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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto del propdleo como
bioconservante en el dulce de higos. El estudio se llevd a cabo en los laboratorios de
bromatologia y microbiologia aplicada de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo. La obtencion del propéleo se realiz6 por extraccion con alcohol al
96%. Posteriormente se aplico al dulce de higos en tres concentraciones: (100, 200 y 400 ppm)
para ser comparados frente a dos conservantes comerciales (sorbato de potasio y benzoato de
sodio a 1000 ppm) y el testigo. Se realizaron analisis sensoriales, fisico-quimicos y
microbiolodgicos, cada 15 dias durante 2 meses. Los resultados de los anélisis se tabularon y se
sometieron a un analisis de varianza de un factor ANOVA y una comparacién de medias o test
de Tukey con una significancia del 5% en el programa estadistico Minitab version 16, que
determino la diferencia estadistica significativa entre los tratamientos. En el analisis sensorial
los panelistas detectaron el sabor residual en los tratamientos con propoleo resultando
agradable. Los parametros evaluados, pH, acidez y °Brix hasta el dia 30 son similares al
producto fresco. El recuento de mohos y levaduras se hizo evidente en el testigo a los 30 dias de
almacenamiento con un contaje de 0,7 log UFC/mL, mientras que en los demas tratamientos no
existié crecimiento microbiolégico a este tiempo. Esto permite concluir que el prop6leo ejerce
accioén antimicrobiana hasta los 30 dias de almacenamiento, mientras que el sorbato de potasio
mantuvo su actividad conservante hasta los 60 dias alargando el tiempo de vida util del
producto. Por lo que se recomienda realizar el estudio a una temperatura de almacenamiento de

refrigeracion para alargar la actividad bioconservante del propoéleo.

Palabras clave: <PROPOLEO><SORBATO DE POTASIO><BENZOATO DE
SODIO><DULCE DE HIGO> <CONSERVANTE><VIDA
UTIL><ANOVA [ANALYSIS OF VARIANCE]><ANALISIS DE
ALIMENTOS><MICROBIOLOGIA>
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SUMARY

The present investigation has as aim to evaluate the effect of propolis as bio-preservative in the
sweet of figs. The study was conducted in the Bromatology and Microbiology labs applied to
the Faculty of Sciences in the Higher Polytechnic School of Chimborazo. The obtaining of
propolis was made by extraction with alcohol to 96%. Afterwards, it was applied the sweet of
figs in three concentrations (100,200 and 400 ppm) for being compared facing two commercial
preservatives (sorbato of potassium and benzoate of sodium to 1000 ppm) and the control test.
Sensorial, physical-chemical and microbiologic analyses were made, every 15 days during 2
months. The results of the analyses were tabulated and submitted to a variance analysis of a
factor ANOVA and an average comparison or Tukey test with a significance of 5% in the
statistical program Minitab version 16, which determined the meaningful statistical difference
among the treatments. Within the sensorial analysis the panelist detected the residual flavor in
the treatments with propolis resulting nice to taste. The evaluated parameters, pH, acidity and
°Brix until the day are similar to the cool product. The recounting of fungi and yeast was made
evident in the rest of treatments do not exist a microbiologic growth to this time. This allows
concluding that propolis wields an antimicrobial action till the 30 days of storing, meanwhile
the sorbate of potassium keeps its preservative activity till the 60 days extending the useful
lifetime of the product. That is why is recommended to make the study to a storing temperature

of refrigeration to extend the bio-preservative activity of the propolis.

Key words: <PROPOLIS><SORBATE OF POTASSIUM><BENZOATE DE
SODIUM><SWEET OF FIGS><PRESERVANTIVE><USEFYL LIFE>
<ANOVA [ANALYSIS OF VARIANCE]><ANALYSIS OF FOOD>
<MICROBIOLOGY>

XVi



INTRODUCCION

Desde la antigiiedad se incorporaron aditivos alimentarios a los productos con el fin de que
resulten més apetecibles 0 que se conserven mejor, entre estos los conservantes que se usan
principalmente para producir alimentos més seguros para el consumidor, previniendo la accion
de agentes biolGgicos (European Food Information Counci, 2004, http://www.eufic.org). LOS procesos de
fermentacion, enmohecimiento, putrefaccion y otras alteraciones biolégicas de los alimentos

pueden ser detenidos o retardados e inhibidos por los conservantes. (Cortez, 2012,

http://www.elemprendedor.ec/.).

La busqueda de alternativas de conservacion para productos alimenticios, que cubran las
mismas propiedades antimicrobianas y que tenga compatibilidad con el alimento, en la
actualidad es prioritaria debido a que se ha asociado a los conservadores quimicos como los
nitritos y nitratos, benzoatos, anhidrido sulfuroso (SO,), entre otros, con intoxicaciones, cancer

y otras enfermedades degenerativas. (Alvarez, 2006, http://www.ciad.mx)

La demanda de productos de V gama estd en aumento, asi como el interés por antimicrobianos
de origen natural o bioconservantes como sustitutos de los tradicionales usados. (Ibéfiez et al.,
2003: p.5) Un producto de V gama que se comercializa en Ecuador es el dulce de higos el cual es
un postre apetitoso de exquisito sabor y excelente aceptacion por el consumidor, siendo un
representante de la cultura culinaria y tradiciones del pais, en su mayoria es elaborado de forma

artesanal y se comercializa a pequefia escala en tiendas de abastos o en panaderias.

En la actualidad en Ecuador, pequefias, medianas y grandes empresas intentan rescatar
tradiciones culinarias del pais e industrializar estos productos a gran escala dandole un valor
agregado; empresas como: el Madrigal, Ecuandes, el Lojanito, la Arboleda y Conservas Guayas,

elaboran dulce de higos y lo comercializan a nivel nacional en los principales supermercados.

El dulce de higo, es un producto alimenticio en el que la actividad de agua se encuentra
disminuida por evaporacion en el momento de coccidn y por deduccion, la actividad de
bacterias disminuye e incluso es nula, el porcentaje de azlcar es alto y segin Contardi (2008, p.7)
indica que puede actuar como conservante natural , en base a esto se argumenta que es un
producto que se mantiene estable por un tiempo considerable, pero al intentar comercializarlo a

nivel industrial se debe buscar un conservante que alargue su tiempo de vida Util.



Las diferentes marcas en supermercados utilizan conservantes quimicos como el benzoato de
sodio y el sorbato de potasio reportando un tiempo de vida Gtil de un mes hasta un maximo de

ocho meses.

La adicién de conservantes como benzoato de sodio y sorbato de potasio no se aceptan
facilmente en alimentos, principalmente en frutas y hortalizas frescas cortadas, debido a las
exigencias del consumidor, de productos libres de agentes quimicos, ya que pueden ocasionar

dafo a la salud del consumidor y al medio ambiente. (Aguilar, 2011, pp.95-98).

Por lo tanto la preocupacion del uso de aditivos en exceso lleva a la necesidad de reemplazarlos,
y a la basqueda de otras estrategias de conservacion de alimentos, que alargue su tiempo de vida
atil manteniendo todas sus caracteristicas organolépticas Optimas. Una alternativa al uso de
estos compuestos sintéticos son los bioconservantes, que son productos naturales con la
denominacion GRAS (del inglés Generally Recognized As Safe/Generalmente reconocido como

seguro) (Fernandez et al., 2005: pp. 3-30)

Existen numerosos estudios que prueban la efectividad antimicrobiana de extractos etanélicos y
acuosos de propOleos sobre bacterias (Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa
Streptococcus pyogenes. y Staphylococcus aureus). (Tolosa, 2002, pp. 1-19) y estudios que evaluan
la actividad conservante o el efecto antimicorbiano del propéleo como: Gerénimo (2009, pp.3-30)
que comparo el efecto antimicrobiano del propdleo y el benzoato de sodio en mermelada de
mango, concluyendo que no existe diferencia estadistica entre el propoleo y el benzoato de

sodio al tener actividad antiflngica contra Aspergillus hasta los 15 dias

El estudio realizados por Gutiérrez (2012, pp. 3-110), sobre el efecto del prop6leo como
bioconservante en el chorizo, reporto actividad antimicrobiana in vitro en los ensayos realizados

hasta los 30 dias presentando similar actividad que los nitritos.

El estudio de vida util del jugo de sabila en presencia de prop6leo realizado por Aguilar (2011,
pp. 1-8), reportaron que tanto el testigo y los tratamientos con antimicrobianos naturales
(propdleo, nisina y citridin) no presentaron cambios significativos en la estabilidad

microbioldgica durante los 90 dias de almacenamiento a 10°C.

Por lo que se ve la factibilidad de esta investigacion, evaluando el efecto del prop6leo como
bioconservante sobre el producto y al compararlo con conservantes quimicos habituales. Al ser

el propdleo una biomolécula de fuente natural que brindara proteccion frente a la contaminacion



por microorganismos, siendo un producto muy apreciado por sus actividades bioldgicas,

antibacterianas, antivirales, antifungicas, antioxidantes entre otras. (Vargas et al., 2013, pp. 705-706)

Objetivos

Objetivos Generales

Evaluar el efecto del propo6leo como bioconservante en el dulce de higos (Ficus carica L.).

Obijetivos especificos

1. Obtener el extracto alcohdlico del propdleo y realizar un analisis fisico y microbioldgico del
mismo.

2. Establecer las formulaciones de los conservantes quimicos a utilizar, segun la norma para
confituras NTE INEN 2825, 2013 y para el prop6leo como bioconservante segun estudios
realizados.

3. Evaluar pardmetros sensoriales, fisicos-quimicos y microbiolédgicos a 0, 15, 30, 45 y 60 dias
de almacenamiento del dulce de higos (Ficus carica L.), en presencia del bioconservante y
los conservantes quimicos.

4. Comparar el efecto del prop6leo como bioconservante frente al sorbato de potasio y
benzoato de sodio.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes de investigacion

En el trabajo de grado de Alba (2008, pp. 20-35) estudiaron la factibilidad y rentabilidad de
producir dulce de higo para comercializarlo en el Distrito Metropolitano de Quito” en el cual
pretendid dar valor a la cultura ecuatoriana y rescatar tradiciones que han desaparecido por la
influencia de culturas extranjeras. Sé empez6 con un estudio de mercado para conocer las
expectativas y necesidades del consumidor en el cual obtuvieron que el 83% de personas
encuestadas degustan del sabor del dulce de higos una cifra alta y representativa para hacer

crecer el negocio a futuro.”

En la ciudad de México Tolosa (2002, pp. 1-19), probaron la efectividad antimicrobiana de
extractos etandlicos y acuoso de propéleos de diferentes localidades, realizando su estudio sobre
las bacterias Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa Streptococcus pyogenes. Y
Staphylococcus aureus. Identificaron metabolitos como lactonas, saponinas, fenoles,
triterpenos, taninos, alcoloides, flavonoides, sustancias animadas y en los extractos acuosos
leucoanatocianidinas. Concluyen que la efectividad antimicrobiana de los extractos depende del
solvente empleado siendo en el mas efectivo los extractos etandlicos y las especies mas

sensibles result6 ser la P. aeruginosa y la S. typhi la mas resistente.

En el trabajo de grado de Gutiérrez (2012, pp. 3-10), iidentifico la capacidad bioconservante de
extractos etanolicos de propdleos en chorizo realizando una comparacion frente a un
conservante habitual como el nitrito de sodio. Aplicaron tres tratamientos de conservacion,
posteriormente realizaron analisis microbioldgicos, fisico-quimicos y sensoriales durante 4
semanas realizando mediciones cada ocho dias. Presentando efectos similares entre
conservantes, sobre las bacterias mesofilas, psicréfilas, coliformes totales y fecales.
Concluyeron que tanto como el propoleo y los nitritos presentan actividad similar, al controlar
el desarrollo de microorganismos dentro de la matriz cérnica, finalmente sugieren que es posible

la aplicacion en productos comerciales”.

La Revista Iberoamericana de Tecnologia Postcosecha, publico el articulo cientifico de Aguilar
(2011: pp.1-8) en cual “Evaluaron la aplicacion de agentes antimicrobianos naturales en la vida

atil del jugo de sabila. Al jugo se le adiciono &cido citrico para ajustar el pH aproximadamente a
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3.5 y posteriormente agregaron 3 tipos de agentes antimicrobianos con 3 concentraciones
diferentes cada uno. La aplicacion del tratamiento térmico (T1) y la adicion de propodleos (T2,
T3, T4), nisina (T5, T6 y T7) y aceite esencial (T8, T9 y T10) controlaron la contaminacion
microbioldgica y prolongaron la vida util del jugo de sabila hasta 90 dias tanto a 10 como a
25°C”.

En el proyecto de titulacion realizado por Gerénimo (2009, pp. 3-30), compard el efecto
antimicrobiano del propoleo y el benzoato de sodio en mermelada de mango, con un disefio
experimental de blogues con cuatro tratamientos: (T1: mermelada de mango con benzoato de
sodio, T2: con propdleo al 11%, T3: con propoleo al 20% y T4: Sin antimicrobiano o testigo),
realizando analisis a los 0,7 y 15 dias. En el andlisis sensorial de cinco variables: color, olor,
dulzura, sabor residual y aceptacion general obtuvieron como resultado que los panelistas
prefirieron el tratamiento con benzoato de sodio y el tratamiento con 11% de propébleo. Los
resultados del analisis microbioldgico reporto que no existe diferencia estadistica significativa

entre los tratamientos.

El articulo original de Vargas et al. (2013, pp. 705-706) en la revista Siverciencia, “Sefialan que el
propoleo es una resina que recolectan las abejas y que se recoge de la colmenas de la mismas,
cuya resina presentan propiedades antioxidantes, antimicrobianas y antiflngicas, entre otras,
siendo dependientes de su origen botanico, estacion climatica, método de extraccion,
composicién quimica, edad y zona geografica de recoleccion. Hacen mencion a varios estudios
en los cuales se demuestra el efecto de los extractos de propdleos sobre ciertas bacterias y
hongos, asi como patégenos de interés alimentario, ademas que tienen la capacidad para
prevenir o retardar reacciones de oxidacion por lo que concluyen que los propdleos pueden ser

incorporados en matrices alimentarias”.

