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RESUMEN

El nitrito de scdio se ha usado como preservante en los embutidos
desde el siglo XIX. Desde entonces se evidencid gue sus efectos inhibidores
contra los microorganismos patogenos eran mejores que otros preservantes.
Sin embargo, de acuerdo con diversos estudios, se encontré que cantidades
elevadas de nitrito de sodio {mayores a 125 ppm) puede ser peligroso para
los consumidores, debido a que se podrian formar nitrosaminas
(carcinbgenos).

Por este motivo, el analisis para la determinacion del contenido de
nitrito de sodio en embutidos es sumamente importante. £l método oficial es
el de la AOAC 973.31 (espectroscopia ultravicleta visible); no obstante, este
es un método que se torna complejo con la adicion de los reactivos que
generan color en las muestras, ademas de que estos son toxicos y son un
peligro para los analistas.

El método para la determinacién de nitritos en dos productos carnicos,
salchichén y chicharrdn de carne que se comercializa en carnicerias en la
regién de Occidente, mediante cromatografia de iones, desarrollado en este
trabajo, presentoé parametros de desempefio aceptables para su validacion.
En el caso de la linealidad se obtuvieron tres curvas de calibracién con R? 2
0.995 (0.9998, 0.9999 y 0.9998), ademas, el analisis de residuales y Ia
prueba de homocedasticidad demostro gque el método tiene una buena
linealidad.

Por otra parte, Ia precision del método también fue aceptable, pues se
obtuvo un CV: 1.68 % para la repetibilidad y un CV: 1.01 % en cuanto a la
reproducibilidad. Con respecto a la veracidad, se obtuvo un sesgo relativo de
4.31 %, por lo tanto, es aceptable (Sesgo reiativo < 10 %). En relacion con la



xvi

selectividad, se confirmo la identidad del analito y se obtuvo un limite de
deteccion de 0.0003 ppm y un limite de cuantificacion de 0.001 ppm, por lo
que ambos cumplen con el criterio de aceptacion.

Con respecto al estudio comparativo entre el método desarrollado en
esta investigacién y el método oficial realizado, se evidencia que no hay
diferencia significativa entre los dos. Esto indica que el método desarrollado
aporta resultados igual de fidedignos que el método oficial. Por otra parte, en
cuanto al muestreo, en el caso de salchichén cricllo se evidencié que un 50.8
% de las muestras analizadas contienen cantidades menores a 50.00 ppm, lo
cual es una cantidad insuficiente de nitrito de sodio y esto puede propiciar el
crecimiento de microorganismos patoégenos.

También se enconiré que un 6.8 % de las muestras analizadas no
cumplen con la normativa del pais. En el caso del chicharréon de carne, se
evidencid que hay cantidades de nitrito de sodio cuantificables y detectables
en las muestras de chicharrén de carne, io cual indica que este producto se
esta adulterando con nitrito de sodio, debido a que no se regula en el pais.

Por ultimo, el estudio de costos de reactivos mostré que hay un ahorro
del 59.2 %, si se hace una determinacién por cromatografia de iones y al
considerar diez determinaciones el ahorro es de un 60.1 %. Esto indica que
el método desarrollade podria ser una mejor opcidén en cuanto al gasto de
reactivos en una empresa en la que se haga el andlisis de nitritc de sodio
diariamente.

Palabras clave: nitrito de sodio, chicharron de carne, salchichon
criolio, cromatografia de iones, embutidos.



Capitulo I. Introduccién

Los nitritos son aditivos que se usan como preservantes en embutidos
desde el siglo XIX. Su uso inicié cuando se observé que sales como el nitrato
de potasio (KNOas}, el nitrato de sodio (NaNQOs3) y el nitrito de sodio (NaNOz)
tenian mejores efectos preservantes que la sal comun (NaCl) (Honikel, 2008).
Esto se debe a que tienen efectos inhibidores contra microorganismos
patogenos, ademas de que aportan color rojizo al producto (Ruiter y
Scherpenisse, 2011).

En los afios 30 del siglo XX, en Alemania murieron algunas personas
debido a intoxicaciones y la causa se atribuyé a que se afiadian cantidades
elevadas de nitritos en los productos carnicos. Por esta razon, en 1934
Alemania implementoé la ley de sal de curado de nitrito, la cual establece que
solo se permite la adicién de nitritos en las premezclas con sal de mesa con
un contenido maximo del 0.5 % (Honikel, 2008).

Ademas de los efectos de intoxicacidon que causo la adicion de
cantidades elevadas de nitritos, el descubrimiento de la formacidon de
nitrosaminas; considerados como carcinogénicos (Selbes, 2014), hizo
necesaria la restriccion en el uso de este preservante en concentraciones
adecuadas. Lo anterior llevd a regular la adicion del nitrito de sodio usado
como preservante, en distintos paises, lo cual se mantiene a la fecha.
Generalmente, la cantidad permitida de nitritos se encuentra en el ambito de
120-150 mg/kg (Rath y Reyes, 2015).

En la actualidad, segun el Cdédigo de Reglamentos Federales de
Estados Unidos de América (2016), el contenido de nitrito de sodio en
embutidos no debe exceder 200 mg/kg (FDA, 2017). En Costa Rica se permite
una concentraciéon maxima de 125 mg/kg (Decreto Ejecutivo n.° 35079-MEIC-



MAG-S, publicado en La Gaceta n.® 45 del 5 de marzo del 2009).

Debido al impacto en la salud que ha tenido la adicion de nitritos en los
embutidos, es necesario determinar su contenido en estos. Esta razén justifica
el desarrollo de una gran variedad de técnicas analiticas. EI método oficial para
la cuantificacion de nitritos en embutidos es el de la AOAC 973.31; que es una
técnica de espectroscopia ultravioleta visible, el cual se torna complejo por la
adicion de los reactivos que generan color en las muestras (Rodriguez, Vargas
y Gomez, 2009).

Por lo anterior, en la actualidad, existen diferentes métodos para la
determinacion de nitritos en embutidos, como polarografia, voltametria,
amperometria, electroforesis de zona capilar o sensores de membrana (Aydin,
2013). No obstante, el objetivo de esta investigacion es desarrollar un método
para la determinacién de nitritos en dos productos carnicos, salchichdn y
chicharron de carne que se comercializa en carnicerias en la region de

Occidente, mediante cromatografia de iones.

1.1. Antecedentes

A causa de la regulacion que debe hacerse del contenido de nitritos en
los productos carnicos, se han elaborado distintos métodos de andlisis para
determinar la concentracién de este aditivo en carnes y sus derivados. Entre
estos se pueden citar los métodos instrumentales directos como
cromatografia, polarografia, voltametria, amperometria, electroforesis de zona

capilar o sensores de membrana (Aydin, 2013).

El metodo seleccionado dependera de la matriz con la que se trabaja.
Para la mayoria de productos alimenticios que contienen nitritos, se usa el
método espectrofotométrico, el cual se basa en la capacidad de converir

aminas aromaticas en iones diazonio, los cuales se acoplan a otro compuesto



aromatico y forman un colorante azoico. La formacion de este colorante se
conoce como la reaccion de Griess-Romijin y se describe en la Figura 1 (Ruiter
y Bergwerff, 2005; Ruiter y Scherpenisse, 2011; Aydin, 2013).

AR

R M La-ZA» RN}

sulfanilamida l/ HED =<

Compuesto azoico

Figura 1. Reaccion de Gries-Romijin, NED: reactivo de NED
Fuente: Promega, 2009.

1.1.1. Andlisis de nitritos en productos carnicos

Para el caso de embutidos, el método oficial para cuantificar nitrito de
sodio de la AOCAC 973.31 (AOAC, 2016), establece el uso de la espectroscopia
ultravioleta-visible. De acuerdo con Harris (2001), esta técnica se ve afectada
por un error instrumental asociado con la posicion de las cubetas. A pesar de
que el analista cuente con el cuidado de colocar la cubeta en la misma
posicion, se obtiene un error considerablemente mayor que el obtenido por el

efecto del ruido eléctrico.

Esto se debe a que factores como los pequefios desplazamientos en la
cubeta dentro del portacubetas pueden inducir a que se obtengan variaciones
de absorbancia (Harris, 2007). Otra desventaja es que se trata de un

procedimiento complejo, debido a que se debe medir sin demora, ya que se



da una répida descomposicion del color en las muestras una vez que se
adicionan los reactivos generadores de color (sulfanilamida y el reactivo de
NED) (Rodriguez et al., 2009; Sheng, Fu, Yuan e Ing, 2013).

En 1997 se publicé un estudio para evaluar los niveles de nitrito residual
en productos canadienses de came curada, como salchichas, salami vy
tocineta, entre otros (Sen y Baddoo, 1997). En este se utilizd la técnica de
colorimetria por medio de la reaccién de Griess. El muestreo se llevé a cabo
en diferentes periodos a lo largo de varios afios (1972, 1983-1985, 1993-1995,
1996) y se enconiré que los niveles medios totales de nitritos residuales

disminuyeron ligeramente en un ambito de 20-25 anos.

Por ejemplo, en el periodo de 1983-1985, 70 de 659 muestras
presentaron cantidades de nitritos residuales mayores a 100 ppm, mientras
que entre los afios 1993-1995, solamente dos de 76 muestras excedieron 100
ppm. Los autores concluyen que las diferencias se deben a que la industria ha
ejercido un mejor control sobre la cantidad de nitritos agregados a la came

curada.

Siu y Henshall (1998), llevaron a cabo un analisis de nitratos y nitritos
en muestras comerciales de jamon y salami en Estados Unidos, mediante
cromatografia de iones con deteccion de absorbancia por el método
ultravioleta visible. En el estudio se llevé a cabo un analisis de recuperacion
en el que se obtuvo un porcentaje de recuperacion de nitratos y nitritos mayor
al 90 %. Para el desarrollo de la extraccion de la muestra, los autores
eliminaron la mayor parte de los componentes de la matriz que causa
interferencias, como proteinas y sustancias grasas. Lamentablemente, este
método no se compard con el método oficial AOAC 973.31 para la verificacion

de la trazabilidad en los resultados.

En el 20186, en Iran se llevo a cabo un analisis de nitritos mediante el



método espectrofotométrico que involucra la reaccion de Griess (Bahadoran,
Mirmirana, Jeddib, Azizic, Ghasemib y Hadaeghd, 2016). El propésito del
estudio fue crear una base de datos acerca del contenido de nitritos y nitratos
presentes en alimentos como vegetales, frutas, granos, legumbres, productos
lacteos, carnes y carnes procesadas consumidos por la poblacion irani. En el
caso de las muestras de carnes procesadas, el contenido de nitritos se
encontré en un rango de 33.9 - 139 ppm, mientras que en estudios anteriores
estos valores correspondian a 0.2 - 185 ppm (Alonso et al., 1996; Bianchi et
al., 1995; Schuster y Lee, 1987 citados por Bahadoran, Mirmirana, Jeddib,
Azizic, Ghasemib y Hadaeghd, 2016).

Los autores mencionan que hubo algunas limitaciones en el estudio,
asociadas a la falta de materiales de control y por los efectos de confusién
causadas por interferencias en las matrices alimenticias en el desarrollo del
color durante la reaccion de Griess (Bahadoran et al., 2016). Las interferencias
se dieron en diferentes matrices, entre las cuales estan la vitamina C, los
flavonoides, el magnesio, el hierro, el calcio, el sulfato y el cloruro. Por otra
parte, se llevd a cabo una comparacién de los resultados obtenidos por
colorimetria con el método de HPLC y el efecto de confusion de las matrices
de alimentos fue menor. Estos resultados demuestran que las técnicas de
cromatografia presentan menos problemas de interferencias debido a la matriz

analizada.

En dos regiones de ltalia (Apulia y Basilicata), entre enero de 2007 y
diciembre de 2011, varios autores investigaron los niveles endogenos de
nitritos y nitratos en alimentos (lammarino Di Taranto y Cristino, 2013). Las
1785 muestras que se analizaron en el estudio correspondian a 200 muestras
de cames frescas (carne de res, carne de cerdo, carne de caballo y carne de
pollo), 1195 productos carnicos, 180 productos lacteos (queso mozzarella,

quesos de corta y larga maduracion}, 120 mariscos (mejillones y almejas) y 90



hortalizas que corresponden a espinacas y lechugas (frescas y congeladas).

El andlisis se lievd a cabo mediante la técnica de cromatografia de iones
validada con deteccion de conductividad. En las muestras de carnes frescas
los resultados mostraron la ausencia de nitrito residual. En cuanto a las
muestras correspondientes a productos carnicos, los residuos de nitrato se
confirmaron en 66 muestras en concentraciones menores a 40 ppm
(lammarino et al., 2013). Sin embargo, se confirmé una adicién no permitida
con altas cantidades de nitritos en tres muestras de carne picada cuyos valores
fueron de 2396.9, 3116.8 y 2218.0 ppm. Los autores confirmaron la necesidad
de desarrollar controles e introducir nuevos limites legales, sobre todo, en el

caso de la carne procesada debido al elevado contenido de nitritos.

Por otra parte, Lopez, Viera y Urbano (2016) desarrollaron y validaron
una metodologia por cromatografia de iones para la determinacion de nitritos,
nitratos y cloruros en carne. El estudio se llevéd a cabo en Espafia y se
analizaron muestras de carne fresca (res, cerdo y pollo), a las cuales se le
adicionaron preservantes, entre estos el nitrito de sodio para conservar sus

propiedades y evitar la proliferacion de bacterias.

Los resultados demostraron que el meétodo tiene buena linealidad y los
valores obtenidos (expresado el R? en porcentaje), para cada analito fueron de
98.4 % para cloruros, 99.5 % para nitratos y 98.9 % para nitritos. Por otra parte,
no existe un efecto significativo de la matriz que pueda afectar los resultados
cuando los estdndares de calibracién se preparan en agua ultrapura y se sigue

el procedimiento de extraccion descrito en el estudio (Lopez et al., 2016).

