Figura 4, y finalmente se compar6 con lo obtenido de extracto etanélico

luego del secado al vacio. La determinacién se realizé por triplicado.

Peso de extracto etandlico de Aji panca

Peso del Aji panca en polvo x 100

% Rendimiento (b.h.) =

c. Determinacion de la Aw

La medida de a,, se determind cn el equipo Aqualab. Se colocé la muestra en una
cubeta Aqualab, de manera que cubra la mitad y se procedi6 a leer la actividad de agua en

el equipo.
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3.6.2. ANALISIS FISICOQUIMICOS

a. Humedad

La determinacién del contenido en humedad en el aji Panca fresco y en polvo se

realizd por desecacion en cstufa de aire forzado caliente hasta peso constante, siguiendo la

Norma AOAC (1995).

Mientras que para el chorizo fresco inicial y durante el almacenamiento, la

determinacién del contenido de humedad se realizd siguiendo el método INDECOPI

(2006).

b. Proteina

Para la determinacion de la proteina en el aji Panca fresco y en polvo se siguid el

método de la AOAC (1995), cuantificando el nitrogeno total para el método Kjedahl.

Con respecto a la determinacion de la proteina del chorizo fresco se siguid el

método INDECOPI (2002).

c. Grasa

La determinacion de la grasa en el aji Panca fresco y en polvo se realizo basado la

Norma AOAC (1995), utilizando el digestor de grasa.

Para el caso del chorizo fresco la determinacion de la grasa total se realizo de

acuerdo al INDECOPI (2002).

d. Fibra bruta

Se determing siguiendo el procedimiento de la AOAC (1995).
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e. Cenizas

Se siguid el método descrito por la AGAC (1995), mediante la incineracion

completa de los componentes organicos en una muestra de alimento.

La determinacion del contenido de cenizas para el chorizo fresco se llevé a cabo

siguiendo el método INDECOPI (2002).

f. Contenido de capsaicina y dihidrocapsaicina del aji Panca en polvo
El contenido de capsaicina y dihidrocapsaicina realizado tanto para el aji Panca en
polvo como para el extracto etandlico del mismo, se realizo en la Unidad de Investigacion

en Productos Naturales de la Universidad Pcruana Cayetano Heredia, se siguié el método

propuesto por Wahyuni et al. (2011).
g. Determinacion de pH

Se realizo siguiendo el método propuesto para el analisis de productos carnicos del

INDECOPI (2005).

3.6.3. ANALISIS MICROBIOLOGICOS
a. Recuento de Aerobios Mesofilos

El procedimiento para el recuento de microorganismos aerobios mesofilos se basé en el

recuento en placa por incorporacién (ICMSF, 2000).

b. Recuento de Mohos

El recuento de Mohos se llevd a cabo por siembra en superficie en Agar PDA

acidificado con acido tartarico de acuerdo a la ICMSF (2000).
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c. Recuento de Coliformes

Se llevo a cabo mediante siembra por incorporacion, doble capa, en agar bilis

lactosa rojo neutro cristal violeta (ICMSF, 2000).

d. Presencia de Salmonella sp.

La presencia o ausencia de Sa/monella sp. en aji Panca en polvo y en el chorizo, se
realizé de acuerdo al método para el aislamiento e identificacion de salmonelas a partir de

los alimentos de la ICMSF (2000)
e. Recuento de Escherichia coli

El recuento de Escherichia coli durante el almacenamiento de chorizo fresco, se

basé en el método de la [CMSF (2000).
f. Recuento de Staphylococcus aureus

El procedimiento para el Recuento de Staphylococcus aureus se basé en el método

de la ICSMF (2000)
g. Concentracion microbiana: Método McFarland

Para estandarizar la densidad del inéculo del test de susceptibilidad, fue utilizado
un estandar Optico de Sulfato de bario equivalente al estandar 0.5 McFarland. La

preparacion del estandar de BaSO4 se basé en la NCCLS (2006).

Para lo cual se afiadio 0.5 mL de Cloruro de bario al 1% a 99.5 mL de acido
sulfurico, se revolvié para mantener la suspension y se mezclo completamente. Una vez en
suspension  se  verificd la turbidez estindar, midiendo la absorbancia por
espectrofotometria. La absorbancia a 625 nm se encontré entre 0.08 y 0.13 para poder ser

equivalente al estdndar de 0.5 McFarland o 1.5 x 10® células.
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h. Concentracion Minima Inhibitoria por Microdilucién

El procedimiento para la obtencion minima inhibitoria por microdilucion se basé en
el Método de susceptibilidad antimicrobiana por dilucién para bacterias que crecen

aerobicamente de la NCCLS (2006).

Primero, se propagé el indculo hasta obtener masa microbiana igual a 0.5
McFarland en caldo Mueller-Hinton. Luego se diluyd hasta 107 ufe/mi, para después aiiadir
10 pL de este indculo a 190 pL. de matriz (caldo Mueller-Hinton, DMSO, Tween 80 y

extracto etandlico) con distintas concentraciones del agente antimicrobiano (extracto

etandlico de aji Panca).

. . .y . . . 4

La microdilucién tuvo una carga microbiana inicial de 5 x 10" ufc/ml, la cual fue
llevada a incubar a 37°C por 20 horas. Finalmente se compararon dpticamente los
crecimientos de cada concentracion con el crecimiento del control (sin agente

antimicrobiano).

Las densidades épticas fueron medidas con la siguiente programacion:

1. Temperatura: 37°C.

o

Agitacién 10 segundos antes cada lectura.

3. Lectura: a las 0 horas y 20 horas a 600 nm.

El crecimiento microbiano fue detcrminado comparando la densidad éptica de cada
dilucidn con el control. Siendo la concentracién minima inhibitoria aqueila que redujo el

crecimiento en un 8§0%.

Lo Absi,,— Absyg)i
% Crecimiento = (AbSizz~ AbSt)! x 100
(Absy,,— Absyg)c

Donde:
i: Absorbancias a la concentracion

¢: Absorbancias del control
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3.7 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.7.1. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA IN VITRO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE AJI PANCA

Previo a la obtencién de la concentracion minima inhibitoria del extracto de aji
Panca se caracterizo la materia prima, el fruto y el extracto etandlico. Se realizé el anélisis
proximal, el andlisis microbioldgico, el analisis granulométrico, el rendimiento del

extracto, y el contenido de capsaicinoides mayoritarios.