1.2. Bases Teoricas

1.2.1. Descripcion del Producto

1.2.1.1. Origen del Higo

Su historia se remota siglos atras, es originario del mediterrdneo y segun arquedlogos dicen que
es una de las primeras frutas que eran almacenadas y secada por el hombre (4000 A.C.). En
Grecia se utilizaron higos como la primera medalla olimpica y en paises del sudeste de Asia, en

Egipto, Grecia e Italia el arbol de higo fue considerado como sagrado. (Cabrera et al., 2007: pp-1-36)



El higo, no es una planta nativa de nuestro pais pero presenta caracteristicas de adaptacion y
variabilidad genética muy similares a las especies nativas. Fue introducida a Ecuador por los
esparioles; es decir, se trata de un frutal de 500 afios de adaptacion en nuestra zona Andina.
(Cabrera et al., 2007: pp-1-36)

1.2.1.2. Caracterizacion de la especie

El higo es considerado como la planta doméstica mas antigua del mundo, es un arbusto de
crecimiento perenne. Se trata de una especie de gran potencial industrial y quizé es una de las
primeras frutas que fue secada y almacenada por la especie humana. El habito de crecimiento
tipico de higo en Ecuador esté ligado a la época de sequia entre los meses de junio y septiembre.
(Cabrera et al., 2007: pp-1-36)

La higuera méas conocida es la (Fiches carica L.) en la actualidad existen mas 750 especies en

todas las regiones calidas.

Figura 1-1. Higuera (Ficus carica L.)
Fuente: www.google.com

1.2.1.3. Taxonomia y morfologia

Es un arbol o arbusto caducifolio que puede llegar alcanzar una altura de hasta 20m., siempre

que esté en un sitio con suelo y clima apropiado.



Tabla 1-1: Identificacion taxonomica y fisiologica del cultivo de higo.

REINO Vegetal

CLASE Dicotiledéneas

ORDEN Urticidas

FAMILIA Moraceae

GENERO Ficus

ESPECIE Ficus carica L.

NOMBRES COMUNES En francés: Figuier; en arabe: kerma; en
inglés: common fig, fig tree; en italiano: fico,
profico; en portugués: figuera y en espafiol:
higo, brevera, brevo, cabrahigo.

Fuente: Tomado y adoptado de Flores, 1990; Sanchez-Monge y Parellada, 1980
Realizado por: Daniela Molina, 2015

1.2.1.4. Variedad

En la Tabla 2-1 se presentan las principales variedades de higos diferenciadas segun su color o

su valor en el mercado.

Tabla 2-1: Principales variedades de higos
MIRAN o CALIMYRNA Color dorado, tierno
MISSION Color Negro

KADOTA o ITALIAN DATTATO Color ambar crema, practicamente sin semilla,

piel muy fina

Alta productividad, muy dulce, color claro
ADRIATIC con sombras doradas

De gran valor en el mercado por su calidad
VERDILLO frente a otras
CAMIRNA De color blanco

Fuente: www.arcovia.com
Realizado por: Daniela Molina, 2015

1.2.1.5. Beneficios del Higo

El higo es consideras la fruta de la mujer por su accion de prevenir los cdlicos menstruales,
miomas al ser rica en estrégenos, por su evidente mejora de la textura de la piel al controlar la
perdida de colageno y elastina ademés ayuda a detener la caida de cabello y regular la tension

arterial. (Cabrera et al., 2007: pp-1-36)



Tabla 3-1: Composicién nutricional del higo

VALORES DIARIOS
COMPONENTES CONTENIDO DE 153 G| 5rsanos  EN UNA

DIETA DE 2000

CALORIAS)
Calorias 120 o
Azucares 119 -
Carbohidratos totales 28 ¢ 3009
Fibra dietética 49 25¢
Proteinas 19 S

Fuente: California Rare Fruit Growers, The Packer 2000
Realizado por: Daniela Molina, 2015

1.2.1.6. Transformacién agroindustrial

Una vez recolectada el fruto es tratado con sumo cuidado para no estropear su presentacion,
posteriormente ingresa a un proceso de seleccion y lavado con el objetivo principal de eliminar
impurezas. La transformacion industrial consiste en cocinar la fruta en recipientes de acero
inoxidable al que se le afiade agua, panela y canela hasta obtener el producto final que es el
dulce de higos. (Cabrera et al., 2007: pp-1-36)

1.2.2. Aditivos alimentarios

El uso de sustancias sobre productos alimenticios, posiblemente tenga sus origenes en el
Paleolitico: al exponer los alimentos al humo, favoreciendo a su conservacion; Neolitico: con el
desarrollo de la agricultura y ganaderia el hombre se vio obligado a buscar nuevas estrategias
como la utilizacion de sal y vinagre, con el fin de que sus productos se conserven por mayor y
resulten mas apetecibles ademas usaron azafran y la cochinilla. Con las nuevas necesidades de
la industria alimenticia en el siglo X1X, la busque de compuestos se hace sistematica. A finales

de este siglo se incluye al lenguaje alimentario el término “aditivo”. (Cabrera et al., 2007: pp-1-36)

Segun el Codex Alimentarius, 1995, el concepto de aditivo se refiere a “cualquier sustancia
que, independientemente de su valor nutricional, se afiade intencionadamente a un alimento con

fines tecnoldgicos, en cantidades controladas”.



1.2.2.1. Conservantes

La actividad de los microorganismos (bacterias, levaduras y mohos) son las principales causas
de alteracion de los alimentos siendo un factor que también limita la vida atil del mismo. El
deterioro de materias primas y productos elaborados o la perdida de la imagen de marca son
problemas por la alteracion microbiana, que tiene implicaciones econdémicas para el fabricante,
distribuidor y consumidores. (Ibafiez et al., 2003: pp. 1-10). La Conferencia de Consumidores y
Usuarios (CECU), sefiala que los conservantes se afiaden a los productos alimenticios para

protegerlos de alteraciones bioldgicas, como fermentacién, enmohecimiento y putrefaccion.

El uso de un conservante alimentario es regulado por organismos oficiales correspondientes,
quienes autorizan su uso teniendo en cuenta que este no sea usado para enmascarar las malas
condiciones de manipulacion o la deficiencia tecnolégica en el proceso de elaboracién el cual
provoca un engafio al consumidor sobre la frescura real del alimento, sino un auxiliar el en
proceso de los alimentos. Los limites de cantidad que se puede afadir de un conservante y las

condiciones de uso estan estrictamente reglamentados en todos los paises del mundo. (Ibéafiez et
al., 2003, pp. 1-10)

Tabla 4-1: Aditivos con actividad conservante mas utilizados en la UE.
NOMBRE CARACTERISTICA APLICACION EFECTOS Y LIMITES
Acido graso | Pan envasado y bolleria. | Metabo6licamente se
insaturado muy poco | Concentrados de zumos. | comporta como  los

Acido sérbico

soluble en agua y
presente en algunos
vegetales.

Postres a base de leche.
Quesos  fundido, en
lonchas, etc.

Aperitivos a base de
cereales.

demas &cidos grasos, es
decir, se absorbe y se
utiliza como una fuente
de energia.

IDA: 25 mg/Kg peso

Actividad Bebidas aromatizadas. Se absorbe rapidamente

antimicrobiana Cerveza sin alcohol. en el intestino,

descubierta en 1875. | Mermeladas y | elimindndose  también
Acido Presente de forma | confituras. con rapidez en la orina.
benzoico natural en canela o | Salsas de tomate o | No tiene efectos

ciruelas pimiento. acumulativos.

IDA: 5 mg/Kg peso

Uno de los mas | Zumos de uva, mostos, | Destruye la tiamina

antiguos vinos, sidra y vinagre. (vitamina B1).

o conservantes. Cefal6podos y | El 3-8% de los enfermos
Anhidrido Eficaz en medio | crusticeos frescos y | de asma son sensibles a
sulfuroso acido, contra | congelados. los sulfitos.

Fe%;g:?:s,. mohos IDA: 0,7 mg/Kg peso.
] Impide el | Productos carnicos | El nitrito se une a la
I\I_lttr_?tosy crecimiento de adobados. hemoglobina, e impide
nitritos

microorganismos

el transporte de oxigeno.




Ealtgosgtjﬁr&ci)jm como Produgtos CAMicos ;)EQ) nitritos: 0,06 mg/kg
botulinum11 embutidos.

’ IDA nitratos: 3,7 mg/kg
Forma un compuesto peso
rosa brillante con el
pigmento de la carne.

Fuente: (Ibafez et al, 2003)
Realizado por: Daniela Molina, 2015

1.2.2.1.1. Acido sorbico y sorbatos

Es un acido graso insaturado (trans-2,4-hexadienoico), muy poco soluble en agua. Su nombre
procede del “serbal de cazadores”, Sorbus aucuparia, el cual se encuentra de forma natural en
las bayas inmaduras, alrededor de 1900 fue sintetizado el acido sérbico al cual se le da una

aplicacién préctica hasta 1940 al descubrir sus propiedades antimicrobianas. (Ibafiez et al., 2003, pp.
1-10)

En la actualidad, se considera el conservante mas utilizado por la industria alimentaria, el cual
se usa en forma de acido o como sorbatos, al ser poco tdxico y a no conferir sabores ni aromas
extrafios al alimento su uso es autorizado en todo el mundo. Los sorbatos son mucho mas
solubles que el acido sorbico, por lo que generalmente se utilizan en la industria alimentaria,
puede utilizarse en alimentos hasta un pH 6 como maximo, aungue su eficacia es mayor cuanto

menor sea el pH. (Calleja et al, 2010: pp.1-166)

e Factores que determinan la actividad antimicrobiana de los sorbatos

La composicion del alimento.- La adicién de sal, aztcar y otros componentes solubles reducen

la concentracion de sorbato en la fase acuosa. (Sofos, 1993, pp. 4-6 )

Flora microbiana.- El potencial del sorbato para inhibir el crecimiento y preservar el producto,
puede ser afectado por el tipo y nimero de microorganismos. Existen microorganismos que
pueden crecer en altas concentraciones de sorbato (>0.3%), mientras que otras son inhibidas con

concentraciones muy bajas (<0.05%). (Sofos, 1993, pp. 4-6 )

Actividad de agua.- Conforme la actividad de agua (aw) disminuye la accion de los
antimicrobianos en alimentos se ve generalmente incrementada. Estudios han reportado que el
sorbato presenta un incremento de la actividad antimicrobiana al adicionar azucar o cloruro de
sodio al sustrato, por la reduccién de la aw y ya que los solutos inducen el hinchamiento celular,

incrementando la sensibilidad de los microorganismos a los conservantes. (Sofos, 1993, pp. 4-6)
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pH.- Al disminuir el pH la accidn antimicrobiana se incrementa, siendo el sorbato més efectivo
como conservador de productos alimenticios cuando los valores de pH son bajos (<6.5), siendo
inefectivo a valores de pH 7 y sobre éste. (Sofos, 1993, pp. 4-6 )

Tabla 5-1: Cddigo de aditivos alimentarios
E-200 Acido sérbico
E-201 Sorbato sodico
E-202 Sorbato potéasico
E-203 Sorbato calcico

Fuente: Conferencia de Consumidores y Usuarios, 2012
Realizado por: Daniela Molina, 2015

Los acido sérbico y los sorbatos son eficaces contra mohos y levaduras y menos contra bacterias
los principales inconvenientes es que son algo sensibles a la oxidacion, al compararlos con otros
conservante es relativamente mas caro y suelen perder su eficacia al ser sometido a procesos de

ebullicién. (Calleja et al, 2010: pp.1-166)

1.2.2.1.1. Acido benzoico

El &cido benzoico se descubrid en la resina benjui, o “incienso de Java” alrededor del siglo
XVII, pero no estudiado hasta mediados del siglo XVIII. Scheele al estudiar y aislar el acido, lo

llamd acido benzoico. (Ibafiez et al., 2003, pp.1-10)

Se encuentra de forma natural en la canela, ciruelas y grosella, pudiendo ser el contenido de
acido benzoico en estas frutas incluso superiores al que se podria utilizar legalmente al

emplearse como aditivo. (Ibafiez et al., 2003, pp.1-10)

Es un conservante activo en medio &cido, por debajo de pH 5, y en algunas especies solamente
por debajo de pH 4. Tiene accion contra bacterias, mohos y levaduras, en especial contra
levaduras. En concentraciones de 0,01% puede llegar a inhibir el crecimiento de algunas
especies, pero por lo general son necesarias en concentraciones superiores. Su mecanismo de
accion es la inhibicion del metabolismo del acetato y la fosforilacion oxidativa. El principal
inconveniente es que presenta cierta toxicidad, por lo que su uso va disminuyendo y es
solamente en productos de consumo ocasional. Es eliminado en la orina en forma de &cido

hiparico, conjugado con glicina. (Cortez, 2012, http://www.elemprendedor.ec/)
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1.2.3. Propéleo

El propdleo son reconocidos como GRAS (del inglés Generally Recognized As Safe), es una
sustancia natural muy adhesivo, formado por resinas recolectadas por las abejas (Apis
mellifera), a partir de secreciones de flores y brotes de las hojas. En las colmenas el prop6leos
mantiene libre de bacterias y hongos patdgenos; es muy apreciado por su actividad bioldgica,
antibacteriana,  antiviral, antifungica, anticancerigena, antioxidante, cicatrizante,
inmunoestimulante, anestésica, analgésica y fitoinhibidora, entre otras. Estas caracteristicas se
relacionan con su composicién quimica, origen boténico, época de recoleccion y la especie de

abeja recolectora. (Vargas et al., 2013, pp. 705-706)