Otra investigacion desarrollada por el Departamento de Evaluacion y
Desarrollo de Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria
(SENASA) de Argentina, determiné la cantidad de nitritos y nitratos en

productos carnicos mediante la técnica de HPLC de par iénico, la cual se validd



como parte de la investigacién. El estudio permitié encontrar ambos analitos
en un rango de concentraciones optimo para el control de los parametros que
establece la legislacion de ese pais; a saber, entre 6.1 y 36.8 pyg/mL para el
jon nitrato y entre 3.3 y 20 pg/mL para el ion nitrito. Los niveles de
incertidumbre se encontraron en el orden del 17 % para ambos analitos. La
legislacion de Argentina establece un valor maximo permitido de 150 mg/kg
para nitrito de sodio y de 300 mg/kg para nitrato de sodio (Flores, Zalazar,
Ayala, Hernaez, Figueroa y Bello, 2016).

1.1.2. Analisis de nitritos en productos carnicos en el ambito

nacional

Entre los primeros estudios hechos en Costa Rica relacionados con el
analisis de embutidos, se encuentra un articulo de 1958, en el que se
desarrollé una investigacion sobre la epidemiologia de la Salmonelosis, en
carnes procesadas costarricenses. En este estudio se reportaron los primeros
datos sobre la contaminacién por bacterias en carnes procesadas en San
José. De 250 muestras analizadas, un 8 % dio resultados positivos, es decir,
gue contaban con presencia de Salmonella. Por lo tanto, se evidencia que

existia contaminacion por bacterias en estos alimentos (De la Cruz, 1958).

Es importante destacar que para 1958 no habia regulacion en el pais
en cuanto al uso de nitritos. Por ende, es probable que no se usaran las sales
nitrificantes en cantidades adecuadas para la inhibicién del crecimiento de
microorganismos patdégenos. Otra opcidon es que los productores no
conocieran sobre el uso de preservantes en las carnes procesadas en el caso

de las muestras que reportaron resultados positivos de contaminacion.

En 1996 se llevé a cabo un estudio del contenido de nitrito y bases

volatiles nitrogenadas en el salchichdn producido por embutidoras nacionales



(Vargas, 1996). Para esto, se hizo un muestreo de salchichén en 13 de las
empresas embutidoras mas importantes del Sector Metropolitano y se utilizd
el método oficial de la AOAC (973.31) para el andlisis de nitritos (Vargas, 1996;
Vargas y Herrera, 2002). El estudio determiné que un 50 % de las empresas
embutidoras incumplieron la norma vigente al sobrepasar el contenido de
nitritos, la cual estipula que el valor maximo permitido es de 125 mg/kg. El valor
mas alto obtenido en el estudio fue de 161 mg/kg y el mas bajo fue de 77

mg/kg.

En un estudio reciente de Vindas, Rodriguez y Araya (2017), se
analizaron 30 lotes distintos de salchichas de una Unica marca entre los meses
de octubre de 2015 a febrero de 2016, mediante la metodologia oficial de la
AOQOAC (973.31) para el analisis de nitritos. Los muestreos se hicieron, de forma
aleatoria, en supermercados en el cantén de San Ramédn. Entre los resultados
obtenidos se evidencia que el contenido de nitritos no sobrepasé el limite
maximo permitido en Costa Rica (125 ppm), ya que el valor maximo obtenido

correspondio a 121 £ 2 ppm y el minimo fue de 38 + 2 ppm.

Como dato importante, se obtuvo un lote que no pudo cuantificarse,
debido a que la absorbancia obtenida fue mayor que la de los patrones de la
curva de calibracién, por lo gue se asume que este lote sobrepasaba el limite
de aceptacion del contenido de nitritos. Sin embargo, no se puede confirmar

la cantidad exacta de nitritos en esta muestra.

Vindas et al. (2017), mencionan que, aunque las muestras cuantificadas
cumplen con lo estipulado en la reglamentacién costarricense, su
comportamiento es fluctuante en cuanto a las concentraciones de nitritos
obtenidas en los lotes analizados. Esto evidencia que existen variaciones
importantes, al considerar que las muestras provienen de un mismo producto

y de una misma marca, por lo que recomiendan estudiar los factores que



influyen para su debido control.

Por otra parte, en cuanto a los estudios hechos en el pais relacionados
con nitritos, se tiene un estudio interesante en productos camicos procesados.
En este se evalud la sustitucion del nitrito de sodio, el eritorbato de sodio y el
lactato de sodio por un producto comercial a base de exiractos naturales, en
cuanto a las caracteristicas fisico quimicas, microbioclégicas y sensoriales de
chorizo cocido (Soto, 2016).

El extracto natural utilizado fue el Natpre T-10 plus, que es un
conservante natural elaborado a partir de extractos de frutas y especias
mediterrdneas comestibles que tienen capacidades antimicrobianas y
antioxidantes. Se demostrd que el extiracto natural presenté actividad
antimicrobiana contra bacterias acido lacticas (en concentracion de 1 %), con
fa misma eficacia que la mezcla de aditivos comunes (Soto, 2016). Aunque el
almacenamiento de chorizo cocido se llevé a cabo por tan solo 27 dias, los
resultados no permiten asegurar que el Natpre T-10 plus presenta la misma
eficacia de inhibicion de los microorganismos patégenos en todos los

productos carnicos existentes.

De acuerdo con los estudios mencionados, se demuestra que existen
estudios de determinacion de nitritos por medio de cromatografia de iones, que
fueron exitosos. En estos analisis se obtuvo resultados con buena exactitud y
precision. Por lo tanto, esta técnica cromatogréfica es una alternativa atractiva
para la determinacién de nitritos en los productos de interés del presente
estudio.

1.2. Problema y justificacion

Los nitritos son preservantes efectives que inhiben la proliferacion de

bacterias como Clostridium botulinum y Staphylococcus aureus (Ruiter y
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Scherpenisse, 2011; lammarino et al., 2013). Estas pueden causar botulismo
alimentario y vomitos, nduseas, dolor abdominal, malestar general, debilidad,
postracién, calambres y diarrea moderada (Lépez et al., 2008). De acuerdo
con Mital (2012), los nitritos también aportan caracteristicas deseables como

color, sabor, textura y propiedades que gustan a los consumidores.

A pesar de las ventajas demostradas de este preservante, se conoce
que se genera una reaccion entre los nitritos y las aminas, la cual produce
nitrosaminas, que son compuestos carcinogénicos (Selbes, 2014; Rath vy
Reyes, 2015). Ademas, las nitrosaminas hacen que se produzca una oxidacion
de la hemoglobina que inhibe el transporte de oxigeno en la sangre, lo que

resulta en metahemoglobina {lammarino et al., 2013).

El método oficial para la determinacién de nitritos en los productos
camnicos es el de la ACAC 973.31, el cual requiere del uso de espectroscopia
ultravioleta visible y, como se menciond, esta técnica presenta interferencias
por la matriz (Ferreira y Silva, 2008). Asimismo, se debe considerar que en el
analisis de nitritos por espectroscopia ultravioleta visible se utilizan reactivos
como la sulfanilamida y N- (1 - naftil) etilendiamina (Reactivo de NED). Estos
son reactivos que poseen un alto nivel de toxicidad (Morales y Bosch, 2007;
Merck, 2014).

A partir de los resultados expuestos en los parrafos anteriores, el uso
de la cromatografia es potencialmente atractivo, debido a que es una técnica
mas rapida, con mayor sensibilidad y cuenta con mejor selectividad que los
meétodos basados en la colorimetria (Ferreira y Silva, 2008). Ademas, es una
técnica novedosa, que de forma reciente se empezd a utilizar para la
determinacion de nitritos en alimentos (Siu y Henshall, 1998, Chang, et al.,
2013, lammarino, et al., 2013, Lopez, et al., 2016).

Asimismo, es importante indicar que mediante el método oficial de la
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AOAC 973.31, se usan reactivos para la generacién de un colorante azoico,
como la sulfanilamida y el reactivo de NED, los cuales tienen efectos téxicos
{(Weir, 2009; Jarrell, 2012, Merck, 2014). En el caso de la sulfanilamida, puede
incluir cristalizacién en los rifiones (Weir, 2009; Jarrell, 2012), en cuanto al
reactivo de NED, se ha demostrado que el contacto con nitritos y otros
compuestos similares puede causar la liberacion de nitrosaminas (Merck,
2014). También se ha demostrado que este compuesto causa cancer en
mamiferos (Rath y Reyes, 2015).

Al agregar estos reactivos a una muestra de embutido, se expone la
salud del analista en alta medida, mientras que, por medio de la técnica de
cromatografia de iones, no es necesario el uso estos reactivos. Por lo tanto,
esta técnica es beneficiosa para la salud de los analistas. Por ultimo, es
importante indicar que el desarrollo de la presente investigacidn, se basa en
una adaptacién del estudio de Lépez, et al. (2016). Ademas, esta técnica no
se ha empleado para el analisis de nitritos en productos carnicos en Costa
Rica como el salchichdn y el chicharréon de carne, aspecto que motiva el

estudio.

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

o Desarrollar un método para el analisis de nitritos en dos productos
camicos, el salchichén y el chicharron de carne de consumo
nacional en la regién de Occidente, mediante [a técnica de

cromatografia de iones.
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1.3.2. Objetivos especificos

1. Elaborar una metodologia para el andlisis de nitritos en dos
productos, el salchichon y el chicharrdon de carne, mediante la

técnica de cromatografia de iones.

2. Validar el método cromatografico de andlisis de nitritos en productos
de salchichén y chicharrén mediante la Guia de Validacién de
Métodos del Ente Costarricense de Acreditacion (ECA).

3. Verificar el contenido de nitritos en salchichon y chicharron de carne,
por cromatografia de iones en muestras obtenidas de camicerias

que se ubican en la zona de Occidente.

4. Comparar estadisticamente el método cromatografico con el método
oficial para la determinacion de nitritos en productos carnicos,

establecido por la Asociacién Oficial de Quimica Analitica (AOAC).

5. Determinar, mediante un analisis de costos de reactivos
consumibles, si la implementacion de la metodologia a desarrollar
es mas factible que la metodologia oficial en un laboratorio de

andalisis de alimentos.
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Capitulo Il. Marco tedrico

2.1. Embutidos

Segun el Decreto Ejecutivo n.° 35079 (2009), los embutidos son
productos que se preparan a parir de carne picada y condimentada con
diferentes especias. Esta se introduce en una funda, en la que se embuten los
productos cdrnicos procesados, o bien se utiliza la piel de tripas (diversos
segmentos de intestino grueso, medio o delgado y otras membranas) de cerdo.
El Decreto también establece que:

En Costa Rica existen distintos productos carnicos, tales como: la

salchicha, el salchichon, la mortadela, el salami y el chorizo. Las

materias primas carnicas deben provenir de animales de abasto sanos,
sacrificados en mataderos autorizados y con inspeccién del medico
veterinario oficial. Los productos deben ser elaborados con grasa
comestible de origen animal o vegetal y no se le deben ser agregados

cartilagos, intestinos y cualquier otro tejido no permitido por la autoridad
competente (Decreto Ejecutivo n.° 35072, 2009).

En la actualidad, para la elaboracion de embutidos se utilizan maguinas
como moledoras, cortadoras, embutidoras, hornos y empacadoras. Ademas,
se agregan aditivos como nitrito de sodio, nitrato de sodio, acido ascérbico, el
isoascorbico y el eritorbato de sodio para la preservacion de la vida Util de

estos (Lizardi, Portugal, Ramirez, Coy y Verdugo, 2009).

En la elaboracién del embutido, primero se acondiciona la materia prima
y se limpia. Posteriormente, se muele por separado la carne y la grasa,
después se hace la emulsificacion, en la que se agregan los aditivos a la
mezcla. A continuacién, se embute la pasta en la tripa de celulosa. Después,
se hace el secado, el ahumado y la coccién. Por ultimo, el embutido se deja

enfriar y se almacena (Bedolla et al., 2003).
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2.1.1. El salchichon

El salchichén es un producto cocido, elaborado a base de carne fresca
o congelada, con agregado de carne cocida, con adicion de grasa comestible,
perfectamente trituradas y mezcladas, emulsionado. Hecho con ingredientes
de uso permitido e introducido en fundas autorizadas con un perimetro de 113
mm como minimo y maximo de 160 mm, ademas, puede ser ahumado
{Decreto Ejecutivo n.° 35079, 2009).

La composicion del salchichdn consiste en carne de res, grasa, agua,
sal, nitritos y nitratos, condimentos, sustancias de relleno y sustancias ligantes
(Levin, 1990). El tipo de salchichdn que se estudiara, es al que se le conoce
como criollo, el cual es proveniente de carnicerias en las que lo elaboran, o
bien comercializan de pequefas y microembutidoras. Este tipo de salchichdn
puede contener carme de res, cerdo o pollo o ser una combinacién de los tipos

mencionados.

2.1.2. Chicharréon de cerdo

E! chicharrén de cerdo se hace friendo la piel de cerdo con la grasa de
este (Castro, Alcantara, Colon y Clavé, 1996). En Costa Rica, es un producto
gue se elabora en pequefia escala, normalmente en carnicerias o en los
hogares para el autoconsumo. El chicharrén de cerdo que se analizara en esta
investigacion; el cual es de la carne del cerdo, no de la piel, se le hace un
proceso de cocimiento y se plantea la hipétesis que, ademas, pasa por un
proceso de curado. Esto se debe al color rojizo que presenta; que no es
caracteristico de este, por lo que se sospecha que se le agrega nitrito de sodio.
Cabe destacar que este producto no se encuentra normado por el Decreto
Ejecutivo n.® 35079 (2009), debido a que no corresponde a un embutido, por

lo tanto, no deberia contener nitritos como preservantes.,
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2.2, Consumo de embutidos en Costa Rica

Segiin Levin (1990), entre un 50 - 60 % de 3000 toneladas de productos
carnicos que eran consumidos anualmente en los hogares costarricenses,
correspondian a la produccion de salchichén. En relacién con a un estudio de
mercadeo alimentario del Centro de Investigacion y Tecnologia de Alimentos
(CITA), se obtuvo que un 78.3 % de los hogares costarricenses consumen
embutidos, lo cual indica que estos corresponden al tercer tipo de came
preferida en el pais. Ademas, se obtuvo que un 21.8 % las familias
costarricenses consumen en promedio 20 kg de embutidos per capita al afho
(CITA, 1993, citado por Vargas, 1996).