En la Figura 4 se observa el flujo de operaciones para la obtencion de la
concentracion minima inhibitoria del extracto etandlico de aji Panca fresco a partir del

fruto fresco.

a. Seleccion. Esta etapa se realiz6 con el fin de eliminar la presencia de productos en
mal estado, picados, podridos, etc. Se selecciond al momento de la compra de la materia

prima de manera manual.

b. Limpieza y Desinfeccion. La limpieza se realizd para eliminar particulas de polvo
y otras impurezas, retirdndolas con agua. La desinfeccion, para eliminar contaminacion

microbiana, fue a 100 ppm cloro libre residual (CLR) (Paita y Guevara, 2002).

c. Secado. El secado se realiz6 con el objetivo de retirar la humedad propia del aji, y
obtener un producto que se pueda moler. Se sec6 hasta una humedad menor a 10% y a una

temperatura de 65 °C (Paita y Guevara., 2002).

d. Molienda. Esta operacion se efectud para disminuir ¢l tamafio de particula y poder
realizar una mejor extraccion y aplicacién al chorizo experimental. El aji seco se molid en

un mixer, para ser capaz de pasar a través de un tamiz N°60 (Alvistur, 1975).

e. Envasado. El aji Panca en polvo se envaso evitando la humedad, el oxigeno y la
luz, en bolsas plasticas de polietileno de baja densidad grueso, cubierto con aluminio (Paila

y Guevara, 2002).
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f. Almacenamiento. Se almacené con la finalidad de evitar la posible interaccién de

compuestos sensibles al calor y que alteren el producto.

g Extraccion. Se realizé con el fin de obtener un extracto etandlico que permita
determinar la concentracion minima inhibitoria del aji Panca sobre las cepas en estudio. La
extraccion se realizo mediante lixiviacion entre el solvente, alcohol etilico, y el aji (Colivet
et al., 2006). Se colocaron 50g de aji en polvo en un Erlenmeyer de un litro donde se
afiadio alcohol etilico 96° en la proporcion 1:10 (soluto: solvente). Luego, se dejé por 12
horas, hasta que el aj{ se impregne con el alcohol para gencrar una extraccion homogénea
del material (Rodriguez et al., 2006), en condiciones que proporcionen el menor contacto
con oxigeno, en un lugar fresco y con ausencia de luminosidad (Montoya, 2002); por lo

cual se cubre el Erlenmeyer, cn su totalidad, con papel aluminio.

h. Filtrado. Para separar el extracto lixiviado de las particulas de aji, se realiza una

filtracion al vacio utilizando papel filtro (Daghero y Mattea 2000).

i Evaporacion. Con la finalidad de separar el etanol del extracto de aji Panca, ¢l
producto lixiviado se llevé a un rotoevaporador a 60°C, donde se obtienc el extracto libre

de solvente y se recupera en ¢l alcohol etilico.

J- Envasado. Obtenido cl extracto fue preciso evitar la degradacién por efecto de la
luz, absorcion de humedad, evaporacion de constituyentes volatiles, oxidacidn debida al
aire y cambios debido a los microorganismos (Montoya, 2007; citado por Salamanca y
Sanchez, 2009). Por lo que fue necesario depositar el extracto en frascos de vidrio tapa

rosca color ambar (Salamanca y Sanchez, 2009).

k. Almacenamiento. Para evitar cambios durante ¢l almacenamiento, se almaceno en

un lugar fresco y de baja o nula iluminacion.
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Figura 4: Flujo de operaciones para la determinacion de la Concentracion
Minima Inhibitoria por microdilucion (en base a: Alvistur, 1975; Rodriguez et al.,
2006 y NCCLS, 2006.



1. Propagacion. La propagacién se realizé con el fin de obtener biomasa. Las cepas
almacenadas a 4°C en agar nutritivo inclinado. Se aislaron en medio selectivo adecuado:

EMB para E. coli; BP para S. aureus.

m.  Preparacion de inéculo. De manera que se pueda realizar la microdilucién de las
cepas para determinar el CMI se preparé el indculo inicial en caldo Mueller-Hinton se
inocularon las cepas E. coli y S. aureus, por separado, y fueron llevadas a una carga

microbiana correspondiente a 0,5 McFarland (Ortez ef al., 2005).

n. Microdilucion. Con el fin de realizar la lectura de la microplaca y hallar el CMI
del extracto de aji Panca, se llenaron las microplacas con 200 pl de muestra: conteniendo
10 pl de cultivo en caldo Mueller-Hinton ajustado a 107 ufc/ml y 190 pL de solucién de
caldo Mueller-Hinton con 10% de DMSO y 0,5% de Tween 80 a una concentracion de
extracto de aji Panca de: 0; 0.5, 1; 1.5; 2; 2.5; 3; 3.5 y 4 mg/ml (Monroy et al., 2009)
previamente esterilizado por filtracion a través de un microfiltro de 0,45 pm

(Prabuseenivasan et al., 2006).

0. Lectura. Se realizé para poder obtener las densidades opticas de los micropozos y
después calcular los porcentajes de crecimiento. Se efectuaron cuatro repeticiones por cada

concentracion de extracto.

3.7.2. EFECTO ANTIMICROBIANO DEL AJi PANCA EN POLVO DURANTE
EL ALMACENAMIENTO DE CHORIZO FRESCO

Previamente se caracterizd el chorizo experimental en el que se aplicarian las
distintas concentraciones de aji Panca e inocularon las cepas Escherichia coli y
Staphylococcus aureus. Se realizd el analisis proximal y el analisis microbiologico del

producto.

A continuacion se presenta la Figura 5 con el diagrama de flujo de operaciones para

la inoculacion del chorizo experimental con aji Panca.
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Figura 5: Diagrama de flujo de la inoculacion de chorizo experimental

con aji Panca (en base a: Mateo ef al., 2009 y Bang et al. ,2007).



a. Formulacién. En el Cuadro 7 se enumeran los ingredientes y las concentraciones
que conforman la formulacion base de chorizo fresco. A este se le adicionaron distintas
concentraciones de aji Panca, las cuales fueron obtenidas del calculo de la Concentracion
Minima Inhibitoria del extracto y extrapolado a concentraciones de aji en polvo, del que

fue extraido.

Cuadro 7: Formulacion del Chorizo fresco base

Ingredientes %o
Carne de cerdo molida 74
Grasa de cerdo molida 24
Sal 1.5
Ajo 0.4
Orégano 0.01
Control
Aji panca molido 0.5 CMI
1 CMI
2 CMI
Fuente: Adaptado de Mateo ef al. (2009).
b. Molienda y Mezclado. Estas operaciones se realizaron para que la masa cdrnica

sea homogénea. Se mezclaron la carne y la grasa molidas, con la sal, el ajo, el oréganc y el
aji Panca (en polvo a distintas concentraciones). Para mezclar todos los componentes de la
masa se utilizaron espatulas. Se mezcld hasta que la masa tuvo un color homogéneo y

estuvo bien ligada (Mateo et af., 2009).

c. Irradiacion. Con el fin de eliminar el crecimiento de flora inicial contaminante,
se realizé la irradiacién del producto a 10 kGray en el Instituto Peruano de Energia

Nuclear.

d. Propagacién. Se realiz6 con la finalidad de obtener la masa bacteriana de E. coli' y
S. aureus que posteriormente serian inoculadas. Las cepas utilizadas para la obtencion de
la CMI almacenadas en medios selectivos fueron utilizadas para este proposito. Se tomé
una colonia del medio selectivo e inoculo en caldo CASO para ser incubado a 37°C por 18