1.2.3.1. Origen botanico del propéleo

Se ha identificado mas de 300 compuestos quimicos, en los que se hallan polifenoles, &cidos
fendlicos y sus ésteres, terpenoides, cetonas, aldehidos, aminoécidos, esteroides, alcoholes y

compuestos inorganicos. (Vargas et al., 2013, pp. 705-706)

La calidad de los propdleo esta ligada a su origen botanico y geografico, debido a que la flora

influye en sus propiedades fisicas como color, sabor, textura y punto de fusion. (Vargas et al.,
2013, pp. 705-706)

1.2.3.2. Caracterizacion fisicoquimica y organoléptica del propoleo

Debido al contenido de aceite esenciales suele ser el propéleo un componente aromatico, el
color (de amarillo claro a castafio oscuro) va diferir segin el origen botanico, época de
recoleccion y edad, el sabor (amargo, ligeramente picante o insipido), a temperatura de 45 a
250°C adquiere una consistencia blanda, maleable y muy pegajosa, a diferencia de una
temperatura por debajo de 15°C se vuelve una sustancia compacta y endeble. Segun la Norma
Salvadorefia, 2003 su punto de fusion es a 100°C. El etanol, propilenglicol, aceite y agua son los
disolventes mas utilizados para su extraccion comercial. Los solventes mas utilizados para su
extraccion con fines comerciales o investigativos, son el agua o alcohol ya que los componentes
antioxidantes y antimicrobianos presentes en el propdleo son solubles en estos. (Bonvehi et al.,
2011, pp. 1387-1395)
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1.2.3.3. Calidad de propdleo

Las propiedades bioldgicas de los propdleo son dependientes de su composicién quimica la
cuales pueden ser aprovechadas por la industria alimentaria, cosmética o quimica. El propoleo
para que sea considerado de calidad 6ptima debe estar libre de residuos toxicos, es decir con un
bajo contenido de cera, materiales insolubles y/o cenizas; ser de origen boténico y tener una

actividad bioldgica comprobada. (Vargas et al., 2013, pp. 705-706)

Tabla 6-1: Evaluacion de la calidad de los propoleos
CARACTERISTICAS CONSIDERACIONES
ORGANOLEPTICAS
Aroma Inodoro, resinoso suave, aromatico o balsamico
Color Amarillo, café, verde, rojo y gris, y sus tonalidades
Sabor Picante, dulce, amargo e insipido
Consistencia Muy blanda, blanda dura, poco dura pegajosa y porosa
Aspecto Homogéneo o heterogéneo

CARACTERISTICAS
FISICAS Y QUIMICAS

Extracto seco Minimo 10%

indice de oxidacion Maximo 22 segundos

Compuestos ~ fenolicos  (mg | Minimo 0.25-5%

AG/MI) Minimo 0.25-0.5%

Flavonoides Maximo de absorcién entre 270y 315 nm
Espectrograma UV-VIS Maximo 2mg-kg™y 1mg-kg™, respectivamente
Metales pesados: plomo vy | Ausente

arsénico

Residuos de plaguicidas vy | Maximo 8%

antibioticos Maximo 5%

Humedad Maximo 30%

Cenizas 25-30%

Cera Minimo 35%

Impurezas mecéanicas 30-35%

indice de yodo
Solubilidad en etanol

CARACTERIZACION
MICROBILOGICAS

Bacterias mesdfilas (UFC/q) <10.000
Coliformes fecales (UFC/g) 0
Coliformes totales (UFC/g) <100
Staphylococcus aureus (UFC/g) 100
Hongos (UFC/g) 1-1000

Fuente: Norma Rusa (1977), Norma Cubana (1991). Norma Salvadorefia (2003) y Norma Argentina (2004)
Realizado por: Daniela Molina, 2015

1.2.3.4. Actividad antioxidante

Al llevarse a cabo la distribucion y preparacion de los alimentos en gran parte los cambios que

afectan la calidad nutricional, seguridad, color, olor, sabor, y textura es consecuentemente por la

13



oxidacion de los lipidos, por consiguiente, en la industria alimentaria se utilizan antioxidantes
sintéticos con el fin de conseguir la integridad del alimento y prevenir el deterioro oxidativo
entre los mas habitualmente empleados tenemos al butilhidroxianisol (BHA),
butilhidroxitolueno (BHT) y terbutilhidroxiquinona (TBHQ). (Schmidt-Hebbel, 1990, pp. 28-29)

Los antioxidantes naturales son una alternativa actualmente para las industrias agroalimentaria
para enfrentar los problemas derivados a la estabilidad de los alimentos. El propdleo se
considera una fuente natural antioxidante debido a su composicion quimica, su propiedad

antiradical y su efecto inhibidor de iones metélicos. (Vargas, y otros, 2013, pp. 705-706).

Se ha demostrado en varios estudios su actividad antioxidante, Da silva et al. (2006, pp. 431-435),
concluyeron que por su alto contenido de flavonoides los extractos etanolicos brasilefios tiene

alta actividad antioxidante en sus ensayos in vitro.

1.2.3.5. Actividad antimicrobiana

A finales de la década de los 40 las propiedades antimicrobianas del propéleos ya han sido
estudiadas. En los ensayos in vitro de Varga et al. (2013, pp. 705-706) concluyen que los extractos
de propdleo son mas eficaces frente a un gran ndmero de bacterias Gram positivas, pero con

limitada actividad sobre Gram negativas, siendo activo para numerosos microorganismaos.

(Choi et al., 2006, pp. 756-761), recolectaron propdleo de algunas regiones de Corea y estudiaron la
actividad antimicrobiana de los extractos etandlicos del mismo, de lo cual obtuvieron como
resultados que tienen alta actividad sobre S. aureus, B. subtilis, S. typhimurium y C. albicans.
Otras investigaciones atribuye la reduccion in vitro en el nimero de microorganismos (S.
aureus, E. faecalis, B. subtilis, S. typhimurium y C. albicans), al contenido de compuestos

fendlicos como los flavonoides. (Vargas, y otros, 2013, pp. 705-706).

1.2.3.6. Actividad antifingica

La contaminacion por hongos constituye un serio problema a la industria alimentaria durante el
procesamiento, asi como en el manejo final del producto. Los conservantes quimicos mas
habituales en los alimentos son el (benzoato de sodio, sorbato de potasio y sus mezclas); el
propéleo en los Ultimos afios se ha considerado un antifingico natural pudiendo ser una

alternativa al uso de estos productos quimicos para en el deterioro de los alimentos por hongos.
(Schmidt-Hebbel, 1990, pp. 28-29)
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El estudio de Koc et al. (2007, pp.57-61) reportan que el propoleo posee actividad antifingica
significativa sobre levaduras aisladas de jugos de frutas, concluyendo que para ser considerado
como un conservante natural para alimentos, es merecedor de estudios mas profundos.

A escala mundial las propiedades antioxidantes, antibacterianas y antifangicas del propoleo han
sido descritas por varios autores (Ver Tabla N°7); sin embargo, se considera que existen un
limitado nimero de publicaciones sobre el uso de prop6leos como conservante natural sobre

alimentos. (Vargas et al., 2013, pp. 705-706).

Tabla 7-1: Principales compuestos del propdleos con actividad bioldgica
Bioactividad Compuesto Denominacion [UPAC Nimero CAS ~ Referencias
Acacetina 3. 7-dihudrons-2{(4-metoxsfernl) croman-4-uno 480-H44
Acido cafeico (E)-33 4-dihidroxifenol)- acido 2-propenoico 331-39-5
Acido cindmico (E)-3-fenil-acido propil 2-enoico 140-10-3
Acido fenilico (E)-3{4hidroi-3-mefoxifenl) dcido propil-2-encico 537-98-4
Acido sinapinico (E)-3{4-hidroni-3.5<dimetoxifenil) acido propil-2-enoico 530-59-6 S
Acido p-cumirico (E)-3<{4hidronifeni)- cido 2-propencico 501-984 B‘m"”l ,004‘,35.\. uf L
o Apigenina 5, 7-dihidroni-2-{4-hidroxifenif)-croman-4-umo 520-36-5 gm ot ol 007
Antioxidante  Artepillin C (E)-3-{4-hidronci-3,5-bis(3-metil-2-butenil) fenil] acido propencico  72944-19-5 Yasg et al. 2011
Ester fenetilico del acido (E)-3{3 4-dihidroxifenil)- cido 2-propenoico, 2-¢ster fenetilico 104594709 mjencia o al.
cafeico (CAPE) 2012.
Galangina 3.5, 7-trihidroxi--fenilcroman-4-uno 548-83-4
Kaempferol 3,5, 7-trihidroxi-2-{4-hidroxifenil)-croman-4-uno 520-18-3
Pinocembrina (2S)-5. 7<dihidroxi-2-fenil-2 3-dihidrocroman-4-uno 480-39-7
Quercetina 23 4-dihidroxifeni)-3 5. 7-tnihidroxicroman-4uno 117-39-5
Acido cafeico (E)33 4-dihidroxifenol}- acido 2-propencico 331-39-5
Acido p-cumdrico (E)-3{¢-hidroxifenil)- acido 2-propenoico 501-98-4
Crisina 5, Tdihidroxi-2-fenilcroman-4-uno 480-40-0
Ester fenetilico del dcido (E)-343,4-dihidroxifenil)- dcido2-propenoico, 2-€ster fenetil 104594-70-9  Takaisi and Schil-
cafeico (CAPE) e wnlided cher, 1994; Mis-
A s Galan.gma 3>7-_tnln£k0n-2-femluoxmn4—1m L) 548-83-4 zoeva of al., 1007
ANMICIOYIAN Naringenina (25)5,7-dihideoni-2-(4- hidroxifenil)-2 3-dihidrochroman4mo 102364729 Velazquez ef al.,
Pinobanksina (2R3R)-3.5,7-trihidroxi-2-fenil-2, 3-dihidrocroman-4-uno 548-82-3  2007; Abn et al.,
Pinobanksina-3-acetato (2R 3R)-5,7-dihidroxi-4-oxo-2-fenil-2 3-dihidrocroman-3-yi] acetato  52117-69-8  2009.
Pinocembrina (2S)-5.7-dihidroxi-2-fenil-2 3-dihidrocroman-4-uno 480-39-7
Quercetina 23 Adihidroxifenil)-3 5, 7-tnihidroxicroman-4-uno 117-39-5
Acido cafeico (E)-3-(3 A-dihidroxifenil- acido 2-propenoico 331-39-5
Acido fenilico (E)-3-{4-hidroxd-3-metoxifenl) dcido propil-2-enoico 537984 Bedascamashure ot
Antifingica  Acido p-cumarico (E)-3-(4-hidroxifenil)- acido 2-propenoico 501-98-4 41 2004: Chaillou
Galangina 3.5.7-trihidroxi-2-fenilcroman-4-uno 543-834  y Nazareno, 2009.
Pinocembrina (2S)-5,7-dihidroxi-2-fenil-2 3-dihidrocroman4-uno 480-39-7

Fuente: Vargas, Torrescano & Sanchez, 2013

1.2.4. Aspecto Legales

1.2.4.1. Norma para las confituras, jaleas y mermeladas

La norma técnica ecuatoriana NTE INEN 2825-2013, es una modificacion a la (version en
espanol) de la Norma Internacional CODEZ STAN 296-2009 (Norma para las confituras, jaleas

mermeladas).
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El dulce de higos, al ser un producto preparado con fruta entera o en trozos, mezclada con
productos alimentarios que confiere su sabor dulce con la adicion de agua y de consistencia
adecuada se define como “confitura” segun NTE INEN 2825-2013

La (NTE INEN 2825, 2013), establece los factores esenciales de composicion y calidad, los

aditivos alimentarios permitidos, contaminantes e higiene del producto.

e Criterios microbioldgicos

La norma NTE INEN 2825-2013, refiere que los productos debera ajustarse a los criterios
microbioldgicos establecidos de conformidad con los Principios para el Establecimiento y la
Aplicacion de Criterios Microbiolégicos a los Alimentos (CAC/GL 21-1997).

En el Diario Oficial del 4 de octubre de 2013, el Ministerio de Salud y Protecciéon Social de
Colombia publico en el Reglamento técnico sobre los requisitos sanitarios que deben cumplir
las frutas y las bebidas con la (Resolucion 3929, 2013, pp. 1-45), en la que establece los requisitos
fisicoquimicos y microbioldgicos para confituras. (Ver anexo A).
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CAPITULO 1

MARCO METODOLOGICO

2.1. Lugar de la investigacion

La presente investigacion se llevo acabo en los Laboratorios de Microbiologia Aplicada y
Bromatologia de la Escuela de Bioquimica y Farmacia de la Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.

2.2. Materiales, Equipos y reactivos

2.2.1. Material Vegetal

La materia prima para la realizacion del dulce de higos fue seleccionada de acuerdo a su estado

de maduracion, color, tamafio y sin lesiones mecanicas.

o Higo (Ficus carica L.): Fue adquirido en la ciudad de Salcedo, provincia de Cotopaxi.
o Panela: Fue adquirido en la ciudad de Salcedo, provincia de Cotopaxi.
o Canela: Fue adquirido en la ciudad de Salcedo, provincia de Cotopaxi.