De acuerdo con un andlisis sobre el consumo de productos carnicos
elaborado por el CITA (1993), en el que se recopilan datos de los anos 1997,
1999 y 2001, el consumo per cépita por afio de embutidos corresponde a 6.327
kg, 8.030 kg y 8.049 kg. Esto significa que entre 1997 a 1999, hubo un
incremento en el consumo, sin embargo, de 1999 a 2001, el valor aumento en
pequefia medida (citado por Serrano, 2003). Lo anterior representa que el

consumo de embutidos aumenta cada afio.

Por otra parte, se observa en la Figura 2 el porcentaje de consumo de
los diferentes tipos de embutidos. Se denota que el consumo de salchichén es
el de mayor porcentaje en comparacién con los otros embutidos, estos son de
29 %, 32 % y 31 % para los afios 1997, 1999 y 2001 respectivamente (CITA,
1993) (citado por Serrano, 2003). Por lo tanto, se determina que este es el

embutido de preferencia por los costarricenses.
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Figura 2. Consumo de embutidos en Costa Rica para un periodo de tres anos
Fuente: elaboracion propia, a partir de Serrano, 2003.

Posteriormente, el Ministerio de Salud llevé a cabo una encuesta
nacional de nutricion en el periodo del 2008 - 2009, sobre el consumo per
capita de embutidos en el Ambito nacional. En esta obtuvo que, de un 75 % de
la muestra encuestada (n=1383}, un 28.6 % consumia embutidos. Ademas, se
denotd que el salchichdn es el embutido mas consumido en el pais con un
porcentaje de 11.9 (Ministerio de Salud, 2013).

Por otra parte, en el 2014 se lievé a cabo un estudio de mercado en dos
dreas geograficas de Costa Rica, San Carlos y la Gran Area Metropolitana

(GAM), con el fin de comparar los habitos de consumo de embutidos. En esta
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investigacion se encontré que un aproximado del 80 % de la poblacién total
encuestada consume embutidos, independientemente de que residan en la
GAM o en San Carlos. En relacion con los tipos de embutidos, se obtuvo que
los encuestados consumen en mayor medida el salchichon (Araya, Jiménez,

lvankovich y Garcia, 2014).

De acuerdo con datos de la consultora Euromonitor, en el 2014 se
vendieron 30.6 toneladas de carne procesada, en el 2015 las ventas fueron de
31.2 toneladas y en el 2016 de 31.8 toneladas. Las ventas se encuentran
relacionadas directamente con el consumo de los embutidos y esto demuestra
un aumento en el consumo de la came procesada en el pais (Euromonitor

International, 2016).

2.3. Preservantes en embutidos

Desde la prehistoria, el hombre ha ideado maneras de preservar los
alimentos, con el fin de aumentar su vida Util, Entre los métodos mas antiguos
que se han utilizado se encuentran el secado, la congelacion, el enfriamiento
y la adicién de sal (Ruiter y Scherpenisse, 2011). Las antiguas civilizaciones
empleaban métodos para la preservacion de la vida util de las carnes como el
ahumado vy, posterior a esto, afiadian sal, lo cual implica una transformacion

de la carne, es decir, que se hace un curado (Torres, 2008).

La elaboracién de embutidos, la desarroliaron inicialmente los primeros
cazadores como una actividad esencial para el aumento de la vida util de los
alimentos (Sullivan, 2011). Ademas, se conoce que desde la antigliedad, en
paises como China, Grecia, Egipto y también el Imperio romano, se
elaboraban estos productos para las campafas militares. Los embutidos
representaban una forma de conservar el alimento, con ayuda del sazonado y

sacando provecho del frio estacional (Torres, 2008).
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Cuando inicié la elaboracién de embutidos, se utilizaba la sal comdn
(NaCl) para el sazonado y preservacién de los productos carnicos, ademas de
otros preservantes, los cuales eran muy distintos a los que se utilizan en la
actualidad. Estos llegaron a causar efectos secundarios no deseados a los
consumidores, debido a que afectaban la salud de las personas, por ejemplo,
el uso de sales de metales pesados ¢ formaldehido como conservantes hizo
que se dieran intoxicaciones agudas. Debido a esto, fue necesario la
restriccion del uso de conservantes de alimentos a componentes que sean
seguros en las concentraciones necesarias para que su funcidn sea adecuada

(Ruiter y Scherpenisse, 2011).

La sal comun (NaCl o KCI) se sigue utilizando para la elaboracion de
los embutidos en Costa Rica, segun el Decreto Ejecutivo n.° 35079-MEIC-
MAG-S, publicado en La Gaceta n.° 45 del 5 de marzo del 2009. Ademas, de
acuerdo con este decreto, se permite el uso de los siguientes preservantes:
diacetato de sodio, nitrato de sodio, nitrato de potasio, nitrito de sodio, nitrito
de potasio y sorbato de potasio. Segun Sanchez y Pineda (2003) se utilizan
fosfatos como el tripolifosfato de sodio, el hexametafosfato de sodio, el
pirofosfato acido de sodio, el pirofosfato de sodio y el fosfato de disddico. Estos
se emplean para disminuir la contraccién de los productos durante el ahumado

y aumentar la capacidad de retencién de agua del embutido.

2.3.1. Nitritos

El nitrito es un componente quimico que se encuentra en el ambiente y
es parte del ciclo del nitrdgeno, es un nutriente excretado por el fitoplancton y
se forma, de manera endégena, en los seres humanos (Aydin, 2013; Ruiz,
Herrero y Jiménez, 2016). Se utiliza como aditivo para la preservacion de
productos carnicos desde el sigle XIX, cuando las personas se dieron cuenta

de que sales como el nitrato de potasio (KNO3), el nitrato de sodio (NaNQs3) y
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el nitrito de sodio (NaNQ:) tenian mejores efectos preservantes que la sal
comun (NaCl) (Honikel, 2008).

Los nitritos se encargan de estabilizar el color rojo de los pigmentos
naturales de la carne, retrasan la rancidez, contribuyen con el desarrolio del
sabor e inhiben la descomposicion anaerdbica y la proliferaciéon de
microorganismos patogenos (Rodriguez et al, 2009; Ruiz et al., 2016). Estos
han sido los aditivos mas usados en los productos carnicos para aumentar su
vida 0til, debido a su aporte en las caracteristicas como color, sabor y textura
(Mital, 2012). Ademas, ayudan a retrasar la descomposicién de los productos
carnicos, esto se debe a que inhiben la descomposicidon anaerébica, la
proliferacién de microorganismos patogenos y retrasan el desarrollo de la
rancidez (Rodriguez et al, 2009). Segun Shafiur (2007) se utilizan
concentraciones mayores a 100 mg/kg para la proteccidon contra los

microorganismos patogenos.

Los nitritos inhiben la proliferacion de bacterias como Clostridium
botulinumy Staphylococcus aureus (Ruiter y Scherpenisse, 2011; lammarino
et al, 2013), también inhibe la bacteria Salmonella (Quintero y Lépez-
Munguia, 1993) y la bacteria Listeria monocytogenes (Hospital, Temprano,
Hierro, Fernandez y Garcia, 2018).

La bacteria Clostridium botulinum puede causar botulismo alimentario,
lo cual puede evolucionar desde formas leves de diarrea, hasta un cuadro
grave de paralisis simétrica de pares craneales. Esto seguido por una paralisis
flacida descendente y simétrica, que puede afectar a la musculatura
respiratoria y provocar la muerte de la persona por insuficiencia respiratoria
(Argelich, Nogué, Soler y Serra, 2014). La bacteria Staphylococcus aureus
puede causar vomitos, nauseas, dolor abdominal, malestar general, debilidad,

postracion, calambres y diarrea moderada (Lopez et al., 2008).
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Por otra parte, la Salmonella puede causar gastroenteritis e
intoxicaciones alimentarias (Quintero y Lépez-Munguia, 1993), mientras que
la Listeria monocytogenes puede causar listeriosis, esta es una infeccion que
ocurre cuando se ingieren alimentos con esta bacteria. En los adultos, la
enfermedad puede tomar muchas formas, segun cual érgano o sistema de
organos esté infectado (infeccion del corazén, infeccion del cerebro o del
liquido cefalorraquideo, neumonia, infeccién de la sangre o gastroenteritis).
Ademas, en las mujeres embarazadas puede ocasicnar un aborto espontaneo
(Ryser y Marth, 2007).

Segun Woods et al. (citados por Shafiur, 2007; Ruiz, et al., 2016) se ha
demostrado que la adicion de nitritos también retrasa el crecimiento de varias
especies en otros géneros de bacterias como Achromobacter, Aerobacter,
Escherichia, Flavobacterium, Micrococcus y Pseudomonas en los productos

camicos.

2.4. Efectos en la salud por la adicion en embutidos

A pesar de los efectos inhibidores de microorganismos patdégenos que
se atribuyen a los nitritos, se ha presentado una gran discusion con respecto
a su uso. Esto se debe a que se demostrd que el uso de este aditivo forma
compuestos de alta peligrosidad para la salud de las personas, como la
formacién de nitrosaminas y la incidencia de metahemogiobinemia (Ruiz et al.,
2016).

2.4.1. Formacion de nitrosaminas

En el caso de las nitrosaminas, estas se forman mediante una reaccion
entre los nitritos y las aminas secundarias en medio 4cido (Figura 3) (Vargas,

1996). La formacion de nitrosaminas en los productos carnicos es un proceso
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complejo; debido a que existe una gran variedad de factores que influyen en
la formacién de este compuesto. Desde el metodo de coccion, la temperatura
utilizada, el almacenamiento y presencia de microorganismos y la cantidad
residual de nitrito (Rath y Reyes, 2015). La reaccidén entre las aminas
secundarias que se encuentran en los productos camicos con la cantidad
residual de nitrito, es la que produce las nitrosaminas, que son compuestos

gue causan efectos carcinégenos (Selbes, 2014; Rath y Reyes, 2015).

NO; +H,0 % HNO, + OH-
2HNO, S N,O, + H,0
R,R,NH + N,O, = R,R,NN = O+ HNO,

Figura 3. Reacciones de produccién de nitrosaminas

Fuerte: Rath y Reyes, 20135.

Diversos estudios han confirmado que los tejidos animales, que son
similares a los humanos, son susceptibles a las propiedades carcinégenas de
las nitrosaminas (Rodriguez et al., 2009; Mital, 2012; Rath y Reyes, 2015). En
otro estudio de Corpet (2011), se determiné que la reaccion entre la carne
curada y el nitrito, produce de manera enddgena, nitroso-compuestos, los
cuales favorecen el cancer. Debido a esto, por ejemplo, en las heces de
ratones con una dieta a base de carne curada contenian de 5 a 20 veces mas
compuestos de N-nitroso que las heces de los roedores de control, los cuales

se alimentaban con una dieta basada en caseina.

Segun Rath y Reyes (2015), investigaciones durante 1957 a 1962
mostraron que el pescado estaba contaminado con nitrosaminas, lo cual
generé la idea de que las nitrosaminas también podian encontrarse en los

alimentos humanos. Esto marco el comienzo de una investigacion mundial
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sobre la presencia de nitrosaminas en distintas matrices, incluyendo alimentos.
Desde entonces, se han encontrado nitrosaminas en una gran variedad de
productos como los alimentos, en particular, los productos carnicos curados
(Rath y Reyes, 2015).

En la década de los 70 se dieron informes de niveles altos de
nitrosaminas en ciertos tipos de mezclas de came curada que contenian
nitritos. Esto lo que indica es que algunas de las nitrosaminas pueden
originarse a partir de estas mezclas, las cuales se forman aparentemente en
condiciones secas, debido a la interaccidon de aminas en especias y nitritos
(Sen, Donaldson, Charbonneau y Miles, 1974). La concentracién de las

nitrosaminas depende de la concentracion de nitritos (Mital, 2012).

La produccién de una alta concentracion de nitrosaminas es muy
peligrosa, ya que este compuesto causa efectos carcinégenos en mamiferos.
Segun, Tricker y Preussmann (1991), se demostré que aproximadamente mas
de 300 compuestos N-nitroso son carcindgenos en una 0 mMas especies
animales, también se concluyé que mas de 40 especies animales, incluyendo
monos, son susceptibles a la carcinogénesis inducida por las nitrosaminas.
Ademas, se desarrollaron estudios in vitro y se concluyé que los tejidos
experimentales de los animales son similares a los de los humanos, por Io
tanto, se asume que los tejidos humanos son susceptibles a los efectos de las

nitrosaminas (Vargas y Herrera, 2002; Rath y Reyes, 2015).

2.4.2. Cancer colorrectal

El cancer colorrectal (CRC, por sus siglas en inglés), es una de las
causas importantes de muerte en diversos paises como Estados Unidos y
paises de Europa (Santarelli, Pierre y Corpet, 2008). En un informe hecho en

noviembre de 2007, se evidencié que las carnes rojas y las carnes procesadas
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causan cancer colorrectal. Existen diversas hipétesis que explican la razén por
la cual las cames procesadas producen cancer colorrectal. Algunas se basan
en gue contienen gran cantidad de grasas, asi como aditivos especificos (en
particular sal y nitrito de sodio) y en que el almacenamiento a largo plazo

produce productos de oxidacién del colesterol (Santarelli et af., 2008).

No obstante, la explicacion principal se basa en que la reaccion entre la
came curada y el nitrito produce, de manera endégena, compuestos nitrosos,
los cuales favorecen el cancer. De acuerdo con la Agencia Internacional para
la Investigacion del Cancer (IARC, por sus siglas en inglés}, el nitrito que se
ingiere en condiciones que favorecen la nitracion endégena es probablemente
carcinogénico para los seres humanos. Es decir, que se encuentra en el Grupo
2 A de la lista de elementos cancerigenos, segun la OMS (IARC, 2007, 94
citado por Santarelli et al., 2008).