.horas, para cada cepa.
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e Centrifugacién. Para poder inocular la biomasa, previamente se debe separar del
medio nutritivo y diluirse en una solucion compatible con el producto. Por eso a partir del
caldo CASO se tomaron tubos de 10 ml para inocular el chorizo fresco, cstos fueron ser

centrifugados a 4000 RPM por 30 min.

f. Dilucion. Para poder inocular el chorizo fresco con las cepas E. coli y S. aureus se
retird el sobrenadante y se diluyd en Agua de peptona (0,1%) con una carga microbiana de

0,5 McFarland (Ortez et al., 2005).

g. Inoculacién. Se adicioné por cada 1000 g de chorizo 10 ml de solucion salina
peptonada con indculo de Escherichia coli y Staphylococcus aureus, con una carga
microbiana de 0,5 McFarland de manera que tendremos una carga inicial de 10* ufc/g en

cada unidad experimental (Bang et al., 2007).

h. Envasado. Con el fin de tener un producto microbiolégicamente controlado y
evitar la recontaminacion durante ¢l embutido se envasaron manualmente los chorizos de

50 g en un film de plastico adherente de polietileno y charolas de poliestireno expandido.

i Almacenamiento. Para realizar el seguimiento de la investigacion, se colocaron

los chorizos en refrigeracion (4°C).

3.8. DISENO EXPERIMENTAL

En el Cuadro 8 se presenta el discfio cxperimental de la presente investigacion.
Para la concentracién minima inhibitoria in vitro del extracto etanélico del aji Panca tiene
como Unico factor la concentracion del extracto, analizando el efecto comparado con un
control. La unidad experimental es la microdilucion, que contiene el extracto etandlico de
aji Panca y la cepa, en la cual se realiz6 la lectura. La variable respuesta ¢s la absorbancia,
la que nos sirvid para ubtencr cl porcentaje de crecimiento de la bacteria en el medio

experimental. Se realizaron cuatro repeticiones para cada muestra.

Con respecto al seguimiento del efecto del aji Panca en el chorizo experimental se

han tomado como factores: a) la concentracion de aji, cuyos niveles dependeran de las
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Cuadro 8: Disedo experimental de la Investigacion

Etapa CMIInvitro Efecto Antimicrobiano del Aji Panca durante el almacenamiento de chorizo fresco
AjfPancaen oo Extracto | oy Elaboracion de chorizo Seguimiento
Pocedi . etanolico (mglnld (dias)
. J! extracto) y :
miento | Recep. ., .| Recepcion | Formula Irradia| Inocula Almacena-
. P Panca en| Extraccion| Determi- P ., . . . 0151011520
Aji Panea b mdo | MPeln | cion cion | cion miento
N 00 Control
R 0 ‘ool
& _"5 ToC 50, Recuznto £ colf
Metodo | N A QMI f , '
logh N 15 §. aureus Andlisis F
¢ d_._( )_, — _( )_ATCC(25923) — ] —
v, () * 20 () g
Experi ( ) — ICMI Recuento §, aureus
mental L, §/ indculo —_—
30 10MI »
35 )
4
Variables | Composicion ,Cahd.[ld Rendto. | Crecimiento | Rendto. Composicion Cahdaq ”““f”?”“a
migrobiana y fisicoguimica
Andlisis
Controles | Anihss C[);O;Eﬂ s Diferencia I;Ar Zilllr:‘:l Recuento £ coli
Analisisy | prosimal chucmo: de abs, Peso Gt Recuento S aureus
Pardmetros | Cepsaicn. E iy Densidad - pH, YeH, Aw
aureus

CMI: Concentracidn minima irhibitoria; MP: Materia prima; In: Insumos; FQ: Fisicoquimico; Aw: Actividad de agua: Rendto: Rendimiento,




pruebas de Concentracién Minima Inhibitoria para los microorganismos: Escherichia coli
y Staphylococcus aureus tomandose las proporciones de 0; 0.5; 1 y 2; y b) los dias en los
que se realizan las pruebas fisicoquimicas (0, 10, 20 dias) y microbioldgicas (0, 5, 10, 15 y
20 dias). La unidad experimental es el chorizo (50g) al que se le aplicaran los tratamientos
respectivos. La variable respuesta son las medidas de pH, Aw, %Humedad y la carga

2™y Staphylococcus

microbiana de los microorganismos Escherichia coli ATCC® 2592
aureus subsp. aureus ATCC® 25923™ durante el almacenamiento. Se analizaron por

triplicado cada muestra.
3.9. ANALISIS ESTADISTICO

Para determinar la concentracion minima inhibitoria in vitro del aji Panca sobre las
cepas cn estudio y el efecto del mismo durante el almacenamiento del chorizo
experimental se utilizé el paquete estadistico IBMg SPSSg Statistics 21. En el caso de la
concentracion minima inhibitoria se aplicd el andlisis de varianzas (ANOVA) y la
comparacidn de medias de Dunnet (control), con un posterior anélisis de la regresion por
medio de intervalos de confianza (Anexo 16). Mientras que para el seguimiento del chorizo
durante el almacenamiento se analizaron los efectos principales con el ANOVA, los

efectos secundarios de los factores y la comparacion de medias de Duncan.



IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA IN VITRO DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE AJi PANCA

4.1.1. COMPOSICION DEL AJi PANCA FRESCO Y SECO
Los Cuadros 9 y 10 muestran los valores de los componentes mayoritarios
(humedad, proteina, grasa, fibra, carbohidratos y cenizas) obtenidos en las diferentes

mucstras de aji Panca fresco y seco, expresados tanto en base himeda como en base seca.

Cuadro 9: Composicion proximal del aji Panca fresco

Componente Base humeda Base seca

Humedad 77.17+0.45% 0.00 +0.00%
Proteina 1.91 £ 0.24% 8.37+1.30%
Grasa 1.20 £ 0.02% 5.26 £ 0.09%

Carbohidratos

573 £0.26%

25.11 £ 1.44%

FFibra

7.37 + 0.002%

3227+001% |

Ceniza

6.62 +0.61

29.00 +£3.33

El contenido promedio de humedad fue de 77.17% e¢n basc humeda y seca,
respectivamente, ¢n el aji Panca fresco. Al respecto. Collazos ef al. (1996) encontraron una
humedad de 72.6% para aji picantc molido con sal. Estos valores denotan ¢l alto contenido

de humedad en el producto fresco.

El valor medio de humedad en el aji Panca seco es de 3.12%. Collazos ef al. (1996)
hallaron que el aji Panca scco contuvo un 20.2% de humedad, este valor es muy superior al
encontrado en este estudio, debido al proceso de secado realizado al aji Panca. EI proceso

de secado realizado por Gibbs y O’Garro (2004), scguido por esta investigacion, para
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obtener un mejor contenido de capsaicinas, conlleva a una alta eliminacién de agua. Sin
embargo, Schmidt (1980; citado por Paita y Guevara, 2001) recomienda mantener la
humedad residual a niveles de 9 a 12% para ayudar a minimizar fendmenos degradativos
durante el almacenamiento. Sin embargo, Rosas y Vassallo (2010) encontraron que en la

industria el aji Panca se deshidrata, entero y sin escaldado previo, hasta una humedad final

menor a 5%.