2.2.2. Conservantes

o Propdleo: Fue adquirido en la ciudad de Salcedo, provincia de Cotopaxi.
o Benzoato de sodio

o Sorbato de Potasio

2.2.3. Equipos

o Autoclave

o Balanza analitica

o Céamara de flujo laminar

. Cémara digital

o Estufaa 25°C +1°Cya35°C £ 1°C

o pH-metro, con precision de al menos 0,06 unidades de pH
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Refractometro
Refrigeradora
Reverbero

Rotavapor R110 BUCHI

2.2.4. Materiales de laboratorio y otros

Agitador

Bureta de capacidad de 50 mL
Espétula

Fundas estériles claras 23*14 cm, 2 oz
Matraz aforado

Matraz erlenmeyer

Piceta

Pinza para bureta

Pipeta de 25 mL

Pipeta automatica de 1000 uL
Probeta

Soporte universal
TermOmetro

Vaso de precipitacion

Vasos de precipitacién de 100 mL y 250 mL

2.2.5. Reactivos

Agua destilada
Agua peptona al 0,1%
Hidroxido de sodio NaOH=0,1 mol/L

Solucion buffer, de pH conocido

2.2.6. Medios de cultivo

3M Placas Petrifilm™ para E. coli y Coliformes Totales

3M Placas Petrifilm™ para Levaduras y Mohos
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2.3. Técnicas y Métodos

La evaluacion del efecto bioconservante del propdleo se realizo en cuatro etapas, en la primera
se obtuvo el extracto etandlico del propdleo y su respetivo andlisis fisico y microbiol6gico
(recuento de E. coli, Coliformes totales, mohos y levaduras), la segunda etapa consistié en la
elaboracién del dulce de higos gracias al apoyo y colaboracion de la microempresa “Las delicias
de los Reyes”; seguido la adicion de los conservantes quimicos (benzoato de sodio y sorbato de
potasio) y el bioconservante (propo6leo a 100ppm, 200ppm y 400 ppm); finalmente la Gltima
etapa consistié en evaluar los parametros fisicos-quimicos (anélisis sensorial, pH, acidez, °Brix)
y microbiolégico (E. coli, mohos y levaduras), a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias, en la figura 2-2, se
presenta la esquematizacion de las diferentes etapas. El anexo A indica los requisitos fisico-
quimicos y microbioldgicos para confituras segln la resolucion 3929 de la Republica de

Colombia.

La Figura 2-2, esquematiza las etapas de obtencién de propoéleo, elaboracion del dulce de higos,
adicion y evaluacién de los conservantes.
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1. Obtenciéndel
extracto etandlico
del propdleo

Procesar el propéleo para
eliminar restos de ceras,
partes de abejas y madera

al 96%

Macerar el propdleo en etanol

Se concentrd el extracto etandlico,

sometiéndolo a evaporacién al Filtrar

vacio ytemperatura maxima de
45°C hasta sequedad.

2. Elaboracién del W
dulce de higo

Agua

Agua

Agua y panela

H

igos

Seleccionar

Filtrar
Reunir los dos extractos y Filtrar El residuo solido se
congelar para precipitar sometid a una
otros compuestos segunda extraccién
Panela
Estado de maduracion, Dilulir en Hasta
color, tamafio y sin completa
lesiones mecanicas agua dilucién
Filtrar
Hasta
Con hipoclorito al 10% Cocinar viscosidad
por 5 minutos, deseada

enjuagar y secar

Por 48 horas en agua
potable, cada 12 horas
cambiar el agua

Por 1 hora

Se escurre el agua
exprimiendo a cada
higo

Por 1
hora

Se escurre el agua
exprimiendo a cada
higo

Por 1
hora

Afadir canela

Cocinar

3. Adiciéon de

ENVASAR

Propdleo a

conservantes
Se dividid en
. N\ .
siete 1 Sin conservante
porciones pd
@ Benzoato de sodio
H UNIR | @ Sorbato de potasio
f4\ Propdleo a
\_/ 100 ppm
( : ) Propdleo a
200 ppm
(6 )
2/

400 ppm




[ 4, Evaluacion de

los conservantes )
Color, olor, sabor y prueba

umbral diferencial

— Analisis sensorial ——

Sin conservante y

blanco Acidez || NTEINEN-ISO | | Productos vegetalesy de frutas-
750:2013 Determinacion de |a acidez titulable (IDT)
Benzoato de sodio
Dulce de 0, 15, 30, Evaluacidn fisico H | NTE INEN | | Conservas vegetales. Determinacién de
higo 45 y 60 dias quimico P 389:1986 la concentracidn del ion hidrégeno (pH)
Sorbato de potasio NTE INEN Conservas vegetales. Determinacion de
°Brix 0380:86 solidos solubles. Método

- . refractomeétrico.
Propdleo a 100, 200 Placas Petrifilm

y 400 ppm Anilisis Levaduras y Mohos

| microbiolégico Técnicas 3M
Placas Petrifilm

E.coli

Figura 2-2. Esquema de las etapas de obtencidn de propéleo, elaboracion del dulce de higos, adicién y evaluacion de los conservantes.

Realizado por: Daniela Molina, 2015
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2.3.1. Obtencion del extracto etandlico del propdleo

2.3.1.1. Procesamiento del propéleo

Para procesar el prop6leo se mezcl6 con agua caliente para separarlo de la cera, se lo secé en
estufa a <45°C, posteriormente se lo disuelve en etanol al 96% para eliminar los restos de cera,
abejas, madera u particulas existentes, se filtrd y el residuo sélido una vez seco, se procedio a

triturarlo y conservarlo en refrigeracion hasta posterior utilizacion.

2.3.1.2. Extracto etanolico de propéleos

Se pesaron 60g de propo6leo el cual se transfiri6 a un recipiente adecuado para macerar con 180
mL de etanol al 96% se sometié a un pre-tratamiento con ultrasonido de baja frecuencia por 2
horas para incrementar la eficiencia, reducir el tiempo de extraccion ademas de disminuir el
riesgo de degradacion térmica al realizarse estd a 25°C, fue dejado en reposo y posteriormente
se filtr6 al vacio; el residuo sélido se sometié a una segunda extraccion en las mismas
proporciones que la primera, el nuevo filtrado obtenido se unié al anterior y se lo llevo a
congelacién por 24 horas, se repitié este proceso hasta no observar la precipitacion de ceras.
Una vez filtrado el extracto se sometié a un proceso de rota evaporacion al vacio a 45°C, hasta
completa sequedad. El extracto final concentrado fue envasado en recipientes de color &mbar y

refrigerados hasta posterior utilizacion.

2.3.2. Elaboracion del dulce de higos

2.3.2.1. Procesamiento de los higos

Se seleccion6 110 higos los mas homogéneos posible segun su estado de madurez, el color,
tamafio y que no presente lesiones mecanicas, se los lavo con agua potable para la eliminacion
de residuos solidos como tierra u otros, se desinfectd con una solucion de hipoclorito al 10% por
5 minutos, se enjuagd y se los dejé secar al ambiente, una vez secos se cortd los higos por su
parte inferior hasta la mitad en 4, se continu6 con el desaguado que consiste en dejar en reposo
los higos en agua por 48 horas realizando un cambio de agua cada 12 horas al eliminar esta agua
se procedio a cocinarlos por 1 hora con una nueva porcion de agua, una vez trascurrido el
tiempo y enfriado se escurre el agua y se exprimidé a cada higo procediendo a cocinarlos
nuevamente siguiendo el mismo proceso anterior, una vez escurridos se realizd una tercera

coccion durante 1 hora, con 6 L de agua y 8 Ib de panela (previamente disuelta).
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2.3.2.2. Elaboracion del dulce

Se diluyo 26 Ib de panela en 13 L de agua hasta completa disolucién y se cocind hasta la
viscosidad deseada.

2.3.3. Adicién de conservantes

Al dulce obtenido en el punto 2.3.2.2 se le dividié en siete porciones de 2,5L cada una, se
procedio a la adicion de los conservantes de la siguiente forma: 1-T (sin conservante), 2-K (con
sorbato de potasio), 3-N (con benzoato de sodio), 4-P100 (con propéleo a 100 ppm), 5-P200
(con propodleo a 200 ppm), 6-P400 (con propéleo a 400 ppm), 7-A ( blanco con 100 ppm de
alcohol); se procedié a unir en un recipiente adecuado cada porcioén con 15 higos del punto
2.3.2.1 y se cocind por 10 minutos mas a temperatura inferior a <50°C; una vez enfriado se

continué con el proceso de envasado colocando 3 higos por tarrina.

2.3.4. Evaluacion de los conservantes

A continuacién se detalla en figuras y cuadros la seleccion de la muestra, los tratamientos, el
numero de repeticiones, los parametros y periodo de tiempo evaluados.

2.3.4.1. Seleccion y tamafio de la muestra

La figura 3-2. Indica la seleccion de la muestras para el posterior analisis de parametros fisico-

quimicos y microbioldgicos a diferentes tiempos.

TRATAMIENTOS

T1: Sin conservante (testigo)="T

T2: Con sorbato de potasio el maximo dela norma = K
T3: Con benzoato de sodio el maximo dela norma=N
T4: Con propoleo a 100 ppm =P100

T5: Con propoleo a 200 ppm =P200

T6: Con propoleo a 400 ppm = P400

Figura 3-2. Seleccion de las muestras
Realizado por: Daniela Molina, 2015
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2.3.4.2. Esquematizacion de los tratamientos, repeticiones y parametros evaluados al dulce de higo0

TRATAMIENTOS 0 15 30 45 60
DiAS
.
1 z 1 2 1 1
T Nt N
i G A W W
1 1 1 1 T
g W W W W
. i ¢ g g i
£ 4 1 p ¢ 1
W W W W W
H H H 3 H
1 s 1 a 7 1
T
o ¢ A W W
1 1 1 1 ¥ o
12 3 T 8 | 3 ]
1 K 1 b
B = 3 = =
T
i 1 1 3 1 1
A W W W
e G i G H
i : 1 : G p ¥
W W W W W
T3 3 L 3 B s
1 1 1 1 1
i
i W W W
1 1 B - =
N W W W W
3 3 3 [] L
1 . i1 2 x
T T T
T4 & & 3 a J a
1 ’ 1 1 1 1
W W W W W
5 S H H H
1 1 1 1 1
L a 3 [ 3
1 1 1 1 1 —
T5 B : 3 [ ] a3
1 -} 1 A 1
i i
i W W W

Figura 4-2. Tratamientos y repeticiones
Realizado por: Daniela Molina, 2015

Tabla 8-2. Parametros evaluados al dulce de higos
PARAMETROS MUESTRAS | ENSAYOS | MEDICIONES | OBSERVACIONES
(dias)
Acidez
FISICO-QUIMICOS 1 pH 0,15,30.45 y 60
°Brix
Levadurasy | 15 3045y60 | |
MICROBIOLOGICOS mohos Dilucién 10-!
E.coli 0
Color
Olor 0,15
SENSORIAL . Sabor
Prueba
umbral 0.15,30
diferencial

T: Sin conservante o testigo

T1: Con sorbato de potasio al maximo de la norma

T2: Con benzoato de sodio al maximo de la norma

T3: Con propéleo a 100 ppm

T4: Con propoleo a 200 ppm

T5: Con propdleo a 400 ppm
Realizado por: Daniela Molina, 2015
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2.3.4.3. Descripcion de los parametros fisicos, quimicos, microbioldgicos y sensoriales

evaluados.

= Acidez total

La acidez se determind en base a la norma NTE-INEN 750:2013 Productos vegetales y de
frutas — Determinacion de la acidez titulable (IDT).

Para la preparacién de la muestra, se pesaron 25 g con aproximacion de 0,01g, lo cual se diluyo

con agua en un matraz aforado de 250 mL.

En el procedimiento de la determinacion de la acidez titulable se utiliz6 el método
potenciométrico en el cual se transfirié, por medio de una pipeta 25 mL de la muestra diluida a
un vaso de precipitacién, se procedié a la titulacién con agitacién constante y afiadiendo
rapidamente desde la bureta, la solucién de hidréxido de sodio hasta que el pHseade 7 £ 0,2y a

continuacion, se agregé lentamente hasta que el pH sea de 8,1 £ 0,2. (Ver anexo F)

Los resultados de la acidez titulable, se expres6 en milimoles de H* por 100 g de producto, lo

que esta dado por lo siguiente:

250 VAV 100
m 172¢€ Vo
Donde:
m es la masa, en gramos, de la muestra de ensayo;

Vo es el volumen, en mililitros, de la porcién de ensayo;

V; es el volumen, en mililitros, de la solucion de hidroxido de sodio utilizada para la
determinacion;

c es la concentracion exacta, en moles por litro, de la solucién de hidréxido de sodio.

Reportar los resultados con un decimal

[] pH

El pH se determind en base a la norma NTE-INEN 389:1985-12 Conservas vegetales y de

frutas—Determinacion de la concentracion del ion hidrogeno (pH). (Ver anexo G)

Para la preparacion de la muestra se homogenizo convenientemente con agitacion, se pesé 5 g
de la muestra y se afiadié 50 mL de agua destilada (recientemente hervida y enfriada) y agitar
suavemente, finalmente se determino es pH introduciendo los electrodos del potenciometro en

el vaso de precipitacion con la muestra, cuidando que este no tope las paredes del recipiente.
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= Sélidos solubles

La determinacion de soélidos solubles se realiz6 en base a la NTE-INEN-ISO 2173:2013
Productos vegetales y de frutas- Método refractométrico (IDT).

Se mezcl6 bien la muestra, y se colocd una pequefia cantidad (2 o 3 gotas es suficiente) en el
prisma fijo del refractometro y se ajusta inmediatamente el prisma mdvil, iluminar
adecuadamente el campo de vision, llevar la linea que divide las partes claras y oscuras de la
superficie en el campo de vision hasta el cruce de las lineas diagonales. Leer el valor del indice
de refraccion o la fraccion de masa de sacarosa o °Brix. (Ver anexo E)

. Anélisis microbiol6gico

Los analisis microbiolégicos se realizaron en placas Petrifilm™ mediante las técnicas de uso de
3M™ para mohos y levaduras y E. coli y coliformes totales segin AOAC método oficial
991.14;

Se preparo una dilucion del dulce de higo en las fundas estériles, se pesé aproximadamente 10 g
de muestra y se afiadi6 90 mL de agua destilada estéril, se mezclé para su correcta
homogenizacion y se continuo con la inoculacion colocando la placa Petrifilm™ en una
superficie plana, se levant6 el film superior y se coloc6 con la pipeta automatica 1 mL de la
dilucion, se deja caer el film superior con cuidado evitando introducir burbujas de aire y se
coloco el aplicador para mohos y levaduras o el de E. coli y coliforme totales sobre la placa
ejerciendo una presion para dispersar la muestra sobre el area circular, finalmente se retird el

aplicador y se esperd un minuto aproximadamente para que se solidifique el gel.