En octubre de 2015, el Centro Internacional de Investigaciones sobre el
Céancer (CIIC); que es un dérgano de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) especializado en el cancer, evalué la carcinogenicidad del consumo de
carne roja y de carne procesada (embutidos). En estos estudios, se clasifico
los embutidos como agentes carcinégenos para los humanos (Grupo 1), con
base en evidencia suficiente en humanos de que el consumo de came
procesada causa cancer colorrectal. De acuerdo con la OMS, las estimaciones
mas recientes del Proyecto sobre la Carga Global de Enfermedad, cerca de
34 000 muertes por cancer al afto en todo el mundo son atribuibles a dietas

ricas en carne procesada.

2.4.3. Incidencia del cancer colorrectal en Costa Rica

Segun el Registro Nacional de Tumores, desde 1990 hasta el 2005, los

tipos de cancer con mayor incidencia en Costa Rica han sido prostata, piel,
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estémago, pulmoén y colon en el caso de los hombres y piel, mama, estomago,
cérvix y colon para las mujeres (Barrantes, 2009). Segun este autor, el cancer
en Costa Rica es un problema de salud publica, su aparicion se encuentra
relacionada con ciertas practicas de vida poco saludables como el tabaquismo,

alcoholismo, ciertos tipos de dieta, sedentarismo y la obesidad.

De acuerdo con datos de la Caja Costarricense del Seguro Social
(CCSS) del 2014, se egresaron al hospital 128 441 pacientes por tumores. De
estos, 1031 fueron debido al cancer colorrectal. En una investigacion
comparativa sobre la incidencia del cancer colorrectal en paises
centroamericanos y suramericanos hecha en el 2016, se determind que Costa
Rica se encuentra entre los cuatro paises con mayor incidencia del cancer
colorrectal (Sierra y Forman, 2016). Entre los resultados, se obtuvo que en el
pais la incidencia de cancer colorrectal en hombres aumenté enun 3.1 % y en
mujeres un 1.9 %. Ademads, se presenté un aumento mayor en la mortalidad
en los hombres costarricenses y en hombres y mujeres brasilefios, con un

aumento promedio de alrededor del 2 % por afo.

2.4.4. Factores que favorecen el cancer colorrectal

Segun Young (2013}, se ha postulado la dieta como uno de los factores
principales en el origen del cancer colorrectal. Ademas, existen otros
elementos que favorecen el desarrollo del cancer colorrectal, entre los que se
encuentra la obesidad, el consumo de alcohol, el fumado, dietas altas en
carnes rojas y carnes procesadas y un bajo consumo de vegetales y frutas
(Sierra y Forman, 2016). Estos autores mencionan que Costa Rica, Ecuadory
Guatemala tienen la prevalencia de fumado mas baja entre los paises
estudiados. Ademads, Costa Rica, Colombia, Bolivia y Perq, tienen el consumo

per capita mas bajo de alcohol.
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De acuerdo con Sierra y Forman (2016), se puede inferir que los
factores que favorecen en mayor proporcion al cancer colorrectal en Costa
Rica son la obesidad, las dietas altas en cames rojas y carnes procesadas y
el bajo consumo de vegetales y frutas. Ademas, como se menciond, en Costa
Rica se ha presentadc un importante aumento en la ingesta de embutidos

(Ministerio de Salud, 2001; Euromonitor International, 2016).

2.4.5. Metahemoglobinemia

El uso de nitritos como aditivo en los embutidos puede resultar en
metahemoglobinemia. Las nitrosaminas hacen que se produzca una oxidacion
con la hemoglobina que inhibe el transporte de oxigeno en la sangre. El nitrito
cambia la estructura de la hemoglobina porque contiene hierro en la forma
oxidada (Fe=*) y la transforma en metahemoglobina, que contiene hierro férrico
(Fe®*) (Basulto, Manera y Baladia, 2013; Ruiz et al, 2016). La
metahemoglobinemia puede causar cianosis e hipoxia tisular, ademas de que

puede llegar a la muerte (Lepe, Aguilar y Godinez, 2015).

Debido a la poca capacidad de transporiar y liberar el oxigeno en los
tejidos, puede causar cianosis (en concentraciones de metahemogiobina de
15 %) e hipoxia tisular (en concentraciones de metahemoglobina de 60 %) y si
estas aumentan se puede llegar a la muerte (Miale, 1985; Basulto et al., 2013;
Lepe et al., 2015). Existen dos tipos de metahemoglobinemia: la hereditaria y
la adquirida, en la segunda la causa mas frecuente es el efecto toxico de
sustancias como colorantes de anilina, sulfamidas, nitratos y nitritos (Miale,
1985). Este mismo autor menciona que en 1967 se encontré una

metahemoglobinemia debido a consumo de salchichas polacas.

En una noticia del Diario Médico (2012), se menciona que un gran

consumo de cames curadas incremenia los reingresos hospitalarios, debido a
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que los sintomas, en las personas con enfermedad pulmonar obstructiva
cronica (EPOC), aumentan. Esto de acuerdo con un estudio hecho por el
Centro de Investigacion en Epidemiologia Ambiental en Barcelona. Los
investigadores llevaron a cabo un seguimiento a 274 pacientes durante dos
afios desde su primer ingreso. La explicacion de la causa podria estar en los
nitritos que se afaden a las cames curadas como conservantes y agentes
antibacterianos, los cuales producen especies reactivas de nitrégeno que

danan los tejidos de los pulmones.

2.4.6. Regulacién en el uso de nitritos

Debido a los efectos perjudiciales en la salud que causan los nitritos, se
planted su eliminacién como aditivo en los productos cérnicos, no obstante, si
se elimina el nitrito de sodio se aumentaria el riesgo de intoxicacion por
bacterias. Esto se debe gue, actualmente, el nitrito es un ingrediente esencial
para proporcionar carnes curadas de alta calidad y libres de bacterias. Por esta
razon, se decidié limitar la cantidad de nitrito de sodio agregado a los productos
carnicos a 120 ppm, el cual fue el nivel mas bajo en el que sus efectos
inhibidores seguian siendo eficaces. Ademas, una cantidad mayor a esta no
puede metabolizarta el organismo, o cual genera problemas en la salud
(Sullivan, 2011; Mital, 2012).

En la actualidad, en el &mbito mundial la cantidad permitida de nitritos
se encuentra entre 120 - 150 mg/kg, este valor es similar en muchos paises.
De acuerdo con el Cédigo de Reglamentos Federales de Estados Unidos de
América (2016), se instaura que el contenido de nitrito de sodio en embutidos
no debe exceder de 200 mg/kg (FDA, 2017).

En Costa Rica hasta el afio 1989 se permitian valores de hasta 140

mg/kg, ese mismo afno se reguld la cantidad de nitrito de sodio mediante un
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decreto y se redujo a 125 mg/kg (Vargas, 1996). En el decreto actual el limite
maximo permitido corresponde a 125 mg/kg. Una cantidad mayor a la
mencionada no es metabolizada por el organismo y puede generar problemas
de salud como los mencionados (Decreto Ejecutivo n.° 35079-MEIC-MAG-S,
publicado en La Gaceta n.° 45 del 5 de marzo del 2009). En el Cuadro 1 se
muestra la composicion quimica recomendada, segun el Estado, para Costa

Rica:

Cuadro 1. Composicion quimica recomendada por el Decreto Ejecutivo n.°
35079, en el que se incluye la Norma Nacional del Sector Carnico de Costa
Rica para los embutidos

Parametro Valor permitido
Cenizas < 3,5 % (m/m)
Grasa = 25,0 % (m/m)
Proteina Total z 11,0 % (m/m)
Carbohidratos =10,0 % {m/m)
Humedad £ 75,0 % {m/m)
Nitrito y Nitrato de Sodio (maximo) £125 mg/kg

Fuente: Decreto Ejecutivo n.° 35079-MEIC-MAG-S, publicado en La Gaceta n.° 45 del 5 de
marzo del 2009.

2.4.7. Efectos en el embutido por adicidon inadecuada de nitrito de

sodio

Como se menciond con anterioridad, existen regulaciones mundiales en
cuanto a la adicidn de nitrito de sodio en los embutidos, sin embargo, en los
reglamentos no se establece una cantidad minima de nitrito de sodio que se
deba cumplir. Por ejemplo, en el Decreto Ejecutivo n.® 35079 (2009), no se

indica una cantidad minima de nitrito de sodio, solamente se menciona el
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maximo permitido.

No obstante, de acuerdo con Shafiur (2007} y Palaveciano y Palacio
(2017), la cantidad idénea para que el nitrito de sodio funcione de manera
adecuada y pueda inhibir los microorganismos patégenos con eficacia, es que
esta sea mayor a 50.00 ppm. De lo contrario, el embutido no estaria protegido
de forma adecuada, por lo que podria contaminarse con microorganismos

patégenos y, por ende, perjudicar la salud de los consumidores,

2.5. Metodologia oficial para la determinacién de nitritos en embutidos

Para la determinaciéon de nitritos en embutidos se utiliza el método
espectrofotométrico (AOAC 973.31), el cual se basa en la capacidad de
convertir aminas aromaticas en iones diazonio. Estos se acoplan a otro
compuesto aromatico y forman un colorante azoico (Ruiter y Scherpenisse,
2011; Aydin, 2013). La formacion de este colorante se conoce como la
reaccion de Gries-Romjin (Figura 1) y se basa en la reaccion quimica entre la
sulfanilamida y el dihidrocloruro de N-1-natftil-etilendiamina (Reactivo de NED)
en condiciones 4cidas. Al interactuar con el NO2, forma el compuesto azoico

(coloreado).

Una de las desventajas que existe con el método oficial es la
degradacion que se da en el color después de pasado cierto tiempo de haber
agregado los reactivos sulfanilamida y reactivo de NED. Esto es una
desventaja en plantas de produccién de embutidos, ya que el método de
analisis causa una demora considerable. Ademds, cabe resaltar que se han
obtenido resultados positivos en diversos estudios que utilizan metodologias
distintas a la oficial, como el uso de la cromatografia de iones (Ldpez et al.,
2016) y la cromatografia liquida de alta resolucién (Flores et al., 2016). Esto

demuestra que el método oficial no es el Unico que puede aportar resultados
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fidedignos.

2.5.1. Toxicidad de los reactivos

La metodologia oficial, ademas de aportar una demora en el andlisis, la
sulfanilamida y el reactivo de NED se ha demostrado que tienen efectos
téxicos. En 1937 se dieron mas de 100 muertes por el consumo de un
antibiético llamado elixir de la sulfanilamida. Se plantea que esta situacién se
dio debido al reactivo dietilenglicol, el cual se utilizaba como disolvente de la
sulfanilamida insoluble, ya que este es altamente téxico y que la sulfanilamida
también tiene efectos toxicos, los cuales pueden incluir cristalizacién en los
rifiones. La combinacién de estos dos reactivos generaba un efecto tdxico en
la salud de las personas, lo que generd una gran cantidad de muertes (Morales
y Bosch 2007; Weir, 2009; Jarrell, 2012).

Sobre los datos toxicologicos de la sulfanilamida, se conoce que para
la dosis de mutacidon en pruebas con ratas, una concentracién de 30 pmol/L
de sulfanilamida provoca dafios en el higado de las ratas. Esto implica que es
posible que tenga el mismo efecto en los humanos (World Headquarters Hach
Company, 2009; Alfa Aesar, 2015)

En el caso del reactivo de NED, se menciona que el contacto con nittitos
y otros compuestos similares pueden causar la liberacidon de nitrosaminas
(Merck, 2014). Al agregar este reactivo a la muestra de embutido, se expone
la salud del analista en alta medida. No existen indicaciones de que este
reactivo tenga efecto cancerigeno, no obstante, como se da una liberacién de
nitrosaminas podria causar efectos carcinogénicos a los analistas que tengan
alta exposicion ocupacional a este tipo de reactivos. Esto por ser parte de su
rutina laboral, ya que se ha demostrado que este compuesto causa cancer en

mamiferos (Rath y Reyes, 2015).
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Es importante destacar que la metodologia que se emplearda en el
presente estudio no necesita de la adicidon de la sulfanilamida ni del reactivo
de NED. Esto se debe a que en la técnica de cromatografia de iones no es

necesario generar color en las muestras.

2.5.2. Costos de los reactivos

Ademas de la toxicidad de los reactivos, es importante llevar a cabo un
analisis de costos de los mismos. Esto porque un tema relevante en el dia a
dia en un laboratorio, ya que determina que método es mas viable
econdémicamente para un laboratorio. Por cromatografia de iones se utilizan
dos reactivos para la elaboracién de fase movil, carbonato de sodio (Na2COs)
y bicarbonato de sodio (NaHCOs). Mientras que para el metodo de
espectroscopia ultravioleta-visible, se emplean los reactivos sulfanilamida,

reactivo de NED y acido acético.

2.6. Cromatografia de iones

La metodologia propuesta en este estudio es la cromatografia de iones.
La cromatografia se basa en una multiple transferencia de materia entre dos
fases, una estacionaria y una mavil, en la cual se lleva a cabo una separacion.
Esta se produce debido a la distinta velocidad con la que los componentes de
la mezcla se desplazan, a través de la fase estacionaria cuando son

arrastrados por la fase movil (Mauri, Liobat y Herraez, 2010).

En cuanto a la cromatografia de iones, también llamada cromatografia
de intercambio idnico, es una variante de la cromatografia liquida de alta
presidon (HPLC). Se trata de un método eficaz para la separacion vy
determinacion de iones, con base en el uso de resinas de intercambio iénico

(Pérez, 2014). Asimismo, en el uso de un material cambiador de iones como
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fase estacionaria, la cual se emplea en la separacion de sustancias idnicas,
tanto organicas como inorganicas, de acuerdo en las propiedades de carga

eléctrica de las sustancias (Gismera, Quintana y Silva de Campos, 2009).