Cuadro 10: Composicion proximal del aji Panca en polvo

Componente Base hiimeda Base seca

Humedad 3.12+£0.03% 0.00 + 0.00%
Proteina 2.32+£0.22% 240+ 0.23%
Grasa 6.92 +0.17% 7.15+0.18%

Carbohidratos

27.5+0.16%

3793+ 0.11%

Fibra

52.05+£031%

53.73 £ 0.006%

8.09 = 0.09%

8.35+£0.09%

Ceniza

En el Cuadro 10 puede observarse que el componente que se encontré en mayor
abundancia en el aji Panca seco fue el contenido de fibra el cual representd un 52.05 +
0.31% expresado en base himeda, mientras el contenido de fibra en el aji fresco fue de
7.32 'y 32.27% en base hiimeda y seca, respectivamente. El aji seco, seglin Collazos et al.
(1996), presenta un 22.4% de fibra (b.h.) inferior al encontrado en esta investigacion, y un
58.7% (b.h.) en carbohidratos mientras que el hallado fue de 27.5% (b.h.). Alvistur (1975)
encontrd que el aji Panca fresco presenta un menor valor fibra bruta igual a 13.44% bs., no
obstante hallO un alto contenido de carbohidratos, 59.78% b.s., superior al doble del valor
hallado para el producto {resco (25.11%). La disminucion del porcentaje de carbohidratos
en base seca se debe al efecto del calor sobre los azucares, los cuales reaccionan con los

aminoacidos generando la reaccion de Maillard.

El contenido de proteina fue de 1.91 y 8.37%, expresado cn base humeda y base
seca, respectivamente, en el aji Panca fresco. Alvistur (1975) encontré un contenido de
proteinas en base seca de 9.63%. En el aji Panca seco el contenido de proteina fue de 2.32

y 2,40%, en base himeda y seca, respectivamente. Este valor es bajo a comparacién al
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hallado por Paita y Guevara (2001) que fue de 12.13% (b.s.) en el rocoto rojo. Existe
cierta degradacion proteica originada por cl proceso de escaldado y deshidratado, al

ocurrir la desnaturalizacion y reaccion de Maillard (Braverman, 1980).

Con respecto al contenido de grasa en el aji Panca seco fue de 6.92 + 0.17% y en el
fresco 1.2 £ 0.02%, expresados en base hiumeda. Los contenidos de grasa hallados para el
aji seco y fresco fueron similares al 1% y 7.8%, reportado por Collazos et al. (1996). Sin
embargo, Paita y Guevara (2001) encontraron valores bastante bajos de grasa, 1.15% (b.h.)

parael fruto secoy 0.12% en el fresco.

El contenido de ceniza en el aji Panca fresco es de 29% (b.s.) para [o cual Alvistur
(1975) hallé un contenido de 11.85% (b.s.). De la misma manera, los niveles de ceniza en
el producto seco fue de 8.09 y 8.35% en base hiimeda y seca, respectivamente. El
contenido de ceniza expresado en base seca cumple con lo estipulado en la industria, que
es de 8% (Alvarez et al, 1997). El contenido de ceniza es una medida del total de
minerales o componentes inorganicos presentes en un alimento, este puede variar no solo
por efecto del secado (Sikorski, 2002) sino que depende también de la fertilidad del suelo,
genética de la planta y el ambiente en el que crece llegando a ocasionar que este

componente sea diferente incluso entre ajies de la misma especie (Fennema, 2000).

Los Capsicum presentan una gran variabilidad en su composicién, debido a que
existen varios factores durante Ja siembra, cosecha y postcosecha que permiten desarrollar
algunos compuestos mas que otros en las distintas temporadas de recoleccion (Fernindez,

2007).
4.1.2. CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA DEL AJI PANCA SECO

En el Cuadro 11 se recogen los resultados obtenidos de los analisis microbioldgicos
realizados en las muestras de aji Panca en polvo. Los recuentos medios de aerobios
mesofilos no superaron las 5 unidades logaritmicas, limite inferior del criterio
microbioldgico (MINSA, 2008). Sin embargo, el recuento de mohos en el aji Panca seco es
superior al limite méximo tolerado por el criterio. Mientras que los coliformes se

encuentran entre las 2 y 3 unidades logaritmicas, tolerablcs por la norma. Finalmente, la
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ausencia de Salmella sp. en todas las repeticiones de la muestra de aji Panca seco fue

positivo.

Cuadro 11: Recuento microbiologico (Logio ufc/g) del aji Panca en polvo

Agente Microbiano (5;;,[:3?:71;)
Acrobios mesofilos 471+0.27
Mohos 4.10+0.16
Coliformes 0.87 £1.50

Salmaonella sp. Ausencia/25g *

# Auscncia en las tres repeticiones

Los recuentos de flora aerobia mesofila viable fue de 4.71 Logyo ufc/g para el aji
Panca en polvo. Este valor se encuentra dentro de la norma (MINSA, 2008) que establece
un recuento minimo de 5 Logo ufc/g. EI ICSMF (1998) menciona que la desecacion rara
vez reduce el nimero de microorganismo y puede aumentar, llegando a encontrar
poblaciones comprendidas entre los 3 y 4 Log)o ufc/g en hortalizas deshidratadas colocadas
en bandejas insufladas con aire caliente; sin embargo ¢l pimenton, puede llegar a tener un

valor de 6 a 7 Logo ufc/g.

El resultado de los recuentos de mohos, 4.10 log)o ufc/g fue mayor a lo estipulado
por el criterio microbiologico (MINSA, 2008) que cs de 4 unidades logaritmicas como
maximo. Es comun encontrar cste tipo de microorganismo en hortalizas desecadas

llegando a tener entre 4 a 5 Log)o ufc/g con una incidencia del 8% (ICMSF, 1998).

Con respecto a los coliformes encontrados no superan la unidad logaritmica ni el
limite inferior establecido por el MINSA (2008) de 2 Logjo ufc/g. La presencia de
coliformes no se considera un indicador itil de contaminacion fecal, sin embargo, la
presencia de E. coli puede indicar un motivo de preocupaciéon; Mayormente, los recuentos
de coliformes con menores o iguales a 1 Log,o ufc/g, con una incidencia del 61% (ICMSF,

1998).

La deteccion de Salmonella sp. en las muestras de aji Panca en polvo fueron

negativas, no se enconlré esta cepa en ninguna de las repeticiones realizadas. Las
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En el presente estudio, la molienda de aji Panca seco se realizé para poder obtencr,
en primer lugar, un extracto etanélico, el cual nos permitié realizar la prueba de
concentracién minima inhibitoria in vitro en las cepas E. coli y S. aureus. Caro (1987)
realiz6 una investigacion sobre la extraccion de oleorresina de aji escabeche (C. pendulum)

en el cual determina un tamafio de particula de 995 um de diametro.