Tabla 9-2: Condiciones de incubacion
TIEMPO DE
MICROORGANISMO TEMPERATURA INCUBACION
Mohos y levaduras 25°C £ 1°C 3-5 dias
Coliformes 35°C + 1°C 24 horas
E. coli 35°C + 1°C 48 horas

Realizado por: Daniela Molina, 2015
. Analisis sensorial

Se evaluaron pardmetro como color, olor, sabor en el dia 0 y se realizé una determinacion de
umbral diferencial mediante una prueba de puntuacion con ayuda de una escala ponderada a los
15,30 y 45 dias.
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La prueba de degustacion consistié en una escala hedonica verbal que costaba de las siguientes

opciones:

Al dia 0 el panel lo conformaron 15 evaluadores semi-entrenados, se analizaron 3 muestras por
cada tratamiento (T1: Con sorbato de potasio; T2: Con benzoato de sodio; T3: Con propdleo al
100 ppm; T4: Con propoleo al 200 ppm; T5: Con propdleo al 400 ppm), colocadas al azar con
diferentes cddigos, los cuales identificaron el color, sabor y olor de cada muestra, indicando si
existe: (ninguna, ligera, moderada, grande y extrema) diferencia con T: Sin conservante o

(testigo).

A los 15,30 y 45 dias se realiz6 la prueba umbral de diferenciacion que consistié en la
degustacion de los tratamientos (T1, T2, T3, T4, T5); con 12 panelistas semi-entrenados, l0s
cuales sefialaron si existe: (ninguna, ligera, moderada, grande y extrema) diferencia frente al
sabor de T; posteriormente se tabulé mediante una prueba de puntuacion con escala ponderada.

En el Anexo C se presenta el formato para la evaluacion del andlisis sensorial.

" Anélisis estadistico

Como herramienta de analisis se utiliz6 el programa estadistico Minitab version 16, los datos se
sometid a un analisis de varianza de un factor (ANOVA) con una significancia del 5% y cuando

existid diferencia estadistica se utilizo el test de comparacion de medias o test de Tukey al 95%

de confianza.
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CAPITULO I

MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

3.1. Extracto etandlico de propdleo (EEP)

Se realiz una extraccion etandlica partiendo de 60g de propoéleo crudo en 180 mL de alcohol al

96% obteniendo un porcentaje de rendimiento de:

o cantidad obtenida
% Rendimiento = cantidad total x 100
18,0465¢g
— X

60g
% Rendimiento = 30,07

% Rendimiento = 100

Se realiz6 EEP ya que segun Gutiérrez (2012, pp. 17-20), los propoleos obtenidos por extraccion
etandlica presenta mayor actividad antimicrobiana en comparacion con otras técnicas como
extraccion acuosa y de volatiles, ademas que los EEP presentan mayor cantidad de compuestos
volatiles, recupera mas compuestos activos, ya que toma los que se recoje en un extraccion

acuosa y por compuestos volatiles.

3.2. Formulacién de los tratamientos

Los tratamientos para este estudio se representan en la Tabla 10-3, que describe las
concentraciones de conservantes quimicos, (benzoato de sodio y sorbato de potasio) y

bioconservante (propdleo), afiadidas al dulce de higo.

La concentracion de los conservantes quimicos afiadidos al dulce de higo se realizd en base a la
dosis maxima permisible por la NTE INEN 2825 (Norma Tecnicas Ecuatorianas, 2013, p. 6) para
confituras, jaleas y mermeladas. La concentracion de propéleo a afiadir se establecio en base a
los estudios realizados por Gutiérrez, (2012, pp. 17-20) en la evaluacion del efecto del propdleo en
chorizo; Aguilar et al.,(2011, pp. 1-8) que realizardn estudios de vida util del jugo de sébila en
presencia de propoleo, citracidin y nisina; y de Gerénimo (2009, pp.1-30) que compard el efecto

antimicrobiano del propdleo y el benzoato de sodio en mermelada de mango.
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Tabla 10-3:

Descripcion de los tratamientos

TRATAMIENTOS DESCRIPCION CONCENTRACION EN ppm
T Sin conservante

T1 Sorbato de potasio: 1000

T2 Benzoato de sodio: 1000

T3 Propdleo: 100

T4 Propdleo: 200

T5 Propdleo: 400

Realizado por: Daniela Molina, 2015

3.3. Analisis, interpretacion y discusion de resultados

3.3.1. Resultados del analisis fisico y microbiolégico del propdleo a ser utilizado como

bioconservante

En la Tabla 11-3, se representa los resultados del analisis fisico y microbiol6gico del propdleo,
los mismos que no afectaron al dulce de higo ya que su color y apariencia son similares, en
cuanto al olor caracteristico del propéleo solo se pudo apreciar en la incorporacion del mismo al

producto el cual se desvanecio rapidamente.

En cuanto al analisis microbioldgico no existio crecimiento de E. coli, coliformes totales, mohos
y levaduras, por tanto, se deduce que el manejo y procesamiento de este producto garantizo su

calidad sanitaria y no constituye una fuente de contaminacion microbiana para el dulce de higo.

Tabla 11-3:  Resultados del andlisis fisico y microbioldgico del propdleo
Apariencia Liquido oscuro
Color Marrén oscuro
Olor Caracteristico

Solubilidad al agua Insoluble

E. coli y Coliformes Totales 0,00£0,00 logUFC/mL

Mohos y levaduras 0,00+0,00 logUFC/mL

Realizado por: Daniela Molina, 2015

3.3.2. Resultados microbioldgicos de las muestras
La calidad microbioldgica de los alimentos es fundamental ya que influye en su conservacion y

vida de anaquel, las normas en materia de alimentos generalmente establecen dicha calidad, en

términos de microorganismo indicadores: de manejo o de eficiencia del proceso (coliformes
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totales, mohos y levaduras); y de contaminacién fecal (coliformes fecales y E. coli.). (Pierson et
al., 2001, p. 13)

Por lo consiguiente se realizd el analisis de coliformes totales, E. coli, mohos y levaduras, a los
0 dias de almacenamiento en todas las muestras, las cuales no presentaron crecimiento de estos
microorganismos. Este recuento inicial se encuentra por debajo del limite de requisitos
microbioldgicos, segln la guia de buenas practicas para alimentos de IV Gama, al no existir una
norma técnica ecuatoriana especifica para dulce de higos, ni otra que se pueda tomar como
referencia. Este recuento inicial bajo, junto a otras consideraciones (procesamiento, técnicas de

almacenamiento, etc.), contribuyen a mantener las cualidades del producto. (Leiva et al., 2012, pp.
19-35)

Considerando la alta concentracion de azlcares en el producto (59 °Brix) se realiz6 el recuento a
los 0, 15, 30, 45 y 60 dias de mohos y levaduras, ya que los azlcares al ser facilmente

fermentables hacen al producto un medio propicio para su crecimiento. (Leiva et al., 2012, pp. 19-35)

Por lo tanto, el crecimiento de mohos y levaduras se hizo evidente en el testigo a los 30 dias de
almacenamiento con un contaje de (0,7 log UFC/mL) al no contener ningln tipo de conservante.
Mientras que en los demas tratamientos no hubo crecimiento microbioldgico, evidencidndose el

efecto de los conservantes afiadidos. (Ver Tabla N° 12-3).

En un estudio de comparacion del efecto antimicrobiano del propdleo y el benzoato de sodio en
mermelada de mango se realizaron analisis microbioldgico a los 0, 7 y 15 dias, reportando
actividad antifungica de los dos conservantes contra Aspergillus hasta los 15 dias, concluyendo
que no existe diferencia estadistica entre el prop6leo y el benzoato de sodio en este periodo de

tiempo (Gerénimo, 2009, pp.3-30).

Los estudios realizados por Gutiérrez (2012, pp. 3-110), sobre el efecto del prop6leo como
bioconservante en el chorizo, reporto actividad antimicrobiana in vitro en los ensayos realizados
hasta los 30 dias presentando similar actividad que los nitritos. El estudio de vida atil del jugo
de sébila en presencia de propdleo realizado por Aguilar et al. (2011, pp:1-8), reportaron que tanto
el testigo y los tratamientos con antimicrobianos naturales (propdleo, nisina y citridin) no
presentaron cambios significativos en la estabilidad microbiolégica durante los 90 dias de

almacenamiento a 10°C.

Al tomar como referencia estos estudios, la actividad antifingica en este proyecto concuerda

con los diferentes autores, ya que Ger6nimo y Gutiérrez reportar6n actividad antifungica y
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antimicrobiana a los 15 y 30 dias, respectivamente, pero al disminuir la temperatura de
almacenamiento como en el estudio de Aguilar, se puede lograr un tiempo de vida util del
producto hasta los 90 dias. (Gerénimo, 2009; Gutiérrez, 2012; Aguilar 2011)

En cuanto al dia 45 de almacenamiento ya se presentaron diferencia significativa entre
tratamientos, prevaleciendo su funcién conservante los tratamientos T1 y T2 (conservantes
comerciales), al no presentar crecimiento microbioldgico. A diferencia de T3 que presento un
crecimiento de (2,67 log UFC/mL) que se encuentra fuera del limite permisible para confituras
segun la Resolucion 3929 de 2013-Colombia siendo el limite maximo permisible 1,30 (log
UFC/mL), mientras que los tratamientos T4 y T5 el recuento fue de (1,46y 0,79 log UFC/mL,
respectivamente), encontrandose aln en los limites de aceptacion de calidad de confituras

segun las misma norma.

En los 60 dias de almacenamiento de las muestras, el mejor tratamiento fue T1 que no presento
crecimiento microbiano, al ser uno de los conservantes quimicos mas utilizados por su
efectividad frente a mohos y levaduras, ademas de que algunos estudios reportan que la
actividad microbiana del sorbato aumenta al adicionar azucar al producto, por lo que explica
que haya conservado el dulce de higos mejor que los otros tratamientos. (Sofos, 1993, p. 10). En
cuanto al testigo y los tratamientos T2, T3, T4 y T5 presentaron valores de crecimiento de
mohos y levaduras fuera de los rangos permisibles de aceptacion de calidad, segin la
Resolucién 3929 de 2013 de Colombia para confituras. En la Figura 5-3, se observa que el
crecimiento de mohos y levaduras, en los tratamientos T3, T4 y T5 a los 60 dias de

almacenamiento fue superior a los otros tratamientos incluyendo al testigo.

Entre los factores que influyen las propiedades antimicrobianas del propéleo se encuentra la
temperatura idénea de almacenamiento <15 °C segln Jurgens (2008, p. 30) ademas indica que la
humedad excesiva en el propbleo favorece el desarrollo de algunas especies de mohos y
levaduras en la superficie del mismo, lo que se manifiesta por la presencia de capas blancas y
verdosas, pudiendo producir fermentaciones que a su vez generan productos no deseados, y

toxinas perjudiciales para la salud.

En referencia a lo anterior, se deduce que los tratamientos T3, T4 y T5 que contenian prop6leo a
diferentes concentraciones, perdieron su actividad bioconservante, debido que el
almacenamiento del dulce de higos fue a temperatura ambiente superiores a lo recomendado por
Jurgens y por otra parte en el (anexo D, fotografia N° 5, literal c) se puede observar la presencia
de capas blancas y verdosas coincidiendo con lo indicado por Jurgens al existir un exceso de

humedad en el dulce de higos. (Jurgens 2008, p. 30).
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Tabla 12-3:  Resultados del analisis microbioldgico, a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias de almacenamiento de las muestras.
E. coli y coliformes totales MOHOS Y LEVADURAS

ENSAYOS Limite max. p(é??nliJsFit%mll,_s’)o logUFC/mL Limite max. p(é?%‘lLljsftC):I/equS)O logUFC/mL

seguin Resolucion 3929 de 2011-Colombia segun Resolucion 3929 de 2013-Colombia
s 0 0 15 30 45 60
T 0,00+0,00, 0,00+0,00, 0,00+0,00, 0,7+0,00, 0,38+0,60p. 3,7+2,96b
T1 0,00+0,00, 0,00+0,00, 0,00+0,00, 0,00+0,00, 0,00+0,00, 0,00+0,00,
T2 0,00+0,00, 0,00 £0,00, 0,00£0,00, 0,00+0,00, 0,00+0,00, 6,4+1,18;,
T3 0,00+0,00, 0,00£0,00, 0,00£0,00, 0,00+0,00, 2,67+0,12, 7,0+0,0,
T4 0,00+0,00, 0,00+0,00, 0,00+0,00, 0,00+0,00, 1,46+1,23; 7,0£0,0,
T5 0,00+0,00, 0,00+0,00, 0,00+0,00, 0,00+0,00, 0,79+0,64. 4,71, 74

T: Sin conservante (testigo); T1: Con sorbato de potasio; T2: Con benzoato de sodio; T3: Con propoéleo al 100 ppm; T4: Con propoleo al 200 ppm; T5: Con propdleo al 400 ppm.
Las medias que no comparten una letra en la misma columna son significativamente diferentes. (p<0,05).

Realizado por: Daniela Molina, 2015
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Figura 5-3. Resultados del analisis microbiolégico

Realizado por: Daniela Molina 2015
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3.3.3. Resultados de los pardmetros fisico-quimicos.

En la Tabla 13-3 se representa los resultados de los parametros fisicos-quimicos (Acidez, pH, y
solidos totales), evaluados a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias de almacenamiento de todas las

muestras.