En la Figura 4 se muestra la configuracién del equipo usado en este
estudio. En esta se observan todos los componentes involucrados en el
sistema, el cual funciona de la siguiente manera: en (1) se tiene el eluente, o
bien fase mdvil, en el caso del analisis de aniones, se utiliza cominmente
carbonato de sodio-bicarbonato de sodio. El eluente pasa por el sistema de
bombas (2), el cual se encarga de bombear la fase movil por todo el sistema.

En la valvula de inyeccion (3), la muestra se mezcla con la fase movil y
es transportada hacia la columna guarda (4), en donde la misma funciona
como una especie de filtro, para proteger a la columna separadora (5). En
cuanto la muestra pasa por la columna separadora, los iones presentan una
separacioén debido a las diferentes retenciones al interactuar con la fase fija de

las columnas analiticas (Gismera et al., 2009; Pérez, 2014).

A continuacion, la muestra se encuentra separada y pasa por el
supresor (6) antes de ingresar al detector (7), esto porque el cromatografo de
iones que se utilizé en este estudio cuenta con un detector de conductividad
suprimida. Este tipo de detector es el que se usa con mayor frecuencia, debido
a que ofrece un mejor rendimiento comparado con los otros detectores
existentes (Haddad, 2004).

El detector funciona de la siguiente manera, cuando los iones del analito
se separan en la columna de intercambio iénico, en conjunto con la fase movil
se dirigen al supresor, en donde la conductividad de la fase movil se reduce, 0
bien se suprime. De esta manera, la conductividad de los analitos eluidos
aumenta, lo cual lleva a un gran aumento en la sefial del analito (Haddad,
2004).
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La cromatografia idnica ha logrado tener importancia debido a que
puede identificar y cuantificar aniones y cationes en bajas concentraciones, es
decir, que es una técnica que cuenta con buena sensibilidad y sin emplear
reactivos peligrosos (Trujillo, Fonseca, Garcia y Martinez, 2009). Se usa en
diferentes areas de la investigacion como en analisis del medioambiente,

andlisis clinico y analisis industriales {(Haddad, 2004).

3P LTI TAT Y 2 TUTID PR SRaTe

Pump {front view]
T

TaAZ-APERE
|

Figura 4. Configuracion del sistema de cromatografia de iones DIONEX ICS
5000: (1) Eluentes; (2) Sistema de bombas; (3) Valvula de inyeccion; (4)
Columna guarda; (5) Columna separadora; (6) Supresor; (7) Detector de

conductividad

Fuente: Thermo Scientific, 2013.

2.7. Validacion de métodos

Cuando se desarrollan nuevos métodos deben validarse. Esto ya que
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se debe asegurar que se obtienen resultados fidedignos por el nuevo método
empleado. Ademas, se debe demostrar que este aporta resultados igual de

confiables que los obtenidos por la metodologia oficial.

De acuerdo con el Ente Costarricense de Acreditacion (ECA), el
proceso de validacion de un método consiste en cuatro pasos, en el primero,
se deben determinar los parametros de desempeno. A continuacién, se deben
establecer los criterios de aceptacion para la evaluacidén de los parametros de
desempeio. Como tercer paso, se deben evaluar los resultados obtenidos en
fa validacion, comparando los parametros de desempefio con los criterios de
aceptacion. Por dltimo, se debe declarar la conformidad del método (ECA,
2014).

Para determinar los parametros de desempefioc que se evallan, se
clasifica el método de acuerdo con las situaciones que describe el ECA en la
guia para la validacion de métodos (ECA, 2014). En este se indica que hay
tres situaciones en las cuales se valida un método, la Situacion 1, se trata de
un método normalizado, la Situacién 2, se trata de un método normalizado
modificado y la Situacién 3, es un método no normalizado o desarrollado por
el Laboratorio. En el caso de este estudio se tiene la Situacion 3, por lo tanto,

los parametros de desempefio se eligieron seguin lo que indica el ECA.
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Capitulo HI. Metodologia

3.1. Metodologia para el analisis de nitritos en productos de salchichon
criollo y chicharrén de carne mediante la técnica de Cromatografia de

lones

Se utilizé como referencia el procedimiento de las autoras Lopez, Viera
y Urbano (2016); sin embargo, se hicieron distintas modificaciones, entre las
cuales se encuentra, el tipo de matriz en estudio. Lépez et al. (2016},
analizaron carnes frescas curadas de pollo, res y cerdo, mientras que en el
presente estudio se analizd salchichon criollo y chicharrén de carne. Ademas,
en este trabajo se analizé el nitrito de sodio presente en las matrices
mencionadas y el rango de concentracion (ppm) fue distinto que el método de
Lépez et al. (2016). Los cambios hechos se mencionan detalladamente, a

continuacion:

3.1.1. Preparacién de disoluciones estandar

Se tomé como referencia la preparacion de las disoluciones estandar
indicadas en el método oficial (AOAC 973.31, 2016).

3.1.1.1. Disolucion madre (500 ppm)

Se pes6 0.025 g de NaNO2 y se aford a 50.00 ml con agua desionizada.

3.1.1.2. Disolucion de trabajo (50 ppm)

Se tom6 una alicuota de 10.00 ml de la disolucién madre y se afor6 a

un volumen de 100.00 ml con agua desionizada.
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3.1.2. Preparacion de la curva de calibracién

Se prepararon siete soluciones patrén, a partir de la disolucion de

trabajo (Cuadro 2), se aforan los balones con agua desionizada.

Cuadro 2. Diluciones utilizadas para la preparacion de la curva de calibracion
de nitritos para el desarrollo de la metodologia en productos de salchichon
crioflo y chicharron de carne mediante la técnica de cromatografia de iones

Patrdn Alicuota Baién Concentracion
(mL) (mL) (ppm}
1 0.50 1.00
2 1.00 2.00
3 1.50 3.00
4 2.00 4.00
5 2.50 25.00 5.00
6 3.00 6.00
7 3.50 7.00

Fuente: elaboracion propia.

3.1.3. Preparacion de la muestra

Se analizaron muestras de salchichdn criollo y chicharrdn de carne
provenientes de camicerias en las que se elaboren o comercialicen este tipo
de productos. Las muestras se guardaron en refrigeracién y con aislamiento
de luz para evitar su descomposicion. Se tomé como referencia la preparacion
de la muestra que se indica en el método de la AOAC 973.31 (2016), sin
embargo, se hicieron dos cambios importantes para este estudio. Primero, se
pesaron 50.00 g de muestra y esta se centrifugd durante 20 minutos, después
de aforar el baléon. Ademas, se omitio la adicién de los reactivos sulfanilamida
y el reactivo de NED, debido a que en el método desarrollado no se tenia que

generar color.
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3.2. Validacién del método cromatografico para el analisis de nitritos en

productos de salchichdn y chicharron de carne

La validacién del método se llevd a cabo segun los lineamientos
establecidos en ECA-MC-PO01 (2014) y ECA-MC-PO01-G01 (2014). Debido
a que se trata de un método no normalizado, se evaluaron los siguientes

parametros de desempefo:

3.2.1. Ambito de trabajo

Se hicieron mediciones de dos curvas de calibracion, de siete patrones
cada curva. La primera se llevo a cabo con bajas concentraciones (4.00 - 9.00

ppm) v la otra con altas concentraciones (13.00 - 18.00 ppm).

3.2.2. Linealidad

Se hicieron tres curvas de calibracion independientes para medir la
linealidad del método. Se llevd a cabo un andlisis de regresion en las tres
curvas de calibracion, ademas analizaron los residuales y se hizo una prueba
de homocedasticidad para asegurar que los datos se comportan de manera

lineal.

3.2.3. Precision

La precisién mide cuan cerca estan los resultados enire si (Eurolab
Espafia, 2016) y en este trabajo se verificé utilizando los siguientes dos

parametros:
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3.2.3.1. Repetibilidad

Se seleccionaron dos patrones de la curva de calibracion, 3.00 ppm y
5.00 ppm. Se prepararon 10 repeticiones de cada patrén y se determind la

desviacion estandar.

3.2.3.2. Precision intermedia

Se seleccionaron dos patrones de la curva de calibracion, 3.00 ppm y
5.00 ppm. Se prepararon 10 repeticiones de cada patrén, una cada dia

diferente y se determiné la desviacién estandar.

3.2.4. Limite de deteccion

Se hicieron medidas replicadas de blancos de reactivos fortificados a
bajas concentraciones del analito. Se hicieron 10 medidas replicadas a
concentraciones de 0.3 ppm, 0.5 ppm y 0.9 ppm. Se calculd la desviacion
estandar y el limite de deteccion (LOD).

3.2.5. Limite de cuantificacion

Se hicieron medidas replicadas de blancos de reactivos fortificados a
bajas concentraciones del analito. Se hicieron 10 medidas replicadas a
concentraciones de 0.3 ppm, 0.5 ppm y 0.9 ppm. Se calcuid la desviacion

estandar y el limite de cuantificacion (LOQ).

3.2.6. Veracidad

Se midio el material de referencia (MR) utilizando el método candidato
(Eurolab Espafia, 2016). Se comparé el valor promedio obtenido, con el valor

de referencia xret para el MR. A continuacion, se calculd el sesgo, b = x — xref;
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. . x—x ‘e .
el sesgo relativo en porcentaje, b % = —ﬁ 100 vy la recuperacion relativa en

porcentaje (recuperacion aparente) b% = % x 100.
3.2.7. Selectividad

Inicialmente, se observd el cromatograma para verificar que la sefal
observada corresponde al ion nitrito. Después, se analizaron diez muestras de
ensayo por el método candidato y el método oficial. Con los resultados, se hizo
un analisis de varianza de un factor (ANOVA), para determinar si el método no

presenta diferencias significativas en comparacién con el método oficial.

3.2.8. Robustez

Se llevé a cabo el test de robustez de Youden y Steiner, en el cual se
permite evaluar siete variables con el andlisis de ocho muestras (Cuadro 3),
las variables se eligen estratégicamente. Es decir, se eligen los factores mas
criticos del método y cada uno se estudia mediante un valor alto (A, B, C... F)
y un valor bajo (a, b, ¢ ... f) (FAO, 2005). Los resultados se presentan con
letras desde s hasta z, a partir de estos resultados se puede calcular el efecto
de cada una de las variables, esto calculando la media de la variable alta y la

variable baja y por medio de una resta se obtiene la diferencia.

Cuadro 3. Efjemplo del disefio de las ocho pruebas, segun Youden y Steiner
para las variables en el método utilizado para el andlisis de la robustez

Valor de la condicién Analisis
de la variable 1 2 3 4 5 6 7 8
A,a A A A A a a a A
B,b B B B B b b b b
C,c C C C C c c c c
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Valor de Ia condicion Analisis
de la variable 1 2 3 4 5 6 7 8
Dd D D D D d d d d
Ee E E E E e e e e
E,f F F F F f f f f
Hesultado de
mediciones s t u Vv w x y z

Fuente:; FAQ, 2005.

Los factores por estudiar no deben ser necesariamente siete, se puede
considerar un numero menor de variables, siempre y cuando se lleven a cabo
las ocho pruebas, para que no se afecte el balance del disefio. En el caso de
esta prueba, se hizo el estudio de seis variables, temperatura de digestion,
tiempo de digestion, flujo de fase movil, tiempo de centrifugado, medicion de

degradacion de la muestra y temperatura del detector.

3.2.9, Incertidumbre

Se analizaron los componentes relacionados en el andlisis, por ejemplo,
la medicion de masa, el uso de balones y pipetas. A continuacién, se calcula
la incertidumbre de todos los componentes relacionados con el andlisis. Los
resultados se pueden ver en el Apéndice 2.

3.3. Verificacion del contenido de nitritos en salchichén y chicharrén de

carne
3.3.1. Metodologia y localizacion de muestreo

La toma de muestras se hizo mediante la metodologia de muestreo a

juicio, en la que se emplea el conocimiento y la opinion personal del
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investigador para identificar los elementos de la poblacidn que deben incluirse
en la muestra (Levin y Rubin, 2004). Esta es la metodologia que emplean los
entes nacionales encargados de la regulacion de los productos embutidos en
Costa Rica, el Servicio Nacicnal de Salud Animal (SENASA) y el Ministerio de
Salud. Esta ultima es la institucién que se encarga de dar ia orden de llevar a

cabo los analisis (Vindas, Rodriguez y Araya, 2019).

El muestreo de los productos carnicos de consumo nacional de
salchichén y chicharrén, se llevd a cabo en carnicerias, supermercados y
chicharroneras de cinco cantones de la zona de Occidente, Palmares, San

Ramén, Naranjo, Sarchi y Grecia. Esto se muestra en la Figura 5.

Figura 5. Mapa de los cantones donde se obtuvieron muestras de salchichdn
criollo y chicharrén de carne, proveniente de supermercados, carnicerias y
chicharroneras en este estudio (San Ramoén, Palmares, Naranjo, Sarchi y

Grecia)

Fuente: Google Maps, 2019.