En segundo lugar, se quiso aplicar el aji Panca seco y molido en la masa chorizo
fresco a diferentes concentraciones para su posterior seguimiento microbiano. Segin Rosas
y Vassallo (2010) en la industria el aji Panca en polvo debe tener un tamario de particula
menor a la malla N°40 MESH, equivalente a 425 mm, en un 90% del producto. No
obstante, Gonzales ef al. (2008) encontraron que el 76.78% de aji dulce secado y molido
tiene un tamafio inferior al tamiz N°80 (0.850 mm) valor muy similar al encontrado en el
presente estudio, ademds hallaron que las particulas de aji Panca no presentaron

uniformidad al igual que los resultados mostrado en el Cuadro 12.

4.1.4. CONTENIDO DE CAPSAICINOIDES MAYORITARIOS DEL AJi PANCA
ENPOLVO

En el Cuadro 13 se muestran los valores del contenido de capsaicina y

dihidrocapsaicina provenientes del aji Panca en polvo.

Cuadro 13: Contenido de capsaicina y dihidrocapsaicina en el aji Panca en polvo

Compuesto Aji Panca en polvo
(mg/ g de muestra seca)
Capsaicina 0.248 £ 0.003
Dihidrocapsaicina 0.160 £ 0.00]

Los valores engloban a los encontrados en el aji Panca en polvo que fueron 0.248 y
0.160 mg de capsaicina y dihidrocapsaicina, respectivamente, por gramo de muestra seca
en polvo de aji Panca. En un estudio realizado por Gibbs y O'Garro (2004) se encontré que
el contenido de capsaicina de los Capsicum chinense sp. provenientes del Caribe varia
entre 0.230 y 16.50 mg/g, y para la dihidrocapsaicina entre los 0.010 y 0.350 mg/g de

muestra. Sin embargo, el valor de capsaicina es superior a los encontrados por Fernandez
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(2007) que fueron desde 0.158 a 0.198 mg/g, y el contenido de dihidrocapsaicina entre
0.095 y 0.196 mg/g de Capsicum chinense. Estos valores engloban a los encontrados en la

investigacion.

Fernandez (2007) también menciona que por lo general, la capsaicina aparece en
mayor proporcion que la dihidrocapsaicina, pero en ocasiones esta proporcion cambia
debido al uso de distintas variedades de pimientos. Asi mismo, afirma que existe una gran
disparidad en la concentracion de capsaicinoides en pimientos picantes dependiendo dc la
variedad, estado de maduracion o condiciones de crecimiento que haya tenido el

Capsicum.

Garcés (2007), clasifico la pungencia del Capsicum annum L. segln su contenido
de capsaicinoides en no pungente, ligeramente pungente, pungente y extremadamente
pungente, siendo 1800 mg/g de mucstra seca equivalente a un aji no pungente. Al scr el
resultado obtenido en esta investigacion 408 mg/g aproximadamente de capsaicinoides,
podria clasificarse como no pungente. Asi mismo, para Fernandez (2007) el aji Panca en
polvo esta clasificado como un aji picante suave, puesto que su contenido de capsaicina

estaria comprendido entre 0.1 y 3 mg/g de muestra seca.

4.1.5. RENDIMIENTO DE EXTRACTO ETANOLICO A PARTIR DE AJI PANCA
EN POLVO

El objetivo de la obtencion del extracto de aji Panca en el presente estudio fue
hallar la concentracion minima inhibitoria in vitro del aji sobre las cepas de E. coli y S.
aureus. Por lo que se necesita que este contenga la mayor actividad antimicrobiana, que

segun Colivet ef al. (2006) sc obtiene de la extraccion con etanol.

En el Cuadro 14 pueden observarse los valores del rcndimiento del extracto

etandlico de aji Panca, en extracto himedo y extracto scco, a partir del producto en polvo.

Cuadro 14: Rendimiento de extracto etandlico de aji Panca

Analisis Base himeda Base seca
(g/ 100g producto) (g/ 100g materia seca)
Rendimiento 4.00 £ 0.53 413 +0.55
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El rendimiento de extracto etandlico fue de 4.00 + 0.53% en base humeda.
Rodriguez et al. (2000) encontraron que las variedades de Capsicum chinense estudiadas

presentaron porcentajes de oleorresina de 4.2 hasta 7.7%, a partir del [ruto seco, similares a

los resultados del estudio.

4.1.6. CONTENIDO DE CAPSAICINOIDES MAYORITARIOS DEL EXTRACTO
ETANOLICO DE AJI PANCA

En el Cuadro 15 se muestran los valores del contenido de capsaicina y

dihidrocapsaicina provenientes del extracto etandlico de aji Panca.

Cuadro 15: Contenido de Capsaicina y Dihidrocapsaicina en el

extracto etandlico de aji Panca

Extracto etandlico
Compuesto de Aji Panca
(mg/ g de muestra seca)
Capsaicina 10.074 £ 0.480
Dihidrocapsaicina 6.807+0.173

En la presente investigacion se hallaron los contenidos de capsaicina y
dihidrocapsaicina, 10.074 y 6.807 mg/g de muestra seca del extracto etandlico,
respectivamente. Estos valores son supcriores a los encontrados por Rodriguez er al.
(2000) los cuales varifan entre los 5.675 y 1.685 mg/g de capsaicinoides en muestras de
Capsicum chinense. Fernandez (2007) menciona que el contenido de capsaicinoides dc la
oleorresina depende de la variedad del Capsicum, y que normalmente pueden superar los 5
mg/g de muestra de oleorresina (FAQO, 2002; citado por Fernandez, 2007), representando

eneralmente el 70% por la capsaicina, y el 20% la dihidrocapsaicina.
g p P

Lopez et al. (2011) concluyeron que el rendimiento de los capsaicinoides es mayor
cuando se utiliza el método de extraccion por lixiviacién, aun cuando se obtenga un menor
rendimiento de extracto, la calidad es superior con respecto al método Soxhlet. Ademas
considera que a lixiviacion con etanol es el método mas adecuado si se desea obtener

capsaicinoides a partir de chile habanero (Capsicum chinense).
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4.1.7. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA IN VITRO

a. Concentracion minima inhibitoria in vitro de E. coli

En la Figura 7, se observa como cambia ¢l crecimiento de K. coli en funcién a la
concentracion de extracto de aji Panca en el medio. Esta relacién nos dice que existe una
pérdida de crecimiento del 10.14% al aumentar en Img/ml la concentracion de extracto

etanolico de aji Panca.

Segtin la NCCLS (2006), la lectura del punto final de la concentraciéon minima
inhibitoria debe ser > 80% de reduccién del crecimiento, comparado con un control. En las
pruebas in vitro con E: coli y S. aureus se tuvo un control, el cual no contenia extracto de
aji Panca. Por lo que el control presentd un crecimiento del 100% luego de 20 horas de

incubacion a 37°C.