3.3.3.1. Acidez total (AT)

Los valores de AT expresados en % de &cido citrico, se muestran en la Tabla 13-3. Comparando
en el mismo dia de almacenamiento entre tratamientos se observa en el dia 0 de
almacenamiento que el tratamiento T1 (0,158+0,011 %ac.), presenta diferencias significativa
con los demés tratamientos, mientras que con el testigo T (0,144+0,013 %ac.) no existe
diferencia significativa, a los 60 dias el tratamiento T2 (0,144+0,013 %ac), presenta diferencias
significativa con los todos los tratamientos incluyendo el testigo. De acuerdo con Jurgens (2008,
p. 30), los conservantes quimicos son &cidos, por lo que podria explicar esta diferenciacion ya

gue se trata de los conservantes quimicos (benzoato de sodio y sorbato de potasio).

Considerando que la vida util de los productos de dulce de higo que actualmente son
comercializados en el pais, es de 30 dias en refrigeracién cuando no ha recibido un tratamiento
térmico (esterilizacién comercial), se procede a analizar los resultados a través del tiempo,
comparando los datos del producto fresco (0 dias), con los datos a los 30 dias de
almacenamiento, tiempo en el cual los resultados microbiolégicos indican que todas las

muestras presentan menores recuentos que la norma.

En cuanto al % de acidez por tratamiento a través del tiempo, el testigo T y el tratamiento T1 y
T2, no presentan diferencia significativa con el producto fresco a los 30 dias, tampoco a los 45y
60, por otra parte los tratamientos T3, T4 y T5, presentaron diferencia estadistica ligera a los 0
dias, y un aumento progresivo de la acidez en los tres tratamientos a partir de los 15 dias de

almacenamiento.

3.3.3.2.pH

El tratamiento T1y T2 presento diferencia estadistica a los 30 y 45 dias entre tratamientos, los
tratamientos restantes no referenciaron diferencia significativa a los 0, 15, 30, 45y 60 dias entre
tratamientos y el testigo, por otra parte existio una disminucion del pH progresiva a traves del
tiempo para todos los tratamientos y el testigo, teniendo como promedio de todas las muestras
de 6,32-5,37.
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3.3.3.3. Solidos solubles totales (SST)

Los valores obtenidos para los STT expresados en °Brix, en la Tabla 13-3, se observa diferencia
estadisticamente significativa entre tratamientos a lo largo del almacenamiento y entre si,
comparados con la muestra fresca; el tratamiento T2 presento una disminucion de STT a los 60
dias a comparacion de los demas tratamientos. Al ser una sal el benzoato de sodio pudo a haber
atribuido a la disminucién de STT. En los estudios realizados por Rodriguez ( 2009, pp.12-13)
sefiala que la medida de los solidos solubles, refleja influencia neta de los efectos contrarios de
los materiales disueltos méas pesados que el agua (azucar, acidos, sales, etc) y de los mas ligeros

(alcoholes, etc).

A los 60 dias existe diferencia significativa entre todos los tratamiento lo cual se atribuye al tipo
de microorganismos presentes, a la acidez del medio y a la presencia de otras sustancias como

resinas en el caso del propo6leo. Como lo sefialan diferentes autores.

Comparando la evolucidon de este parametro por tratamiento entre los dias de almacenamiento
(0, 15, 30, 45 y 60 dias); el testigo presenta una diminucion a partir de los 30 dias, el tratamiento
T1y T2 presento una disminucidn progresiva a través del tiempo y los tratamiento T3, T4y T5
no presentan diferencia significativa entre el dia 0 y a los 60 dias, a pesar de que las resinas
contenidas en estos tratamientos pudieron haber influenciado en los solidos totales. Como lo

sefiala Gerénimo (2009, pp.3-30) también en sus estudios.
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Tabla 13-3:  Resultados de pardmetros fisicos y quimicos, a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias de almacenamiento de las muestras.
ACIDEZ (ion h%‘;{'}gem) SOLIDOS TOTALES
% &cido citrico 1on °Brix
ENSAYOS Min(. 0,5 % &cido cit)rico ] _ 45pH ) Min. 35 ( Max)59 °Brix
segiin Resolucion 3929 de 2013-Colombia segun Resolucion 3929 de 2013-Colombia seglin Resolucion 3929 de 2013-Colombia
Dias
0 15 30 45 60 0 15 30 45 60 0 15 30 45 60
atamientos
T 0,144+ | 0,158+ | 0,155+ 0,158+ 0,154+ | 6,37+ | 6,08+ | 6,03t | 560+ | 530+ 59,87+ | 5897+ | 5882+ | 57,83+ | 57,83t
0,013, | 0,011, | 0,011y | 0,010y | 0,014y | 0,05, | 0,04y, | 0,05, | 0,06,3 | 0,064 0,62, 0,87, 0,37,12 0,76, 0,27,
T1 0,158+ | 0,153+ | 0,158+ 0,172+ 0,172+ | 6,30+ | 6,20+ | 6,10+ | 5,60+ | 528+ | 5947+ | 58,70+ | 58,73+ | 58,30+ | 58,30+
0,011, | 0,014, | 0,011, | 0,0144,; | 0,014, | 0,06, | 0,00, | 0,003 | 0,004 | 0,085 | 0,431 0,55, 0,274 0,11, 0,11,
T 0,135+ | 0,144+ | 0,149+ 0,148+ 0,144+ | 6,27+ | 6,10+ | 6,00+ | 553+ | 527+| 57,61+ | 56,03t | 5557+ | 5503+ | 54,87+
0,000, | 0,014, | 0,015y | 0,011, | 0,013, | 0,054 | 0,00p, | 0,004 | 0,0544 | 0,08;5 | 0,68¢41 0,08y, | 0,1543 0,663 | 0,16p23
T3 0,131+ | 0,158+ | 0,158+ 0,165+ 0,162+ | 6,37+ | 6,08 | 6,02+ | 553+ | 525+ | 58,50+ | 59,00+ | 57,87+ | 5857+ | 58,27+
0,011y, | 0,011, | 0,020y, | 0,012, | 0,011, | 0,054 | 0,04p, | 0,04y, | 0,0543 | 0,054 | 0,52, 0,49, 0,43y 0,374 0,104
Ta 0,131+ | 0,154+ | 0,167+ 0,168+ 0,162+ | 6,30+ | 6,07 | 6,00+ | 550+ | 528+| 57,30+ | 56,80+ | 56,37+ | 56,83+ | 55,33+
0,011y, | 0,014,;, | 0,010,5, | 0,011,455 | 0,001p015 | 0,091 | 0,05p, | 0,00, | 0,00,3 | 0,084 0,844, 0,553 0,51 0,43y 0,52y,
T5 0,126+ | 0,154+ | 0,158+ 0,168+ 0,162+ | 6,28+ | 6,05+ | 6,00+ | 553+ | 523+| 58,67+ | 5810+ | 57,83+ | 57,80+ | 57,73t
0,014y, | 0,014, | 0,020y | 0,011, | 0,017y | 0,084 | 0,05p | 0,00 | 0,0543 | 0,054 | 0,455, 0,11,, 0,37y, 0,31, 0,30,

T: Sin conservante (testigo); T1: Con sorbato de potasio; T2: Con benzoato de sodio; T3: Con prop6leo al 100 ppm; T4: Con propoéleo al 200 ppm; T5: Con propoleo al 400 ppﬁ“l.

(a,b,c): Las medias que no comparten una letra en la misma columna son significativamente diferentes. (p<0,05)
(1,2,3): Las medias que no comparten una letra en la misma fila son significativamente diferentes. (p<0,05).
Realizado por: Daniela Molina, 2015
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3.3.4. Resultados del anélisis sensorial de las muestras

Los 5 tratamientos de dulce de higo (T1: Con sorbato de potasio; T2: Con benzoato de sodio;
T3: Con propdleo al 100 ppm; T4: Con propoleo al 200 ppm; T5: Con propdéleo al 400 ppm),
fueron evaluadas frente a T: sin conservante o testigo, para determinar si existe diferencia

significativa sensorial entre las muestras.

La Tabla 14-3, muestra el analisis sensorial de los tratamientos a los O dias, en el cual los
panelistas no encontraron diferencia significativa entre los tratamientos en cuanto a color y olor,
mientras gque en el parametro sabor se puede encontrar una ligera y moderada diferencia de los
tratamientos T3, T4 y T5; refirieron los panelistas que existe diferencia pero el sabor sigue

siendo agradable.
El sabor amargo que proporciona el propéleo o las resinas presentes, influyé en la aceptacién
del consumidor, lo que concuerda con los estudios realizados por Gerénimo (2009, pp.11-14) que

compard las accion antimicrobiana del benzoato de sodio y prop6leo en mermelada de mango.

Tabla 14-3:  Resultados del analisis sensorial a los 0 dias

Parametrg 0 DIAS
_ OLOR COLOR SABOR
Tyatamiento
T |TL|T2|T3|T4|T5|T |TL|T2|T3|T4|T5|T |T1|T2|T3|T4|T5
i 8
Ninguna o X X [ X | X |X X[ x [ x [ x [ X] 5 X]|X
2 e =
. = = S
Ligera \Z 3 & X | X
3 o G
Moderad | © ) 3
o b= O X
= 3 S g
=
Grande )
Extrema

T: Sin conservante (testigo); T1: Con sorbato de potasio; T2: Con benzoato de sodio; T3: Con prop6leo al 100 ppm; T4: Con
propéleo al 200 ppm; T5: Con propéleo al 400 ppm.
Realizado por: Daniela Molina, 2015

La Tabla 15-3, representa los resultados de la prueba umbral de diferenciacion realizada a los 0,
15, 30 y 45 dias, para determinar cuan diferente son las muestras con respecto al testigo; esta
diferencia puede ser positiva (percepcién igual o mejor que el testigo) y negativa (percepcion

menos agradable que el testigo), por lo que se consider6 la sumatoria de las respuestas ninguna,
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ligera, modera, grande y extrema previa la multiplicacion por los factores: si es una respuesta

positiva (0, 1, 2, 3y 4) y si es una respuesta negativa (0, -1, -2, -3 y -4), respectivamente.

Tabla 15-3:  Resultados del andlisis sensorial a los 15, 30 y 45 dias.

Dias
. 0 15 30 45 FACTOR
Tratamientos
Diferencia | + = + = + - + = i+ -
Ninguna 8 - 1 - - - - 3 0
Ligera - | 7 - 3 2| 4 - 2 1
T1 Moderada - - - - 3 - 1 - 1] 1
Grande - - - - 1 - - a2
Extrema - - - - - - - - 0 3
Ninguna 8 - 1 - - - - - 3 0
Ligera - - 7 - 2 - 2 - 2 1
T2 Moderada - - - - 6 - 5 - 1 -1
Grande - - - - - - 1 - -1 -2
Extrema - - - - - - - - 0 -3
Ninguna 2 - 2 - - - - 3 0
Ligera 6 - 2 - 2 2 2 2 1
T3 Moderada - - 4 - 1 2 2 2 1 -1
Grande - - 1 - 1 - - 2 -1 -2
Extrema - - - - - - - - 0 -3
Ninguna 1 - 1 - - - - - 3 0
Ligera 6 - 4 - 3 1 2 2 2 1
T4 Moderada 1 - 2 - 2 2 2 2 1 -1
Grande - - 1 - - - - - = 2
Extrema - - - - - - - - 0 -3
Ninguna 1 - 1 - 2 2 - 3 0
Ligera 4 - 3 - 1 3 - - 2 1
T5 Moderada 3 - 2 - 2 - 1 3 1 -1
Grande - - 2 - - - - N 2
Extrema - - - - - - - 2 0 -3

T1: Con sorbato de potasio; T2: Con benzoato de sodio; T3: Con prop6leo al 100 ppm; T4: Con propo6leo al 200 ppm; T5: Con
propoleo al 400 ppm
Realizado por: Daniela Molina, 2015

El anexo D indica los resultados de la apreciacion de cada panelista por tratamiento en los
diferentes tiempos, multiplicados por su respectivo factor. En la Tabla 16-3, se observa el
resultado total de cada tratamiento al restar a la sumatoria su puntuacién negativa, en donde, al
dia O los tratamientos T3, T4 y T5 presentaron diferencia positiva frente a T y los demés
tratamientos, diferencia atribuida a la presencia del prop6leo lo que concuerda con los estudios

realizados por (Gerénimo, 2009, pp.11-14)
A los 15 dias, todos los tratamientos presentaron diferencia frente al testigo, en este punto se
debe considerar que la evaluacion frente al testigo se lo realizd6 al mismo tiempo de

almacenamiento que los demas tratamientos por lo que al no contener ningln agente
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conservante las caracteristicas sensoriales del testigo no va ser igual que al dia 0 por lo que la
diferencia va ser evidente; los tratamientos con propdleo presentan los valores méas altos,
presentando una diferencia frente al testigo pero positiva; al dia 30 y 45 de almacenamiento se
puede observar que los tratamiento T3, T4 y T5 presenta el menor puntaje con respecto a los
demés tratamientos, pudiendo deducir que el sabor amargo y la presencia de resinas del
propoleo influencio a este tiempo. El andlisis sensorial a los 60 dias no se realizo, debido a que
se observd crecimiento macroscopico en las muestras, referenciando no ser inocuo para el
consumo. Estos resultados se correlacionan con el analisis microbiol6gico ya que a partir de los
30 dias la actividad conservante de propéleo disminuyo, afectando de igual forma las

caracteristicas sensoriales del producto.

Para determinar el umbral de diferencia entre tratamientos, se sumo en la Tabla 16-3, los totales
a través del tiempo, obteniendo como resultado que el tratamiento T2 con ( 36 puntos) presenta
menor diferenciacion, seguido del tratamiento T1 con (22 puntos) lo que concuerda con los
resultados microbioldgicos obtenidos en esta investigacion, ya que al ser conservantes
comerciales mantiene la actividad antimicrobiana y caracteristicas organolépticas hasta los 45
dias siendo estos los de mayor aceptacion al igual que el estudio de Gerénimo (2009, pp.11-14);
los tratamientos T3, T4y T5 con (13, 18 y 20 puntos respectivamente), son diferentes al testigo
debido a la adicion de propdleo, cabe recalcar que esta diferencia se acentta a partir de los 30
dias, debido a la pérdida de la propiedades del propdleo por razones anteriormente ya expuestas.