En el Cuadro 4, se especifican los codigos correspondientes a cada
carniceria en los cantones en los que se tomaron muestras. Estas carnicerias
fueron seleccionadas debido a que producian o comercializaban salchichén

criollo o chicharrén de carne en algunos casos.
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Cuadro 4. Codigo de carnicerias de acuerdo con el canton de donde
proviene la muestra. GR-DMN-#: Grecia, determinacion metodologia de
nitritos; NA-DMN-#: Naranjo, determinacién metodologia de nitritos; PA-

DMN-#: Palmares, determinacion metodologia de nitritos; SR-DMN-#: San
Ramoén, determinacion de nitrifos; SAR-DMN-#: Sarchi, determinacion

metodologia de nitritos

Cantones Grecia Sarchi Naranjo San Ramoén Palmares
Codigo de GR-DMN-01 SAR-DMN-01 NA-DMN-01  SR-DMN-01  PA-DMN-01
carnicerfas GR-DMN-02  SAR-DMN-02  NA-DMN-02 SR-DMN-02  PA-DMN-02
GR-DMN-03  SAR-DMN-03  NA-DMN-03 SR-DMN-03 PA-DMN-03
GR-DMN-04  SAR-DMN-04  NA-DMN-04 SR-DMN-04  PA-DMN-04
GR-DMN-05  SAR-DMN-05 NA-DMN-05 SR-DMN-05  PA-DMN-05
GR-DMN-06 SAR-DMN-068  NA-DMN-06 SR-DMN-06 PA-DMN-06
GR-DMN-07 SAR-DMN-07  NA-DMN-07 SR-DMN-07 PA-DMN-07
GR-DMN-08  SAR-DMN-08  NA-DMN-08 SR-DMN-08 PA-DMN-08
GR-DMN-09  SAR-DMN-09  NA-DMN-09 SR-DMN-09
GR-DMN-10  SAR-DMN-10  NA-DMN-10 SR-DMN-10
GR-DMN-11 NA-DMN-11  SR-DMN-11
GR-DMN-12 SR-DMN-12
GR-DMN-13
GR-DMN-14
GR-DMN-15
GR-DMN-16
GR-DMN-17
GR-DMN-18
GR-DMN-19
GR-DMN-20
GR-DMN-21
GR-DMN-22

Fuente: elaboracion propia.
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3.3.2. Tamano de muesira

Se llevd a cabo un estudio poblacional, en el que se viajé a los cinco
cantones y se preguntd en cada carniceria, supermercado y chicharronera, si
producian o comercializaban salchichén criollo o chicharrén de carne. Esto con
el fin de determinar cuéles camicerias, supermercados y chicharroneras, de
los distritos centrales de los cantones del estudio; elaboraban o comercializan

los productos de interés.

De acuerdo con el estudio poblacional, se determiné que existen 63
carnicerias en total (22 en Grecia, 11 en Naranjo, 8 en Palmares, 12 en San
Ramén y 10 en Sarchi), esto para el periodo de abril 2019 - junio 2019. Del
total de 63 carnicerias, 61 elaboran o comercializan salchichén criollo y

Unicamente 15 carnicerias chicharrén de came.

Segun Vivanco (2005), existe una relacién directa entre el tamafio de la
muestra y los procedimientos de andlisis. En cuanto a los procedimientos de
andlisis univariables, los cuales se utilizan para estudiar el comportamiento de
las variables de forma individual, no presentan exigencias respecto al numero
de muestras necesarias para su implementacién. En este trabajo se analizaron
todas las muestras obtenidas del estudio poblacional, con el fin de garantizar
un tamafio adecuado para analizarse estadisticamente (Vivanco, 2005).

Ademés, cada muestra se analizd por duplicado.

3.4. Comparacion de los métodos

Para la comparacién de resultados entre el método oficial y el de
cromatografia de iones, se llevé a cabo el analisis de diez réplicas de una
misma muestra, mediante las dos metodologias mencionadas. Con los

resultados obtenidos, se hicieron diferentes pruebas estadisticas de
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significancia, se hizo uso de pruebas estadisticas para el analisis de errores
sistematicos como prueba F, comparacion de dos medias experimentales y el
andlisis de varianza (ANOVA). Las pruebas se hicieron con ayuda de

programas estadisticos como MINITAB 18 y Microsoft Excel Plus 2016.

3.5. Analisis de costos de la metodologia por desarrollar

Se determinaron los costos de los reactivos consumibles que se utilizan
mediante el método espectrofotométrico de la AOAC vy los usados a través de
cromatografia de iones, para su comparacion. Se hicieron las debidas
cotizaciones a empresas del pais para conocer los precios de los reactivos en

las dos metodologias y se procesaron los datos para su comparacion.
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Capitulo IV. Resultados y discusion

4.1. Desarrollo de la metodologia para el analisis de nitritos en
productos de salchichén criollo y chicharron de carne mediante la

técnica de Cromatografia de lones

4.1.1. Determinacion de ambito lineal

Se hicieron pruebas para establecer el ambito de trabajo en donde se
presente una buena linealidad para la determinacion del ion nitrito, esto, con
el fin de obtener una ecuacién de la recta adecuada (con R? = 0.995). Se
encontrd que a concentraciones entre 13.00 ppm — 18.00 ppm, los patrones
no tenian un comportamiento lineal, lo que dio como resultado un R? de
0.3334. Este es un valor inadecuado para obtener resultados fidedignos
mediante la ecuacion de la recta, como se observa en la Figura 6a, los datos

se encuentran totalmente dispersos y no siguen una secuencia lineal.

Por otra parte, en la Figura 6b se observa que los datos presentan una
buena linealidad (R2= 0.995), por lo tanto, se determind que a concentraciones
entre 2.00 ppm — 8.00 ppm la linealidad fue de un R2? de 0.9993. Esto
demuestra que en el caso del anion nitrito se obtiene una mejor linealidad a
valores de concentracion bajos. Por este motivo, se decidié agregar un patrén
menor a la curva de calibracién (debido a que cuando se empezd a trabajar
con las muestras se determind que era necesaric). Por lo tanto, las
concentraciones de frabajo fueron de 1.00 ppm — 7.00 ppm para la
determinacién de nitrito de sodio en muestras de salchichén criollo vy

chicharrdn, esta presentd también una buena linealidad (Figura 6c).
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Figura 6. Pruebas de curvas de calibracién (a), Curva de calibracién de alto
rango (b}. Curva de calibracién de bajo rango (c). Curva de calibracién de
trabajo

Fuente: elaboracion propia.

4.1.2. Tratamiento de la muestra
4.1.2.1. Proceso de centrifugacion

Se hicieron pruebas iniciales para la determinacion del ion nitrito en las
muestras de salchichon criollo, en las que se siguid el método AOAC 973.31
(2016) y se obtuvieron problemas en el proceso de filtracion. Esto se debe a
que las muestras de salchichon criollo tienen una gran cantidad de grasa, por
fo que el proceso de filtracion durd mas de tres horas. Por tanto, se decidio

centrifugar las muestras, con el fin de facilitar su filtracién.
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4.1.2.2. interferencia de cloruros

En las primeras pruebas hechas con muestras de salchichon criollo, se
obtuvo una interferencia en el cromatograma (Figura 7), el pico #26
correspondiente al ion cloruro, por su tiempo de retencion (8.610 min). Se
observa que la cantidad de cloruros es elevada, esto se debe a gque la
conductividad del pico encontrado oscila entre los 230 uS, el cual es un valor

aito.

Ademas, la forma del pico, el cual tiende a inclinarse un poco hacia la
derecha, es indicativo de que se trata de una alta concentracion del ion, lo que
afecta su cuantificacion, ademds de opacar a otros iones cercanos. En este
caso, el pico opacaba al pico de interés (nitrito); el cual tiene un tiempo de
retencion de aproximadamente 10.6-10.8 min, al estar tan concentrado el ion
cloruro, la escala del cromatograma se ve afectada. Por esta razén, el pico de

nitrito se ocultaba.
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Figura 7. Cromatograma donde se muestra interferencia del ion cloruro

Fuente: elabaracién propia, mediante Chromeleon ¢ Dionex (1996-2008).

En un estudio hecho en nitrito de sodio en alimentos, entre estos
embutidos, se encontraron diversas interferencias, entre las cuales se
encontraba el cloruro. Cuando midieron por HPLC el efecto de la matriz se
redujo en comparacién con el método de colorimetria (Bahadoran et al., 2016).
En el caso de las muestras analizadas en este proyecto, la matriz tiende a ser
mas compleja, debido a que al tratarse de un producto que se fabrica por
pequefios productores, existe poco control de calidad. Esto se evidencio

mientras se hacian los analisis de las muestras, al observarse que estas eran
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altamente grasosas y con contaminantes fisicos que se encuentran prohibidos

en la reglamentacion.

Para solucionar la interferencia de cloruros, se llevé a cabo una
modificacién en el programa dentro del software, en el cual se le indicé que la
obtencion de datos en el cromatograma inicie a partir dei minuto 10.00. Esto
con el fin de que el pico correspondiente a cloruros no intetfiera con el pico de
interés. Ademas, se tomé como medida preventiva hacer una limpieza
semanal a las columnas por la concentracién elevada de cloruros, que genera
una alta conductividad y por la cantidad de grasa presente en las muestras, lo

cual podria causar un dafio en las columnas.

Cabe resaltar que la concentraciéon de iones cloruros, aunque sea
pequefia, no pasa desapercibida, debido a que la cromatografia de iones,
como es una técnica tan selectiva, va a encontrar esta concentraciéon. No
obstante, mediante esta técnica los picos pueden separarse y, de esta manera,
impedir que el cloruro sea una interferencia. En cambio, por medio de
colorimetria no se da una separacion de los analitos, por lo que la sefial de
absorbancia puede verse afectada por la turbidez del cloruro (Bahadoran et
al., 2016).

4.2. Validacién del método cromatografico para el analisis de nitritos en

productos de salchichon criollo y chicharrén de carne

Al desarrollar un nuevo método para la determinacién de un analito, el
metodo debe validarse para comprobar la calidad de los datos (Miller y Miller,
2002; Vargas y Herrera, 2002, ECA, 2014). El alcance de la validacién
depende del tipo del método por validar, en este caso se cuenta con un método
no normalizado, o bien desarrollado en el laboratorio (situacién 3). Por lo tanto,

se validaron los siguientes parametros de desempefio, ambito de trabajo,
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linealidad, precisién, veracidad, selectividad, limite de deteccién, limite de

cuantificacién, incertidumbre y robustez (ECA, 2014).

Se inicid con la determinacion del &mbito de trabajo. Después de las
pruebas para establecer el ambito lineal (Figura 6), el &mbito de trabajo fue
determinado a partir de siete patrones de nitrito con concentraciones entre
1.00 ppm - 7.00 ppm, las cuales un comportamiento lineal adecuado (con R?2
0.995).

A continuacion, se llevo a cabo el parametro de desempefio de la
linealidad. En la Figura 8a se observan las curvas de calibracion obtenidas por
triplicado para el sistema en el rango de concentraciones establecido, ademas
se muestran las ecuaciones de la recta obtenidas para cada curva de
calibracion; las cuales no presentan grandes diferencias entre si. Asimismo,
las tres curvas cuentan con un coeficiente de correlacion adecuado (R? =
0.995).

También se hizo un andlisis de los residuos correspondientes a la
validacion de la linealidad del sistema (Figura 8b), el comportamiento de los
datos es aleatorio, lo cual indica que existe linealidad (Pérez y Rojas, 2016).
Ademas, se evalué la homocedasticidad, para comprobar la linealidad del
método, la estimacion de esta se llevd a cabo mediante el uso del test de

Cochran, el cual se calculd por medio de la siguiente ecuacion:

2
Smax

T
j=15

=

2
12

Al calcular el valor C, este se compara con los valores criticos
establecidos para la prueba de Cochran, para €l caso de la homocedasticidad
del sistema, se obtuvo un valor C de 0,35 el cual es menor que el valor critico

0,8534 (Cuadro 12, ubicado en el Apéndice). Esto demuestra que las
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varianzas son iguales (Martel y Déz, 1996; Mongay, 2005) en el caso de las
tres curvas preparadas, es decir, que existe un comportamiento

homocedastico.
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Figura 8. Gréficas para el pardmetro de desempefio de linealidad (a},
Superposicién de curvas de calibracion para comprobar linealidad del
sistema (b). Andlisis de residuales

Fuente: elaboracién propia.

En relacién con el parametro de desempefio de precision, se determind
la repetibilidad y la precisién intermedia del método. Como se observa en el
Cuadro 5, el coeficiente de variacion (CV) obtenido en ambos parametros
cumple con el criterio de aceptacion, por lo tanto, se evidencia que el método
cuenta con una precision optima. En cuanto a la veracidad (Cuadro 5), se
observa que el valor obtenido para el sesgo relativo fue de 4.31 %, lo cual
cumple con el criterio de aceptacién e indica que este brinda resultados

exactos y confiables.

En cuanto al pardmetro de desempefio de selectividad, se llevd a cabo
la confirmacién de la identidad del analito, se verificéd que el pico obtenido en
el cromatograma correspondiera al ion nitrito, de acuerdo con su tiempo de
retencién. Ademas, se hicieron otras pruebas estadisticas para evaluar la

selectividad, las cuales se detallan en la Seccién 4.4.



Cuadro 5. Pardmetros de desempefio del método de analisis de nitrito de
sodio en productos de salchichon criollo y chicharrén de carne mediante

cromatografia de iones
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Parametro de desempefic  Resultado Criterio de aceptacion
Ambito de trabajo 1.0 - 7.00 ppm R? 2 0.995
R2: 0.0098
Linealidad R2ci= (0.9998 R? 2 0.995
R2cz= 0.9999
R?cs= 0.9998
Repetibilidad
Desviacion estandar 0.05
Coeficiente de variacion CV: 1.68% Cv< 3
Reproducibilidad
Desviacién estandar
0.05
Coeficiente de variacién
CV:1.01% Cv<é
Veracidad
Sesgo relativo 4.31 %
% de recuperacion 104.31% Sesgo relativo < 10%

Selectividad

Limite de deteccion

Limite de cuantificacion

Incertidumbre

Se confirma que el pico es
de nitrito.

0.0003 ppm

0.061 ppm

0.5 ppm

Confirmacion de la
identidad del anailito.

Para LMP = 0.1 ppmun LD
= VidMP.
Para LMP 2 0.1 ppm un LQ
< 5 LMP.

(1): Incertidumbre maxima obienida.