Por lo tanto, el porcentaje de crecimiento debe ser menor o igual al 20%, sin embargo, las
concentraciones de aji Panca con las que se trabajaron no llegaron a obtener esta inhibicién
sobre las cepas en estudio, debido a la saturacion del microfiltro durante la esterilizacién
por frio. Por lo que se ajustd una regresion linea para obtener la concentracién minima

inhibitoria.

La funcidn con la que cambia la carga microbiana nos permite hallar la
concentraciéon minima inhibitoria al 20% del crecimiento total, el cual fue de 4.82 mg/ml.
Cabe resaltar que al aplicar la funcién de correlacién a una concentracion de extracto de

4.82 mg/ml, los intervalos de confianza al 20% varian desde 0.07 hasta 54.74%.

El anélisis estadistico de los resultados muestra que existen diferencias
significativas entre los porcentajes de crecimiento a distintas concentraciones de extracto
con respecto a un control. Sin embargo, no todos presentan diferencias significativas entre
si. También se observa que la grafica esta dividida en dos, la primera (de 0 a 0.5 mg/ml de
solucién) denota una rapida caida de la biomasa, mientras que en la segunda
(concentraciones mayores a 0.5 mg/ml) parece mantenerse casi constante. Hernandez
(2003) realizé una curva de letalidad para E. coli con distintas concentracion de extracto

acuoso de ajo, de la cual obtuvo que a concentraciones bajas habia un detrimento acelerado
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de la carga microbiana, mientras que mayores concentraciones la disminucidn era paulatina
casi constante, sin embargo llega a visualizarse la concentracion a la cual el extracto inhibe
por completo la carga microbiana. Al parecer a bajas concentraciones los E. coli detectan
el extracto, disminuyendo su crecimiento aceleradamente. Luego la concentracion va en
aumento y estos saturarian sus receptores, por lo que el crecimiento disminuiria

lentamente.

Zhang et al. (2010) afirman que la capsaicina presenta una actividad moderada
sobre E. coli. La mayor resistencia de las baterias Gram negativas a los aceites esenciales
ha sido atribuida en parte a la gran complejidad de la doble membrana conteniendo la
envoltura celular de estos microorganismos en contraste con la membrana de estructura
simple de las Gram positiva (Janssen ef al.,, 1987, citado por Bussatta ef al., 2008). Esto
puede corroborarse en la presente investigacion al comparar las pendientes de las curvas de
inhibicién para E. coli (10.14% por cada mg de extracto/ml de solucidn) y S. aureus
(11.59% por mg/ml), siendo mads susceptible la bacteria Gram positiva por presentar una

pendiente mayor.
b. Concentracion minima inhibitoria in vitro de S. aureus

En la Figura 8, se observa como cambia el crecimiento en funcién a la
concentracion de extracto de aji Panca en el medio. La relacién denota que al aumentar en

Img/ml la concentracion de extracto etandlico de aji Panca existe una pérdida de

crecimiento del 11.59%.

La funcién lineal que relaciona la carga microbiana con la concentracién de
extracto de aji nos permite obtener una concentraciéon minima inhibitoria, o crecimiento de
20% del total, de 5.61 mg/ml. Cabe resaltar que al aplicar la funcién de correlacién a una
concentracion de extracto de 5.61 mg/ml, el crecimiento del 20% varia desde 0.00 hasta
57.45%. La saturacion en la microfiltracién de Ja solucion fue un limitante para obtencion

del CMI a concentraciones superiores a las evaluadas.

Monroy ef al. (2009) hallaron que la concentracion minima inhibitoria para el chile

ancho fue de 1.0 mg/ml de solucion, la cual fue mayor que la encontrada para Salmonella 'y
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Listeria. Yang et al. (2009) estudiaron el efecto del Capsicum para S. aureus encontrando

que el CMI in vitro fue de 12.5%.

El anélisis estadistico de los resultados expone que existen diferencias significativas
entre los porcentajes de crecimicnto cn las distintas concentraciones de extracto con
respecto a un control. Sin embargo, los distintos niveles dc concentracion no presentan
diferencias significativas entre si. El grafico nos permite visualizar la manera en que se
inhibe S. aureus, que a diferencia de F. coli, presentan una tendencia més uniforme,
disminuyendo la carga microbiana cuanto mayor es la concentracion de extracto de aji

Panca.

Zhang et al. (2010) afirman que la capsaicina presenta una actividad significativa
sobre S. aureus. Pistivsek (2005) también menciona que la actividad antimicrobiana de los
ajies se debe a la capsaicina, la cual actlia sobre la fluidez de la membrana inhibiendo el
transporte en ia cadena de electrones. Ei 5. aureus por ser un Gram positivo presenia una

membrana celular mas simple, haciéndolo mas susceptible.

Davidson (1993; citado por Monroy et al., 2008) menciona que las bacterias Gram
positivas son generalmente mas susceptibles a los compuestos polifendlicos no polares que
los microorganismos Gram negativos. Del mismo modo, estos componentes presentan mas
de tres grupos hidroxilo confiriéndoles una alta actividad antimicrobiana (Mori ef al.,
2987, citado por Monroy ef al., 2009), esto es debido a que impiden la captacion de iones
hierro e hidrogeno que son vitales para la sintesis de proteinas en la célula (Scalbert, 1991;
citado por Monroy et al., 2009). De igual forma, algunos flavonoides tienen su
participacion en la inhibicion debido a quc cstos agentes generalmente sc relacionan con la
inhibicién de sintesis del ADN y ARN y otras macromoléculas (Ferrel et al., 1979; citado
por Monroy ef al., 2009).

Los compuestos fenolicos, presentes en los Cupsicum, también tienen propiedades
antimicrobianas. El cfecto toxico sobrc los microorganismos, estan relacionados
directamente con los lugares y el nimero de grupos hidroxilo (Ol11) en ¢l anillo, de forma
que un aumento en la hidroxilacion esta ligado a una mayor toxicidad. I mecanismo
parece estar relacionado con la inhibicion enzimatica por los compuestos oxidados,

posiblemente mediante reacciones de grupos sulfidrilo o por interacciones no especificas
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con proteinas (Domingo y Lopez, 2003). Las proteinas de las bacterias Gram positivas se
encuentran en la Unica membrana citoplasmatica interior envuelta por el peptidoglucano,
mientras que en las Gram negativas las proteinas estan en la membrana externa e interna.
Estudios sobrc ¢l cfecto de la capsaicina en una membrana bifasica, denotan que la
capsaicina a altas concentraciones aumenta la rigidez de una membrana experimental

contiendo diferentes fosfolipidos y colesterol (Tsuchiya, 2001).
En el Cuadro 16 se muestra la concentracion minima inhibitoria del aji como
extracto etanolico, por su contenido de capsaicina y como aji panca en polvo. El contenido

de aji panca en polvo se incorpora a distintas concentraciones en el chorizo experimental.