Tabla 16-3:  Resultados del andlisis sensorial a los 15, 30 y 45 dias

Dias
0 15 30 45| TOTALES
amientos

T1 0 7 10 5 22
T2 0 7 14 15 36
T3 6 14 1 -8 13
T4 8 12 -2 0 18
T5 10 13 2 -5 20

T1: Con sorbato de potasio; T2: Con benzoato de sodio; T3: Con prop6leo al 100 ppm; T4: Con prop6leo al 200 ppm; T5: Con
propéleo al 400 ppm; T7: Con alcohol al 100 ppm (blanco).
Realizado por: Daniela Molina, 2015
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CONCLUSIONES

Se obtuvo el extracto etandlico de propdleo con un 30,07% de rendimiento. El analisis fisico y
microbioldgico del propdleo, indico que su olor y color es caracteristico, no afectando a las
propiedades organolépticas del dulce de higo, y en cuanto al andlisis microbiol6gico no existid
crecimiento de E. coli, coliformes totales, mohos y levaduras, por lo que se considera que el
manejo y procesamiento de este producto garantizo su calidad sanitaria y no constituye una
fuente de contaminacién microbiana para el dulce de higo.

Se compararon dos conservantes quimicos (benzoato de sodio y sorbato de potasio) a la dosis
maxima permisible de 1000 ppm, por la norma técnica para confituras, jaleas y mermeladas;
frente al propdleo a 100 ppm, 200 ppm y 400 ppm, para evaluar el efecto conservante sobre el
dulce de higos.

Con base en el andlisis sensorial, los tratamientos que contenian propéleo influenciaron en el
sabor del dulce de higo pronuncidndose mas a partir de los 30 dias, a pesar de esto no fue
desagradable, los tratamientos con sorbato de potasio y benzoato de sodio fueron los més

aceptados por los panelistas.

Los parametros evaluados, pH, acidez y °Brix hasta el dia 30 son similares al producto fresco, el
tratamiento T2 influencio en la acidez y los sélidos solubles del producto a los 60 dias al ser una
sal del &cido benzoico y el propéleo pese a las resinas que contiene no influyé en el contenido

de ST y la acidez aumento ligeramente a través del tiempo.

Tanto los tratamientos con conservantes comerciales y los de propoleo ejercen un efecto

conservante hasta los 30 dias sobre el producto, lo que se correlacion6 con el analisis sensorial.
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RECOMENDACIONES

o Profundizar el estudio del prop6leo como conservante frente a bacterias.

o Realizar nuevos estudios del propdleo como agente antimicrobiano en productos que

sean susceptibles a crecimientos de otros microorganismos.

o Realizar el estudio a temperatura de refrigeracidon durante el almacenamiento.
o Evaluar el tiempo del efecto conservante del propéleo, una vez abierto el producto.
o En futuras investigaciones, realizar el andlisis sensorial con panelistas entrenados para

obtener resultados con mayor confiabilidad.
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ANEXOS

ANEXO A:  Resolucién 3929 de 2013 Colombia- Requisitos fisicogquimicos y
microbiol6gicos de confituras

RESOLUCION 3929 DE 2013
(octubre 2)
Diano Oficial No. 48.933 de 4 de octubre de 2013
MINISTERIO DE SALUD Y PROTECCION SOCIAL

Por la cual se establece el reglamento técnico sobre los requisitos sanitarios que deben cumplir
las frutas y las bebidas con adicion de jugo (zumo) o pulpa de fruta o concentrados de fruta,
clarificados o0 no, o la mezcla de estos que se procesen, empaquen, transporten, importen y

comercialicen en el territorio nacional.

3. Confituras
TABLA NUMERO 22

Requisitos fisicoguimicos de confituras

| Parametro || Minimo || Maximo |
Solidos solubles por lectura refractométrica a 35 59

20°C

[pH a 20°C | 4.5 |
[%% de acidez (como acido citrico) | 0.5 | - |

Las confituras deben elaborarse de tal manera que la cantidad de fruta utilizada como
ingrediente en el producto terminado no sea inferior al 35%.

Paragrafo. Para las confituras no se admite el uso de almidones.

6.11.3 Requisitos microbiologicos de las jaleas, mermeladas y confituras: estos productos
deben presentar las caracteristicas microbiclégicas, contenidas en la siguiente tabla:

TABLA NUMERO 23

Requisitos microbiologicos para jaleas, mermeladas, confituras

| Requisitos I Parametro |
| n [ m || m || c |
|Recuent0 de mohos y levaduras ufc/ g ||5 ||2D ||5{] ||1 |

Donde:

n = nimero de unidades a examinar.

m = indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad.

M = indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad.
€ = numerc maximo de muestras permisibles con resultado entre my M.

< = |éase menor de.



ANEXO B: Formato de recoleccién de datos

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA
REGISTRO DE ANALISIS FiSICO-QUIMICO Y MICROBIOLOGICO

“Evaluacion del efecto del propéleo como bioconservante en el dulce de higos

TEMA: (Ficus carica L.)”
NOMBRE DEL RESPONSABLE: FECHA:
NOMBRE DEL TECNICO: HORA:
T
TESTIGO T
T
K
SORBATO DE <
POTASIO
K
N
BENZOATO \
DE SODIO
N
P100
PROPOLEO
(100 ppm) P100
P100
P200
PROPOLEO
(200 ppm) P200
P200
P400
PROPOLEO
(400 ppm) P400
P400




ANEXO C:  Formato para la evaluacion del analisis sensorial

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA
ANALISIS SENSORIAL
TEMA: “Evaluacién del efecto del propdleo como bioconservante en el dulce de higos
(Ficus carica L.)”
FECHA: CATADOR:

INSTRUCCIONES: Debe determinar el grado de diferencia que aprecie entre la muestra
control y las demas muestras, Si no detecta ninguna margue con una X en la linea ninguna pero
si aprecia alguna diferencia indiquela en la linea correspondiente. Puede probar la muestra
control tantas veces como desee. Indique en la casilla la muestra ensayada.

DIFERENCIA CONTROL REF. REF. REF.

Ninguna

Ligera

Moderada

Grande

Extrema

Observaciones:

¢Indique cual fue la muestra que le agrad6/desagrado y porque?

OONG

Muchas gracias ij St



ANEXO D:  Rresultados de la apreciacion de cada panelista por tratamiento en los diferentes
tiempos, multiplicados por su respectivo factor
0 15 30 45
Ninguna 0 0 0 0 0 0 0
Ligera 7 0 3 -2 4 -1
T2 |Moderada 0 0 6 0 2 0
Grande 0 0 3 0 0 0
Extrema 0 0 0 0 0 0
0 7 0 12 2 6 -1
Ninguna |0 0 0 0 0 0 0
Ligera 7 0 2 0 2 0
T3 |Moderada 0 0 12 0 10 0
Grande 0 0 0 0 3 0
Extrema 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0
Ninguna [0 0 0 0 0 0 0
Ligera 6 2 0 2 -2 0 -2
T4 |Moderada 8 0 2 -4 4 -4
Grande 4 0 3 0 0 -6
Extrema 0 0 0 0 0 0
Ninguna [0 0 0 0 0 0 0
Ligera 6 4 0 1 -3 2 -2
T5 |[Moderada|2 4 0 4 -4 4 -4
Grande 4 0 0 0 0 0
Extrema 0 0 0 0 0 0
0 5 6
Ninguna |0 0 0 0 0 0 0
Ligera 4 3 0 1 -3 0 -3
T6 [Moderada|6 4 0 4 0 2 -4
Grande 6 0 0 0 0 0
Extrema 0 0 0 0 0 0
10/ 13 0 5 3 2 7

Realizado por: Daniela Molina, 2015



ANEXO E:  NTE INEN-ISO 2173:2013

Instituto Ecuatoriano de Normalizacion

Quito - Ecuador

NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN-ISO 2173:2013

NUMERO DE REFERENCIA ISO 2173:2003 (E)

PRODUCTOS VEGETALES Y PE FRUTAS — DETERMINACION
DE SOLIDOS SOLUBLES - METODO REFRACTOMETRICO
(IDT)

Primera Edicion,

FRUIT AND VEGETABLE PRODUCTS — DETERMINATION OF SOLUBLE SOLIDS — REFRACTOMETRIC METHOD

Second edition

DESCRIPTORES: Productos agricolas, productos alimenticios, productos vegetales y de frutas, ensayos, determinacion del contenido,
sélidos solubles
ICS: 67.080.01
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5.1.1 Refractometro que indica la fraccion de masa de sacarosa, por medio de la escala
graduada en 0,10%.

Este refractémetro se ajustara de manera que a 20 °C + 0,5 °C se registre una fraccion de masa de
solidos solubles (sacarosa) de cero para el agua destilada.

5.2 Medios para hacer circular el agua, para mantener la temperatura de los prismas del
refractémetro (5.1.1 0 5.1.2) constante dentro de + 0,5 °C, alrededor de 20 °C, que es la temperatura
de referencia (ver 8.1).

5.3 Vaso de precipitacion, de capacidad de 250 ml.

6 Muestreo

Es importante que el laboratorio reciba una muestra que sea verdaderamente representativa y que no
haya sido dafiada o modificada durante el transporte o el almacenamiento.

7  Procedimiento

7.1 Preparacion de la solucion de ensayo

7.1.1  Productos liquidos claros

Mezclar bien la muestra de laboratorio y utilizarla directamente para la determinacién.
7.1.2 Productos semi-espesos (purés, etc.)

Mezclar bien la muestra de laboratorio. Presionar una parte de la muestra a través de una gasa
doblada en cuatro, rechazando las primeras gotas de liquido y reservando el resto del liquido para la
determinacion.

7.1.3 Productos espesos (mermeladas, jaleas, etc.)

Pesar en el vaso de precipitacion tarado (5.3), con precisiéon de 0,01 g, una cantidad adecuada (hasta
40 g) de la muestra de laboratorio y afiadir 100 ml a 150 ml de agua. Calentar el contenido del vaso
de precipitacion a ebulligién y dejar hervir suavemente durante 2 min a 3 min, agitando con una varilla
de vidrio. Enfriar el contenido y mezclar bien.

Después de 20 min, pesar con una precision de 0,01 g, luego filtrar a través de un filtro de pliegues o
un embudo Biichner en un recipiente seco. Reservar el filtrado para la determinacion.

7.1.4 Productos congelados

Después de la descongelacion de la muestra si es necesario eliminar, piedras, pepitas y semillas con
paredes duras, mezclar el producto con el liquido formado durante el proceso de descongelacién y
proceder como se describe en 7.1.2 0 7.1.3, segun sea apropiado.

7.1.5 Productos secos

Cortar una parte de la muestra de laboratorio en trozos pequefios. Retirar, si es necesario, piedras,
pepitas y paredes de la cavidad de semillas duras, y mezclar cuidadosamente. Luego pesar en un
vaso de precipitacion tarado, con precisién de 0,01 g, 10 g a 20 g de la muestra. Aiadir 5 a 10 veces
la masa de agua y colocar en un bafio de agua hirviendo durante 30 minutos, agitando de vez en
cuando con una varilla de vidrio. Si es necesario, prolongar el tiempo de calentamiento hasta obtener
una mezcla homogénea. Enfriar el contenido del vaso de precipitacién y mezclar bien.

Después de 20 min, pesar con una precision de 0,01 g, luego filtrar en un recipiente seco. Reservar el
filtrado para la determinacion.
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ANEXO F:  NTE INEN-ISO 750:2013

Instituto Ecuatoriano de Normalizacién

Quito - Ecuador

NORMA TECNICA ECUATORIANA NTE INEN-ISO 750:2013

NUMERO DE REFERENCIA ISO 750:1998 (E)

PRODUCTOS VEGETALES Y DE FRUTAS — DETERMINACION
DE LA ACIDEZ TITULABLE (IDT)

Primera Edicion

FRUIT AND VEGETABLE PRODUCTS — DETERMINATION OF TITRATABLE ACIDITY

First Edition

DESCRIPTORES: productos agricolas, productos alimenticios, productos vegetales, productos vegetales y de frutas, analisis,
determinacion, acidez.
ICS: 67.080.01
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4.6 Bureta, de capacidad de 50 ml.

4.7 Condensador de reflujo.

4.8 Balanza analitica, capaz de pesar con una aproximacion de 0,01 g.
4.9 pH-metro, con una precisién de al menos 0,05 unidades de pH.

4.10 Baiio de agua

5. Muestreo

Es importante que el laboratorio reciba una muestra que sea verdaderamente representativa y que no
haya sido dafiada o modificada durante el transporte o el almacenamiento.

El muestreo no es parte del método especificado en esta Norma Nacional. Como no existe una
Norma Nacional especifica sobre productos a base de frutas y vegetales, se recomienda que las
partes interesadas lleguen a un acuerdo sobre el tema.

6. Preparacion de la muestra de ensayo
6.1 Productos liquidos

Productos liquidos incluidos productos facilmente separables (por ejemplo jugos, jarabes de frutas
enlatadas, liquidos de pickles, salmueras, liquidos de productos fermentados.

Tomar parte de la muestra de laboratorio previamente mezclada y filtrar con algodén, filtro de papel o
tela. Transferir, por medio de la pipeta (4.2), 25 ml de filtrado (ver nota) en el matraz aforado (4.4).
Diluir con agua hasta la marca y mezclar bien. @

Es necesario remover el diéxido de carbono de los liquidos de productos carbonatados por agitacion
bajo presion reducida de 3 min a 4 min.

NOTA También es posible tomar una muestra de la masa, pesar con aproximacion de 0,01 g, por lo menos 25 g
de la muestra de laboratorio.