Fuente: elaboracion propia.
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Se procedid a la determinacién de los limites de deteccién y
cuantificacion {Cuadro 5). El limite de deteccién dio como resultado 0.0003
ppm, este valor consiste en el nivel de sefal en el que se puede encontrar el
analito sin confundirlo con el ruido instrumental. Para el limite de cuantificacion
se obtuvo un valor de 0.001 ppm, este consiste en el nivel al cual la precision
de la medida permite una determinacién adecuada (Vargas y Herrera, 2002).
Ademas, se observa que ambos limites cumplen con los criterios de
aceptacidon descritos en el Cuadro 5. A continuaciéon, se determiné ia
incertidumbre de medicién, en la que se tomaron en cuenta todos los
componentes relacionados en el andlisis de estudio, en la Figura 9 se observa

cada uno de estos componentes. La incertidumbre dio como resultado 0.5

ppm.
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Figura 9. Diagrama de causa y efecto de los componentes relacionados en el
analisis para la determinacién de nitrito de sodio por cromatografia de iones

Fuente: elaboracién propia, mediante Minitab 2018,

Finalmente, en relacién con el analisis de robustez, se evaluaron seis
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variables del método en desarrollo, para verificar si et método es robusto. Para
esto, se eligieron seis variables criticas del método, la temperatura de
digestion, el tiempo de digestion, el flujo de la fase mévil, el tiempo del
centrifugado, tiempo de medicién de degradacion de la muestra y temperatura

del detector.

En el Cuadro 13 (ubicado en el Apéndice), se evidencia cudles son los
factores que podrian afectar el método si son cambiados. Como se muestra
en este cuadro, los factores criticos son la temperatura de digestion y el tiempo
de digestion, esto se debe a que se relacionan directamente con la extraccion
de nitrito de sodio de la muestra. Si se modifican estos elementos el método

no seria adecuado para la cuantificacion de este analito.

El flujo de la fase movil y el tiempo de medicidn de degradacién de la
muestra no se agregan en el cuadro, debido a que, al llevar a cabo la
modificacidén en estos factores, no se pudo medir adecuadamente el analito.
Esto se debe a que al cambiar el flujo de la fase movil, el ion cloruroc opaca al
ion nitrito y no se logré observar, de manera adecuada, el pico del nitritc de
sodio. Con respecto al tiempo de degradacion de la muestra, no se encontrd
el pico del nitrito de sodio, ya que este se habia degradado. Por otra parte, el
tiempo de centrifugado y la temperatura del detector no afectan el método de
andlisis. Sin embargo, de acuerdo con todos los factores analizados, estos
indican que el método no es robusto debido a que es susceptible a cambios

en el mismo.

4.3. Verificacion del contenido de nitritos en salchichén criollo y

chicharron de carne

Al afadir nitrito de sodio al producto carnico, se producen distintas

reacciones con los componentes del producto, lo cual implica que el nitrito de
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sodio total disminuya, a través de las etapas de procesado, conservacion,
preparacién y consumo. Esto relacionado con distintos factores, dependiendo
del producto y de las condiciones de las etapas (Arnau, Guardia, Gratacos,
Fernandez, Hierro, Roncalés, Carballo, Villegas, Ruiz y Sanjuan, 2013). El
nitrito residual es el que queda después de que disminuye la cantidad de nitrito
adicionada al inicio y puede rondar en una disminucion del 65 % (Vindas et al.,
2019). De acuerdo con Arnau et al. (2013), entre un 5 - 20 % del nitrito afadido
inicialmente, se encuentra como nitrito residual al pasar por las etapas

mencionadas

Es importante tener claridad que en el presente estudio se determiné la
cantidad de nitrito de sodio residual en las muestras. Ademas, en el estudio de
Vindas et al. (2019), se encontré que, a mayor cantidad de tiempo de
almacenamiento menor cantidad de nitrito de sodio en el producto. Por lo tanto,
en este trabajo se evit6 tener los productos almacenado por muchos dias (se
almacenaron maximo tres dias, ademas se hizo en condiciones de aislamiento
de la luz, debido a que esta causa la descomposicion del nitrito de sodio)

(Vidal, 1997). Esto se llevd a cabo para evitar errores de medicion.

4.3.1. Contenido de nitrito de sodio en salchichén criollo

4.3.1.1. Contenido de nitrito de sodio en salchichon criollo en

Grecia

El analisis de muestras se llevé a cabo en cinco cantones de la zona de
Occidente, en el Cuadro 14 (ubicado en el Apéndice) y en la Figura 10 se
observan los resultados correspondientes al cantén de Grecia. Dos de las
muestras analizadas presentan concentraciones de nitrito de sodio residual

superiores al valor permitido por la norma (125.00 ppm). Estas
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concentraciones elevadas de nitrito de sodio, pueden ser peligrosas para el
consumo humano, debido a que representan un problema por la formacion de
nitrosaminas, compuestos gque; como se menciond, tienen efectos
cancerigenos (Corpet, 2011; Selbes, 2014; Rath y Reyes, 2015; Ruiz et al.,
2016).
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Figura 10. Contenido de nitrito de sodio en salchichdn criollo, en el cantdn de
Grecia

(1): VMP: Valor maximo permitido

(2): VMA: Valor minimo adecuado

Fuente: elaboracién propia, mediante Minitab 2018.

Por otra parte, se observa en la Figura 10, que diez de las muestras
analizadas presentaron concentraciones de nitrito de sodio residual menor a
50.00 ppm, aungue, la norma no indica un valor minimo de nitrito de sodio. Sin

embargo, de acuerdo con Shafiur (2007), se deben usar concentraciones
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mayores a 100.00 ppm para proteger los productos camicos de los
microorganismos patégenos. Ademas, segun Palaveciano y Palacio, 2017, es
necesario que la concentracion de nitrito de sodio se encuentre entre 50.00
ppm — 100.00 ppm para que el nitrito de sodio pueda inhibir adecuadamente

el crecimiento de los microorganismos patégenos.

4.3.1.2. Contenido de nitrito de sodio en salchichon criollo en

Sarchi

Se observa en el Cuadro 14 (ubicado en el Apéndice) y en la Figura 11,
los resultados correspondientes al cantén de Sarchi. Una muestra del total
analizada presenté una concentracion de 204.1(x 0.5) ppm, la cual sobrepasa
el valor de nitrito de sodio permitido por la norma (125.00 ppm) e incluso
sobrepasa el valor maximo indicado por la FDA (200.00 ppm). Por lo tanto,

esta muestra es un peligro para el consumo humano.
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Figura 11. Contenido de nitrito de sodio en salchichén criollo, en el cantdn de
Sarchi

(1): VMP: Valor maximo permitido
{2): VMA: Valor minimo adecuado

Fuente: elaboracidn propia, mediante Minitab 2018.

En el caso de las muestras correspondientes al cantdn de Sarchi, se
observa que, de un total de diez muestras, dos no fueron detectables. Esto
puede indicar el uso de otros preservantes, o bien el no uso de estos y de
acuerdo con el Decreto Ejecutivo n.° 35079-MEIC-MAG-S, publicado en La
Gaceta n.° 45 del 5 de marzo del 2008, los embutidos deben contener nitrito
de sodio como preservante. Es decir, en el caso de estas muestras en las que
no fue detectable el nitrito de sodio, las mismas incumplen con el reglamento

existente del pais.

Ademas, de acuerdo con Honikel (2008), el nitrito de sodio tiene
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mejores efectos preservantes. El cloruro de sodio, eritobarto de sodio y el
ascorbato de sodio, son coadyuvantes de curacién que aceleran la conversién
guimica de nitrito de sodio en 6xido nitrico, de esta manera, mejora los efectos
de inhibicion del nitrito de sodio (Myers, 2015). Sin embargo, estos
coadyuvantes por si solos, es decir, en ausencia de nitrito de sodio, no van a
lograr una inhibicién de microorganismo adecuada (Myers, 2015), razdn por la

cual el Decreto Ejecutivo n.° 35079 indica su uso.

Por otra parte, se observa en la Figura 11 que siete de las muestras
analizadas presentaron concentraciones de nitrito de sodio residual menor a
50.00 ppm. Esto indica que los productores pueden estar usando otro tipo de
preservantes; sin embargo, no tendran la misma eficacia que el nitrito de sodio
(Honikel, 2008, Mital, 2012 y Amau et al., 2013).

4.3.1.3. Contenido de nitrito de sodio en salchichdén criollo en

Naranjo

Del total de las muestras analizadas correspondientes al cantén de
Naranjo (Cuadro 14, ubicado en el Apéndice y en la Figura 12), ninguna
presenta una concentracion mayor al valor de nitrito de sodio permitido por la
norma (125.00 ppm). Sin embargo, se observa que, de un total de diez
muestras, dos no fueron detectables; ademas, las muestras NA-DMN-07, NA-
DMN-08 y NA-DMN-03, presentaron valores que, aungue fueron detectables,
no pudieron ser cuantificables. Estos resultados, al igual que en el caso de las
muestras del cantén de Sarchi, podrian indicar el uso de otros preservantes, o

bien el no uso de estos, lo cual incumple el Decreto Ejecutivo n.° 35079.

En el caso de las muestras NA-DMN-07, NA-DMN-08 y NA-DMN-09; las
cuales presentaron valores apenas detectables, podria indicarse que Ia

cantidad afiadida al inicio del proceso de curado fuera insuficiente. Por esta
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razon, al pasar por las diferentes etapas del proceso, la cantidad de nitrito
residual sea apenas detectable. Esto indica falta de conocimiento de los

productores sobre el proceso del curado del salchichon.
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Figura 12. Contenido de nitrito de sodio en salchichén criollo, en el cantdn de
Naranjo

{1} VMP: Valor maximo permitido

(2): VMA: Valor minimo adecuado

Fuente: elaboracién propia, mediante Minitab 2018.

Por otra parte, se observa en la Figura 12 que seis de las muestras
analizadas presentaron concentraciones de nitrito de sodio residual menor a
50.00 ppm. Por lo tanto, estas no contienen la cantidad adecuada de nitrito de
sodio para inhibir los microorganismos patégenos (Shafiur, 2007; Palaveciano
y Palacio, 2017).
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4.3.1.4. Contenido de nitrito de sodio en salchichon criollo en San

Ramon

En relacién con las muestras correspondientes al cantén de San Ramoén
{Cuadro 14, ubicado en el Apéndice y en la Figura 13), del total de analizado,
solamente la muestra SR-DMN-01 presentd una concentracion de 125.5 (x
0.3) ppm, la cual sobrepasa el valor maximo permitido por la norma (125.00
ppm). No obstante, este valor no se considera peligroso, debido a que solo lo
sobrepasa por 0.5 ppm. Ademas, se observa que, de un total de 12 muestras,
dos no fueron detectables y las muestras SR-DMN-07 y SR-DMN-10,

presentaron valores apenas detectables, pero no pudieron ser cuantificables.

Por otra parte, se observa en la Figura 13 que cuatro de las muestras
analizadas presentaron concentraciones de nitrito de sodio residual menor a
50.00 ppm. Esto indica una inhibicion inadecuada de microorganismos

patégenos en el salchichon criollo (Palavecino y Palacio, 2017).
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Figura 13. Contenido de nitrito de sodio en salchichén criollo, en el canton de
San Ramédn

{1}: VMP: Valor méximo permitido
(2): VMA: Valor minimo adecuadoc

Fuente: elaboracién propia, mediante Minitab 2018.

4.3.1.5. Contenido de nitrito de sodio en salchichon criollo en

Palmares

Respecto a las muestras correspondientes al cantén de Palmares
(Cuadro 14 ubicado en el Apéndice y en la Figura 14), ninguna de estas
presenta una concentracion mayor al valor de nitrito de sodio permitido por la

norma (125.00 ppm).
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Figura 14. Contenido de nitrito de sodio en salchichén criollo, en el canton de
Palmares

{1): VMP: Valor maximo permitido

{2): VMA: Valor minime adecuado

Fuente; elaboracion propia, mediante Minitab 2018.

Se observa que, de un total de ocho muestras en el cantén de Palmares,
todas cumplen con la norma estipulada. Por otra parte, en la Figura 14 se
puede observar que dos de las muesiras analizadas presentaron
concentraciones de nitrito de sodio residual menor a 50.00 ppm; las cuales no
son suficientes para proteger al salchichon del crecimiento de

microorganismos patégenos.

En general, en los cinco cantones muestreados, un 71.2 % de las
muestras analizadas cumplen con la cantidad de nitrito de sodio que indica la

normativa, mientras que un 6.8 % (Figura 15) no la cumple. Esto se debe a
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gue las muestras sobrepasan el maximo permitido de la norma vigente, lo cual
podria generar la formaciéon de nitrosaminas, las cuales tienen efectos
cancerigenos en los seres humanos (Rodriguez et al, 2009; Mital, 2012;
Selbes, 2014; Rath y Reyes, 2015). Ademas, pueden provocar problemas de
salud graves en los consumidores, como la metahemoglobinemia (Basuito,
Manera y Baladia, 2013; Ruiz et al., 2016), por lo tanto, este 6.8 % representa

el porcentaje de muestras que pueden perjudicar la salud de los consumidores.

En el Cuadro 15 (ubicado en el apéndice), se observa especificamente
la cantidad de carnicerias que no cumplen la normativa por cantén
muestreado. Se obtuvo que en total fueron cuatro carnicerias las que no
cumplieron con lo estipulado por el decreto. Por otra parte, se obtuvo que un
11.9 % de las muestras analizadas no fueron cuantificables y un 10.2 % no

fueron detectables (Figura 15).

Al tratarse de muestras de salchichdén criollo; es decir, salchichdn
elaborado por pequefias embutidoras y, en algunos casos, elaborados en las
mismas carnicerias, no se sabe si los pequeios productores tienen un buen
control sobre la cantidad de nitrito de sodio afadido. Por este motivo, en

algunos casos las muestras no fueron detectables o cuantificables.
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Figura 15. Distribucién porcentual del cumplimiento del contenido de nitrito de
sodio en salchichén criollo, en todos los cantones analizados

Fuente: elaboracion propia, mediante Minitab 2018.

Se observa que la mayoria de las muestras cumplen, de manera
correcta, con lo estipulado por la normativa, sin embargo, existe un porcentaje
de 50.8 % que contienen menos de 50.00 ppm de nitrito de sodio residual. Esto
implica que estas muestras son susceptibles al crecimiento de patégenos, lo
cual debe a que un embutido necesita cantidades mayores a 50.00 ppm de
nitrito de sodio para que la inhibicion de patégenos sea adecuada (Shafiur,
2007; Palaveciano y Palacio, 2017).