Cuadro 16: Concentraciéon minima inhibitoria del aji Panca sobre E. coli y S. aureus

mg Extracto/ ml | mg Capsaicina /ml | mg Aji Panca en

solucidn solucién polvo/ ml solucién
Eocoli 4.9 0.049 10570
S aureus 5.01 0.057 227.88

42. EFECTO ANTIMICROBIANO DEL AJi PANCA EN POLVO DURANTE
EL ALMACENAMIENTO DE CHORIZO

4.2.1. COMPOSICION PROXIMAL DEL CHORIZO FRESCO

(humedad, grasa, protcina bruta, ceniza) obtenidos de las muestras de chorizo fresco,

En el Cuadro 17 se muestran los valores de los componentes mayoritarios

expresadas tanto en base humeda como seca.

Cuadro 17: Componentes mayoritarios del chorizo fresco

Componente Base himeda Base seca
Humedad 5587+ 1.20% 0.00 + 0.00%
Proteina 18.2+£0.04 % 41.2+0.09%
Grasa 2203+ 143% | 49.92+16.77 %
Ceniza 232+ 0.13% 5254030 %




Los componentes mayoritarios en el chorizo es el agua (55.87 £ 1.2%), la grasa
(22.03 + 1.43%) y la proteina (18.2 £ 0.04%). No sc presentaron diferencias en los valores
obtenidos de¢ humedad, proteina, grasa y ceniza, ya que tuvieron un coeficiente de
variacién con respecto a la media de 2.1, 0.2, 6.5 y 5.6%, respectivamente. En términos de
extracto seco, el coeficiente de variacion de los valores obtenidos con respecto a la media
son menores al 5.7% para todos los componentes excepto para la grasa, que se presenta

una variacién mayor, llegando a ser de un 33.6%.

Los valores encontrados en el presente estudio fueron muy similares a los
observados por Collazos et al. (1996) para quienes el contenido de agua es de 52.3%
siendo un poco menor que el encontrado en esta investigacién el cual fue de 55.87 +
1.20%. Asi también, el contenido de humedad en el chorizo es parecido al 53.14% (b.h.)
encontrado por Chau (2003) para chorizo parrillero. Coretti (1971) menciona que la
humedad favorece la multiplicacion bacteriana. Al respecto Lawrie (1998), sefiala que es la
disponibilidad de humedad lo que determina el crecimiento de los microorganismos; sin
embargo, esta disponibilidad esta en funcidn inversa a la concentracidon de sustancias

solubles (sales, azicares, etc.) en el medio acuoso.

El contenido de proteina fue de 18.2 + 0.04% expresado en base himeda. Este
contenido es inferior al encontrado por Collazos et al. (1996) de 21.0%, sin embargo muy

similar al hallado por Chau (2003) de 18.64%.

Con respecto a la grasa hallada en este estudio fue de 22.03 + 1.43%. Mientras que
Chau (2003) obtuvo un 24.89% (b.h.), aun cuando en su formulacion el contenido de grasa
de cerdo fue de 11% de la cantidad total de carne mas grasa. Lo cual indicaria que la carne
empleada en este estudio tuvo un tenor normal de grasa, dado que el porcentaje de grasa

fue de 24.5% del total de la masa.

El ultimo componente mayoritario en el chorizo frcsco es la ceniza, la cual presento
un valor de 2.32%. Este contenido es superior al encontrado por Chau (2003) de 1.5%; no

obstante, inferior al expuesto por Collazos et al. (1996) de 3.8%.



4.2.2. CARGA MICROBIANA DEL CHORIZO FRESCO

En el Cuadro 18 se recogen los resultados obtenidos de los anélisis microbiolégicos
realizados en las muestras de chorizo fresco. Los recuentos medios de aerobios mesdfilos
no superaron las 6 unidades logaritmicas. Mientras que la deteccion de Salmonella sp. y el
recuento de Clostridium perfringens salieron negativas en cada repeticion de la muestra de
chorizo. Sin embargo, los recuentos medios de Escherichia coli y Staphylococcus aureus
superaron los criterios microbioldgicos estipulados en la Norma Técnica Peruana 201.202

(INDECOPI, 1999).

Cuadro 18: Recuento microbiolégico (Logp ufc/g) del chorizo fresco

Agente Microbiano (Llf);c,:(::':/)g)
Aerobios mesdfilos (30°C) 5.33+0.05
Escherichia coli 3.12+0.31
Staphylococcus aureus sp. 3.50+0.23
Clostridium perfringens 0.0 £ 0.00
Salmonella sp. Ausencia/ 25g *

* Ausencia en las tres repeticiones.

El resultado de los recuentos de aerobios mesofilos fueron de 5.33 + 0.05 Logo
ufc/g para el chorizo fresco. Este valor estd dentro del limite inferior del criterio
microbiologico (MINSA, 2008) y de la Norma Técnica Peruana 201.0]12 (INDECOP],
1999), las cuales establecen un maximo de 6 Logjo ufc/g. Sin embargo, se pueden
encontrar en carne picada valores de hasta 7.62 Logo ufc/g microorganismos viables

totales incubados a 37°C (ICMSF, 1998).

El recuento de Clostridium perfringens y la deteccion de Salmonella sp. dieron
resultados negativos, es decir nu se encontraron indicios de crecimiento en el chorizo
fresco. Es muy probable encontrar Cl. perfringens en muestras de carnes picadas recuentos
menores a 50 ufc/g pero que pueden llegar a las 1000 ufc/g (ICMSF, 1998). Asi mismo, la
Salmonella sp. se encuentra muy poco en embutidos crudos y carnes picadas, con una

incidencia de 1,2% (Roberts et al., 1980; citado por el ICMSF, 1998)

74



Los valores del recuento de Escherichia coli fueron de 3.12 + 0.31 Log,o ufc/g, el
cual superd al limite mayor del criterio microbioldgico para embutidos frescos (MINSA,
2008) que es de 2.7 Logg ufc/g. El ICMSF menciona que en al menos 20 paises se ha
manifestado E. coli en la carne picada, y cuya incidencia puede llegar a ser del 63% de las

muestras; el recuento de coliformes presuntivos puede llegar a ser desde 2.55 hasta 5.11

Logyq ufc/g.

Asi también se encontrd que los recuentos de Staphylococcus aureus sp. (3.50 +
0.23 Logip ufc/g) superaron las 3 unidades logaritmicas del criterio microbioldgico

(MINSA, 2008); asi también, superan los 2 Logg ufc/g estipulados en el NTP 201.012
(INDECOPI, 1999).

Como se observa tanto Escherichia coli (Gram negativo) como Staphylococcus
aureus sp. (Gram positivo) son microorganismos que generan un problema de inocuidad en
el chorizo fresco, puesto que no cumplen con los requisitos microbiologicos de las normas.