6.2 Otros productos

-
Retirar cualquier tallo, piedras, semillas duras, si es posible pepitas (después de la descongelacién en
el caso de produvtos congelados o ultracongelados. Mezclar la muestra completamente.

Permitir que los productos congelados y ultra congelados se descongelen en un recipiente cerrado y
agregar el liquido que se haya formado durante este proceso a los productos antes de la mezcla o
combinacion.

En el caso de productos secos o deshidratados, cortar una parte de la muestra de laboratorio en
pedazos pequefios.

Homogeneizar el producto o moler en un mortero (4.1).

Pesar, con aproximacién de 0,01 g, por lo menos 25 g de la muestra de laboratorio y transferir al
matraz erlenmeyer (4.3) con 50 ml de agua caliente. Mezclar bien hasta homogeneizar.

Acoplar el condensador de reflujo (4.7) en el matraz erlenmeyer y calentar el contenido en un bafio
de agua hirviendo durante 30 min.

Enfriar, transferir cuantitativamente el contenido del matraz erlenmeyer a un matraz aforado (4.4) y
diluir hasta la marca con agua. Mezclar bien y filtrar.

ROHIBIDA S
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7. Procedimiento

NOTA Si es necesario comprobar si el requisito de repetitividad (cldusula 9) se cumple, llevar a cabo dos
determinaciones de acuerdocon 7.1.2y 7.1.3,07.2.1y 7.2.2.

7.1 Método potenciométrico (Método de referencia)
7.1.1 Calibracion del pH — metro.

Comprobar que el pH — metro (4.9) esté funcionando correctamente utilizando las soluciones buffer
(3.2).

7.1.2 Porcidn de ensayo

Transferir, por medio de una pipeta (4.2), 25 ml, 50 ml o 100 ml de la muestra de ensayo diluida (ver
clausula 6), segun la acidez esperada, en el vaso de precipitaciéon con un agitador (4.5).

7.1.3 Determinacion

Encender el agitador y afiadir rapidamente desde la bureta (4.6), la solucién de hidréxido de sodio
(3.1) hasta que el pH sea de 7 + 0,2. A continuacion, agregar lentamente hasta que el pH seade 8,1 +

7.2 Método utilizando un indicador de color (Método de rutina)
7.2.1 Porcién de ensayo

Transferir, por medio de una pipeta (4.2), 25 ml, 50 ml o 100 ml de la muestra de ensayo diluida (ver
clausula 6), segun la acidez esperada, en el vaso de precipitacion con un agitador (4.5).

7.2.2 Determinacion

Afadir 0,25 ml a 0,5 ml de solucién de fenolftaleina (3.3) y, con agitacion, titular, usando la bureta
(4.6), con la solucién de hidréxido de sodio (3.1) hasta un color rosado, que persista por 30 s.

8. Expresion de los resultados

8.1 Método de calculoen volumen para muestras tomadas de laboratorio

La acidez titulable, expresada en milimoles de H" por 100 ml de producto, teniendo en cuenta la
dilucién efectuada en la clausula 6, esta dado por lo siguiente:

250 v 100_ 1000V;c
v xVixcx 7 = 7
Donde

V es el volumen, en mililitros, de la muestra de ensayo, por ejemplo 25 ml;
Vp es el volumen, en mililitros, de la porcién de ensayo (7.1.2 0 7.2.1);

V; es el volumen, en mililitros, de la solucion de hidroxido de sodio (3.1) utilizada para la
determinacion (7.1.3 0 7.2.2),

¢ es la concentracion exacta, en moles por litro, de la solucién de hidréxido de sodio (3.1).

Reportar el resultado con un decimal.

8.2 Método de calculo en masa para muestras tomadas de laboratorio

La acidez titulable, expresada en milimoles de H" por 100 g de producto, teniendo en cuenta la

dilucion efectuada en la clausula 6, esta dado por o siguiente:

-4- 2013-1330
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250 v 100
—xVixcx 7

Donde

Vp, V1y ¢ tienen el mismo significado como en 8.1;

m es la masa, en gramos, de la muestra de ensayo (ver 6.1 y su nota, 0 6.2).
\Reportar gljggjﬁado_é;n‘.bH\Eééifnal.

8.3 Otros métodos de expresion

También es posible expresar la acidez titulable convencionalmente en gramos de &cido por 100 g, o

por 100 ml de producto, segun el caso, multiplicando la férmula (8.1 o 8.2) por un factor apropiado al
acido (véase la Tabla 1).

Tabla 1
Acido " Factor
Acido malico 0,067
Acido oxalico 0,045
Acido citrico monohidratado 0,070
Acido tartarico 0,075
Acido sulfurico 0,049
Acido acético 0,060
Acido lactico 0,090
Acido citrico 0,064

9. Repetibilidad #

La diferencia absoluta entre dos resultados de ensayo individual independientes, operador utilizando
el mismo método e idéntico material de ensayo en el mismo laboratorio, por el mismo operario,
usando el mismo equipo y en un breve intervalo de tiempo, sera en no mas del 5% de los casos
mayor que 2% de la media aritmética de los dos resultados.

10. Informe de ensayo

El informe del ensayo debera especificar:

- toda la informacion necesaria para la identificacion completa de la muestra;

- el método de muestreo utilizado; si se conoce;

- el método de ensayo utilizado junto con la referencia a esta Norma Nacional;

-todos los detalles operativos no especificados en esta norma, o considerados como opcionales,
junto con detalles de cualquier incidente que pueda haber influido en el resultado del ensayo (s);

- el resultado de lo(s) ensayo(s) obtenido(s),

- si la repetibilidad se ha comprobado, citar el resultado final obtenido.
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ANEXO G:  NTE INEN-ISO 389-1985

CDU 664.8 m AL 02. 01 - 314

. CONSERVAS VEGETALES INEN 389
. °"“_° DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DEL ION Primera Revisién
DRI, HIDROGENO (pH) 1985-12
1. OBJETO

1.1 Esta norma establece el método potenciométrico para determinar la concentracion del ion hidrégeno
(pH) en conservas vegetales.

2. INSTRUMENTAL
2.1 Potenciémetro, con electrodos de vidrio.
2.2 Vaso de precipitacion de 250 cm®.

2.3 Agitador.

3. PREPARACION DE LA MUESTRA
3.1 Sila muestra es liquida, homogeneizarla convenientemente mediante agitacion.

3.2 Sila muestra corresponde a productos densos o heterogéneos, homogeneizarla con ayuda de una pe-
quefia cantidad de agua (recientemente hervida y enfriada) y mediante agitacion.

-

4. PROCEDIMIENTO
4.1 Efectuar la determinacion por duplicado sobre la misma muestra preparada.
4.2 Comprobar el correcto funcionamiento del potenciometro.

4.3 Colocar en el vaso de precipitacion aproximadamente 10 g 6 10 cm® de la muestra preparada, afadir
100 cm® de agua destilada (recientemente hervida y enfriada) y agitar suavemente,

4.4 Si existen particulas en suspension, dejar en reposo el recipiente para que el liquido se decante.

Instituto Ecuatoriano de Normalizacién, INEN, Casilla 3999 - Baquerizo 454 - Quito-Ecuador - Prohibida la reproduccién

4.5 Determinar el pH introduciendo los electrodos del potenciémetro en el vaso de precipitacion con la
muestra, cuidando que éstos no toquén las paredes del recipiente ni las particulas sélidas, en caso de que

existan.

(Continua)
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INEN 389

5. ERRORES DE METODO
5.1 La diferencia entre los resultados de una determinacion efectuada por duplicado no debe exceder de
0,1 unidades de pH; en caso contrario, debe repetirse la determinacion.
6. INFORME DE RESULTADOS
6.1 Como resultado final, debe reportarse la media aritmética de los resultados de la determinacion.
6.2 En el informe de resultados, deben indicarse el método usado y el resultado obtenido. Debe mencio-
narse ademas cualquier condicion no especificada en esta norma o considerada como opcional, asi como

cualquier circunstancia que pueda haber influido sobre el resultado.

6.3 Deben incluirse todos los detalles para la completa identificacion de la muestra.

(Continia)
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ANEXO H:  Técnicas 3m Placas Petrifilm™

3M Placas Petrifilm"® Kacoihriddoiaiod 88 ulé
para el Recuento de E. coliy Coliformes Totales

Para detallar informacién sobre PRECAUCIONES, COMPENSACIONES POR GARANTIA / GARANTIA LIMITADA, LIMITACIONES POR RESPONSABILIDAD DE
3M, ALMACENAMIENTO Y ELIMINACION, e INSTRUCCIONES DE USO, remitase af inserto de producio en ef paquete.

ALMACENAMIENTO

cerfar un paquele abierto, doble e 3 Mantenga los paqueles cemrados (segin se indica
i yodbqn:ouudmnﬂadv:m en el punto 2) a temperaturas < a 25°C (77°F) y una

4 Prepare al menos una dilucion de 1:10 de la
muestra. Pese o pipetee la muestra en una funda

Ajuste el pH de la muestra diluida entre 6.6 y 7.2:

Para pr 4cidos: use solucion 1N de Na OH
Para prod bésicos: use solucién 1N de HCI

7CdoquelaPhaPum'muuw pipeta perpendicular a la Placa Qcmnmmmhmhmw
plana y nivelada. Levante Ila lamina Petrifim*® coloque 1 mi de la muestra en el centro evitando afrapar burbujas de aire. No deje caer la
superior. de la pelicula cuadriculada inferior. pelicula superior.



3M Placas Petrifilm"™ Koo 4 use
para el Recuento de E. coli y Coliformes Totales

12 Levante el dispersor o esparcidor, Espere por lo
menos 1 minuto a que se solidifique el gel y proceda a
la incubacién.

13 Incube las placas cara arriba en grupos de hasta 14 Las placas Petrifim*® pueden ser contadas 15 Las colonias pueden ser aisladas para
20 unidades de altura. en un contador de colonias estandar u otro tipo identificacion posterior. Levante el film superior y
Puede ser necesaric humectar el ambiente de la lupa con luz. Referirse a la Guia de interpretacion  repicar la colonia del gel.

incubadora con un pequefio recipiente con agua para leer los resultados.

estéril, para minimizar la pérdida de humedad.

El tiempo de incubacién y la temperatura
varian segun el método. Los métodos Comen

onales:

* AOAC método oficial 991.14

Para Coliformes: Si tiene preguntas llame al 1-651-733-7562 o al Representante de
Incubar 24 hrs. (+/- 2 hrs) a 35°C (+/- 1°C) Ventas 3M mas cercano a usted
Para E. coli:

Incubar 48 hrs. (+/- 2 hrs) a 35°C (+/- 1°C)
¢ AOAC método oficial 998.08

Para E. coli (carnes aves y mariscos)
Incubar 24 hrs. (+/- 2 hrs) a 35°C (+/- 1°C)
¢ NMK método 147.1993

Para Coliformes:

Incubar 24 hrs. (+/- 2 hrs) a 37°C (+/- 1°C)
Para E. coli:

Incubar 48 hrs. (+/- 2 hrs) a 35°C (+/- 1°C)

3M Microbiology

3M center, Bidg. 275-5W-05 }

St. Paul, MN 55144-1000 Petrifilm es una marca registrada de 3M
USA Impreso en:

1800-228-3957 Revision: 2003-04
microbiology@mmm.com Referencia: 70-2008-81053

www.3M.com/microbiology o3M



Refrigerar las bolsas cerradas. Para cerrar las bolsas, doblar los Mantener las bolsas cerradas de

Usar antes de la fecha de extremos y cerrarios con celo. nuevo a ~21 ¢C, a <50% HR. No

caducidad impresa en la bolsa. refrigerar las bolsas abiertas. Usar
las placas Petrifim en 1 mes
desde su apertura.

.
3 a
o

Colocar la placa Petrifilm en una
superficie plana. Levantar el film
superior.




Ite'(’m

Incubar las placas Petrifilm cara Leer las placas Petrifim en un
arriba en pilas de hasta 20 placas contador de colonias standard
atemperatura de 25°C + 1°C tipo Quebec o una fuente de luz con
durante 3-5 dias. aumento. Para leer los
resultados consultar la Guia de
Interpretacion.

A

Comenm ,

* los pasos 9 y 10 son tnicos para las placas Petrifilm levaduras y Mohos.
* Nota: recordar inocular y poner el aplicador antes de pasar a la siguiente placa.

Février 2004 1.0

For Ewrope, please contact :
M rbminlomrin

Téh. - (33) 130318571

~ Fax:(33)130318578

Microbiology Products B
Laboratoires 3M Santé
Boulevard de I'Oise

F - 95029 Cergy Pontoise Cedex
TéL 0130318577




ANEXO I: Evidencia fotogréfica

Fotografia N°1: Obtencidn del extracto etandlico de propdleo: a) Maceracion del
propoleo por ultrasonido b) Filtracion c) Prueba de solubilidad d)

Concentracion del extracto e) Analisis microbiol6gico
Realizado por: Daniela Molina, 2015
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Fotografia N°2: Elaboracion y adicion de los conservantes al dulce de higos: a)
Elaboracion del dulce de higos b) Adicion de lo conservantes y

envasado final.
Realizado por: Daniela Molina, 2015

| g

I e
Fotografia N°3: Anaélisis microbioldgico del dulce de higo a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias.
Realizado por: Daniela Molina, 2015



Fotografia N°4: Analisis fisico-quimico. a) Determinacion de la acidez, b)

Determinacion del pH, ¢) Determinacion de °Brix.
Realizado por: Daniela Molina, 2015

Fotografia N°5: Anélisis sensorial del dulce de higo.
Realizado por: Daniela Molina, 2015
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T3= Con propéleo a 100 ppm




T5= Con propdleo a 400 ppm

Fotografia N6:
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Resultados microbiolégicos. a) Contaje de mohos y levaduras, 30 dias
b) Contaje de mohos y levaduras, 45 dias. ¢) Contaje de mohos 'y

levaduras, 60 dias.
Realizado por: Daniela Molina, 2015