Ademis, su incidencia es superior al de los otros microorganismos.

42.3. EFECTO DEL AJI PANCA SOBRE LAS CARACTERISTICAS
FISICOQUIMICAS Y MICROBIOLOGICAS DEL CHORIZO IRRADIADO
A 10 KGRAY

Los recuentos iniciales de Escherichia coli y Staphylococcus aureus en el chorizo
sin inoculo fueron menor a la unidad en cada una de las concentraciones de aji Panca en
polvo. Ademds, se observd que no hubo crecimiento de microorganismos durante el
almacenamiento de 20 dias. Por lo que se puede afirmar que no existen microorganismos
capaces de producir competencia o injuria sobre las cepas posteriormente inoculadas en el

chorizo experimental. Los recuentos de E. coli 'y S. aureus se encuentran en el Anexo I.

El efecto sobre el pH durante el almacenamiento del chorizo, presenté diferencias
significativas entre los dias del seguimiento, entre las distintas concentraciones de aji
Panca y en la interaccion de estos dos factores. Sin embargo, el analisis de los efectos
simples denota que solamente existen diferencias a distintos niveles de concentracion de aji
y que durante el almacenamiento, es decir en distintos dias, el pH no varia

significativamente (Ver Anexo 2).
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Asi también se observa que el pH del control se encuentra entre 5.75 y 5.78; a
0.5CMI, entre 543 y 5.51; a ICMI, de 5.34 a 5.40 y a 2CMI, de 5.17 a 5.19. Por lo que a

mayor concentracion de aji Panca el valor del pH disminuye.

Los valores de humedad durante ¢l almacenamicnto del chorizo sin inéculo,
presentaron diferencias significativas a distintas concentraciones de aji Panca. Sin
embargo, el factor dia no presenté significancia sobrc la humedad. El anélisis de los
efectos simples denota que solamente existen diferencias entre los valores de humedad a

distintos niveles de concentracién de aji en el mismo dia, manteniéndose casi constante con

respecto al tiempo.

Las humedades en distintos dias presentan valores entre 41.7 y 42.8%; a 0.5CMI,
entre 46.3 y 48.5%; a ICMI, de 48.6 2 49.6% y a 2CMI, de 55.4 a 55.7%. Por lo tanto, la

humedad disminuye cuanto mayor es la concentracion de aj{ Panca.

El scguimiento de la actividad de agua durante el almacenamiento, no presenta
diferencias significativas con respecto a los dias pero si entre las distintas concentraciones
de aji. Esto cs corroborado por el analisis de los efectos simples donde se visualizan
diferencias a distintos niveles de concentracién de aji en el mismo dia, manteniéndose

constante con respecto al tiempo (Ver Anexo 3).

Los valores de actividad de agua en los distintos dias de seguimiento varian,
escasamente, entre 0.976 y 0.984; a 0.5CMI, entre 0.975 y 0.979; a 1CMI, de 0.970 a2 0.974
y a 2CMI, de 0.955 a 0.958. Por lo tanto, la actividad de agua disminuye cuando sc

incrementa la concentracion de aji Panca.

4.2.4. EFECTO DURANTE EL ALMACENAMIENTO DE CHORIZO FRESCO
INOCULADO CON E. COLI

a. Efecto sobre la concentraciéon microbiana de Escherichia coli
En la Figura 9 se muestran las cargas microbianas de la cepa Escherichia coli

durante el almacenamiento del chorizo cxperimental, las cuales presentan diferencias
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4.2.5. EFECTO DURANTE EL ALMACENAMIENTO DE CHORIZO FRESCO
INOCULADO CON S. AUREUS

a. Efecto sobre recuento de Staphylococcus qureus

En la Figura 13 se muestra la cinética de crecimiento de la cepa Staphylococcus
aureus durante el almacenamiento del chorizo experimental, la cual presenta diferencias
significativas con respecto a la concentracion de aji Panca y al dia de recuento, asi como en
la interaccion de estos factores. El analisis estadistico de los efectos simples indica que el
efecto de los dias en las concentraciones 0.5 y | de CMI sobre la carga microbiana no es
significativa, es decir no varia significativamente durante los 20 dias a estas

concentraciones de aji.

Asi, la carga microbiana de Staphylococcus aureus casi no varia en las
concentraciones menores ¢ iguales a la CMI, sin embargo a una concentracion de 2CMI,
cquivalente a 31% de aji Panca, la capacidad inhibitoria es muy superior llegando a
reducir la carga inicial de 5.37 a 2.81 Log ufc/g, igual a 2.6 logaritmos. El criterio
microbioldgico para este tipo de producto (MINSA, 2008) estipula que el recuento de

Staphylococcus aureus debe encontrarse por debajo de las 3 unidades logaritmicas.

La disminucién de la carga microbiana de Stephylococcus aureus es mayor que la
hallada sobre Escherichia coli. Por lo tanto, en la matriz carnica el microorganismo Gram
positivo presenté mayor vulnerabilidad que negativo. Esto fue corroborado in vitro.
Ademas, Arias (2003, citado por Monroy ef al,, 2009) afirma que la presencia de los
compuestos polifendlicos no polares, los cuales también se encuentran en el aji Panca,

afectan en mayor medida a las bacterias G-positivas (S. aureus) que a las negativas (E.

coli).
b. Efecto sobre el pH

En la Figura 14 se muestran los valores de pH durante el almacenamiento del
chorizo Staphylococcus aureus, estos presentaron diferencias significativas con respecto a
los dias del seguimiento, a las distintas concentraciones de aji Panca en polvo adicionado

al chorizo base y a su interaccion. Sin embargo, el analisis de los efectos simples
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V.  CONCLUSIONES

La concentracion minima inhibitoria por microdilucién del aji Panca sobre
Escherichia coli fue de 4.82 mg/ml de solucidn y para el Staphylococcus aureus de
5.61 mg/ml de solucion.

La adicidn de aji Panca cn polvo en el chorizo a un concentracion equivalente a 0.5
y 1 veces la CMI en el chorizo fresco no presentan diferencias con respecto al
control sobre el recuento E. coliy S aurcus

La adicion de dos veces la CMI o 31% de aji Panca en polvo en el chorizo
experimental permite reducir el crecimiento de Escherichia coli en 2.18 logaritmos
y en 2.56 log ufc/g el de Staphylococcus aureus.

El pH, la humedad y la actividad de agua de los chorizos experimentales se
mantuvieron constantes durante el almacenamiento, y no presentaron un efecto
alguno sobre las bacterias en estudio.
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VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda utilizar un blanco positivo con capsaicina para comparar el
crecimiento de microbiano en la determinacién de la concentracién minima
inhibitoria.

Cuantificar el contenido de compuestos polifendlicos y flavonoides en el Capsicum

que presentan actividad antimicrobiana, y usarlos como blancos positivos del

extracto de aji Panca.

Evaluar el efecto del aji Panca como inhibidor de flora bacteriana inicial de un

producto crudo sin irradiar.
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