De acuerdo con el Cuadro 15 (ubicado en el apéndice), se observa
especificamente la cantidad de muestras por canidon que presentaron
cantidades menores a 50.00 ppm. Por lo que se determina que, para los cinco

cantones muestreados en el caso de Grecia, Sarchi y Naranjo, se obtuvieron
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mayores muestras que presentaban cantidades menores a 50.00 ppm.

En el caso de las muestras en las que apenas fue detectable, o bien no
fue detectable el nitrito de sodio, es probable que se implemente el no uso o
el uso de preservantes en el salchichén criollo como cloruro de sodio,
eritobarto de sodio, entre otros, ya que se descarta que sea por tiempo de
almacenamiento. Esto se debe a que se evitd mantener las muestras
almacenadas por mas de tres dias y se almacenaron en condiciones de
aislamiento de luz, para evitar la descomposicién del nitrito de sodio. Sin
embargo, como se menciond, de acuerdo con Honikel (2008) y Myers (2015},
aseguran que el nitrito de sodio tiene mejores efectos preservantes que estos

otros coadyuvantes mencionados.

Aunado a lo anterior, aungue se agregue otro tipo de preservantes, el
Decreto Ejecutivo n.° 35079 establece que se debe usar nitrito de sodio como
preservante, por lo tanto, estas carnicerias estarian incumpliendo con el
reglamento. Por esta razén, el reglamento lo establece, debido a que no se
puede producir un embutido sin nitrito de sodio, ya que este protege al
embutido de la bacteria C. botulinium, que es el microorganismo patégeno mas
critico en los alimentos. Este puede causar botulismo alimentario (Argelich,
Nogué, Soler y Serra, 2014), lo cual puede intoxicar a los consumidores de
manera grave, ademas de provocar sintomas como nauseas, vomitos, fatiga y

hasta la muerte en casos severos (Myers, 2015).

Asimismo, la incidencia relativamente baja del C. botulinium se debe a
la adicién del nitrito de sodio. Este se convierte en dxido nitrico para lograr la
inhibicion del C. botulinium, en la que los coadyuvantes de curacion como el
eritobarto de sodio y el ascorbato de sodio aceleran la conversién del nitrito de
sodio (Myers, 2015).

Como se menciond, se ha generado una discusion en el uso del nitrito
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de sodio, debido a que se encontré que cantidades elevadas de este eran
peligrosas (Ruiz et al, 2016). Por esta razén, se han buscado otras
alternativas para el curado de los embutidos, como el uso de otros
preservantes. También se ha planteado reducir la cantidad de nitrito de sodio
y se ha optado por la busca de preservantes organicos, sin embargo, no se ha
encontrado un preservante tan eficaz como el nitrito de sodio. Incluso Myers
(2015) indica que ha visto, a través de numerosos estudios, que el nitrito de

sodio es un ingrediente insustituible en el campo de las carnes procesadas.

Ademas, de acuerdo con el estudio de Arnau et al. (2013}, en el que
probaron la reduccidn de la cantidad de nitritos afiadidos del 25 % y 50 % con
respecto al maximo permitido, se encontrd que al reducir la cantidad de
nitrificantes se facilitaba el crecimiento de microorganismos patégenos. Arnau
et al. (2013), mencionan que los resultados obtenidos evidencian la
importancia de una concentraciéon adecuada de nitrificantes para controlar la
cantidad de patégenos. Esto se debe a que al usar el maximo permitido no se
encontraron microorganismos patégenos en el producto final, mientras que al
reducir en un 50 % y un 75 %, se presentaron incrementos en los recuentos

de las bacterias.

Por otra parte, en ensayos de inoculacién de embutidos con Listeria
innocua (como reemplazo de Listeria monocytogenes), dio como resuitados
qué, en ausencia de sales nitrificantes, la bacteria se multiplicé durante la fase
fermentativa del embutido. No obstante, en ensayos con presencia de
nitrificantes se observo una inhibicién desde las primeras etapas del proceso
del embutido (Arnau et al., 2013), esto evidencia la importancia en el uso del
nitrito de sodio. Por este motivo, las muestras en las que no fue detectable, ni
cuantificable el nitrito de sodio, representan un peligro para los consumidores,
debido a que el embutido no es adecuado para [a inhibicién de

microorganismos patdégenos.
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Con respecto al mercado orgénico y natural, este ha obtenido
popularidad entre los consumidores, quienes han exigido productos sin
preservantes. Esto ha llevado a que las industrias cérnicas usen alternativas
de nitritos que se consideran ingredientes organicos, por ejemplo, el jugo y el
polvo de apio, la lechuga, espinaca y remolacha que contienen altas
cantidades de nitrato (nitrito entrante). Estas se pueden agregar a los

productos carnicos para obtener carnes curadas (Myers, 2015).

Aunque se ha demostrado que se pueden curar los productos carnicos
mediante el nitrato natural obtenido del polvo de apio, se ha evidenciado que
estos no tienen el mismo nivel de seguridad en relacion con el crecimiento de
microorganismos patégenos en comparacidon con las carnes curadas de
manera convencional. Esto se debe a la variabilidad y al menor nivel de

nitrato/nitrito entrante en el polvo de apio (Myers, 2015).

4.3.2. Contenido de nitrito de sodio en chicharrén de carne

En cuanto a las muestras de chicharrén de carne, se observan los
resultados obtenidos en el Cuadro 16 (ubicado en el apéndice) y en la Figura
17. Este tipo de muestra no se encuentra dentro de la norma vigente de
embutidos, debido a que el chicharrén de carne no es un embutido. Se decidié
considerar este tipo de muestra, ya que se ha observado que muchas veces
el producto que se vende en las camicerias presenta un color rojo, lo cual
resulta sospechoso, pues este no es el color natural del chicharron de carne.

Esto podria indicar la adicién del nitrito de sodio.

El chicharrén de carne, al no ser un embutido, no se encuentra regulado
el uso de nitritos en este. Por lo tanto, no deberia pasar por un proceso de
curado, debido a que no es un producte que necesite preservarse por un

periodo como los embutidos. Sin embargo, existen productos carnicos que
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pasan por procesos de curado, aungue no ocupen preservarse, el problema
es que en Costa Rica no esta regulado por la legislacién que al chicharrén de
carne se le afada nitrito de sodio. Por este motivo, no se le deberia anadir
nitrito de sodio, no obstante, se encontro, presencia de nitrito de sodio en

algunos casos (Cuadro 16 y Figura 16).

En la camiceria GR-DMN-13 se obtuvo la mayor cantidad, una
concentracion de 54.8 (x 0.1) ppm, lo cual no es perjudicial para el consumo
de acuerdo con la cantidad méaxima de nitrito de sodio permitida por la
legislacion costarricense. No obstante, esta legislacién aplica para los
embutidos, que son productos carnicos obtenidos a partir de una mezcla de
carne picada y diferentes ingredientes. Entre estos se encuentran los
preservantes como el nitrito de sodio, de manera que en el embutido se
encuentran todos los ingredientes mezclados homogéneamente, mientras que
el chicharrén no sucede esto. Por ende, en este producto la adicion del nitrito

de sodio no es de forma homogénea.

En el caso de las carnicerias GR-DMN-16, GR-DMN20, SAR-DMN-01,
SAR-DMN-08, SR-DMN-01 y SR-DMN-07 no fue detectable el analito nitrito de
sodio, en las demas carnicerias se encontrd que presentaban cantidades
inferiores a los 25 pppm de nitrito de sodio. Aunque son cantidades pequenas,
el nitrito de sodio no deberia estar presente en este tipo de producto, ya que
el mismo no necesita preservarse, por lo que se utiliza Unicamente para aportar
sabor al producto y para que este tenga el color rojizo caracteristico de los
embutidos. Sin embargo, al no estar el nitrito de sodio mezclado de forma
homogénea, se desconoce lo que esto puede implicar al consumidor del

producto.
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Contenido de nitrito de sodio (ppm)

- Codigo de carniceria - =

Figura 16. Contenido de nitrito de sodio en chicharron de carne, en los
cantones de Grecia, Sarchi, Naranjo, Palmares y San Ramén

Fuente: elaboracién propia, mediante Minitab, 2018,

Es importante mencionar que, en el caso de este producto, se hicieron
muestras enriquecidas para asegurar que el analifo encontrado en los
cromatogramas se trataba del nitrito de sodio, con el fin de confirmar la
identidad del analito encontrado. Esto debido a que al chicharrén originalmente
no se le aflade este analito, ademas, porque en algunos casos la cantidad de
nitrito de sodio era tan poca que el pico no se observaba de manera adecuada.

Por lo tanto, al enriquecer la muestra se solucionaba el problema.

4.4. Comparacion de los métodos

Cuando se desarrolla un método nuevo para la determinacién de un

analito; en este caso de nitrito de sodio, el método debe validarse (Miller y
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Miller, 2002; ECA, 2014). Esto mediante diferentes pardmetros de desempefio
como los descritos en la Seccién 4.2, pero uno de los mas determinantes es
cuando se comparan los resultados obtenidos por el método desarrollado con
los adquiridos mediante el método oficial. Lo anterior se debe a que el interés
principal es la identificacion de errores sistematicos; es decir, evaluar si el
método por desarrollar proporciona resultados significativamente mas altos o

mas bajos que el procedimiento oficial (Miller y Miller, 2002).

Al inicio se llevé a cabo el contraste F para la comparacion de las
desviaciones estéandar de los dos conjuntos de datos. Estos se obtuvieron por
medio de los dos métodos para la determinacion de nitrito de sodio, a través
de cromatografia de iones (Cl) y mediante el método oficial de la AOAC
973.31, por espectroscopia ultravioleta visible (UV). En este caso se hace el
contraste de dos colas, ya que se prueba si las desviaciones estandar difieren

en su precision (Miller y Miller, 2002).

En este contraste se toma como hipétesis nula (Ho) que los dos métodos
tienen varianzas iguales (Ho: B1 = 0 2), como se observa en el Cuadro 6 (y en
Cuadro 17, ubicado en el apéndice). El valor critico de F para dos colas (Fg =
4.026), es mayor que el F obtenido de 0.010, por lo tanto, la Hono se rechaza

y se asume que las varianzas son iguales en esta prueba.

A continuacién, se llevé a cabo una comparacién de medias
experimentales, con los resultados obtenidos, mediante Cl y UV, en la que se
tomé como hipétesis nula (He) que los dos métodos proporcionan el mismo
resultado suponiendo que las varianzas son iguales (Ho: p1= u2). Es decir, se
prueba si existen diferencias significativas entre los promedios obtenidos por
ambos métodos (Minitab, 2019).

Como se observa en el Cuadro 6 (y en Cuadro 18, ubicado en el

apéndice), el valor critico de t para dos colas (t1s = 2.10), es mayor que el
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obtenido de 0.34079, ademas, el valor p (0.34) obtenido, es mayor que el nivel
de significancia (a = 0.05). Por lo tanto, la Ho no se rechaza (Miller y Miller,
2002; Minitab 2019), es decir, que no existe diferencia significativa entre los
resuliados proporcionados por ambos métodos. Por ende, el método
desarroliado en este estudio proporciona resultados igual de fidedignos que el

método oficial.

Cuadro 6. Resumen de pruebas realizadas para la comparacion de los
métodos analfticos en muestras de salchichon crioflo

Valor F Valor critico F
Prueba F(" 0.010 4,026

Valor t Valor critico t {dos colas)
Prueba t@ 0.34079 2.10

{1} Prueba F para varianzas de dos muestras de salchichdn criollo

(2) Pruebat para dos muesiras de salchichén criollo suponiendo varianzas iguales

Fuente: elaboracion propia.

Finalmente, se hizo un analisis de varianza de un factor (ANOVA), el
cual consiste en una técnica estadistica que se utiliza para separar y estimar
las distintas causas de variacion (Miller y Miller, 2002). En este estudio, se
emplea para contrastar si el contenido de nitrito de sodio en la muestra de
salchichon criollo presenta diferencias significativas al analizarse mediante ClI
y mediante UV. Se tomd como hipdtesis nula {Ho) que las medias obtenidas

por ambos métodos no presentan diferencia significativa (Ho: 1= u2).

En el Cuadro 7 se observa que el valor p obtenido en el ANOVA (0.341),
es mayor que el nivel de significancia (a = 0.05), por lo tanto, no se rechaza la
hipétesis nula de que las medias de poblacién son iguales. Es decir, que las
medias obtenidas por ambos métodos de andlisis no presentan diferencias

significativas.
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Cuadro 7. Andlisis de varianza de un factor para la comparacion de muestras

de salchichon criollo

Fuente GL ™ SCSec® SCAL.® MCA.* ValorF Valor p
Métodos 1 16.23 16.23 16.23 0.96 0.341
Error 18 305.08 305.08 16.95

Total 19 321.31

{1): Grados de libertad. {2): Suma de cuadrados. {3}: Suma de cuadrados ajustado. (4): Media de cuadrados

ajustado

Fuente: elaboracién propia, mediante Minitab, 2018.

En cuanto a los valores obtenidos en el anélisis, se observa en la Figura

18 a, los valores individuales en cada muestra, de modo que se pueden

comparar los resultados obtenidos mediante los dos métodos (Cl y UV). En

este caso se nota que existe mayor dispersion en los datos que se obtuvieron

por medio de UV, sin embargo, no se obsetvan datos asimétricos, por lo que

se puede mencionar que siguen una distribucién normal, ademas, no se

observan valores atipicos. En la Figura 18 b, se observa que la media obtenida

por el método Cl fue més baja que la que se obtuvo mediante UV, no obstante,

no hay diferencia significativa entre las mismas.
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Figura 17. Valores de concentracion (ppm) de la muestra de salchichon
criollo (a), Gréfica de valores individuales (b). Gréfica de intervalos

Fuente: elaboracidn propia, mediante Minitab 2018.

En relacidon con los residucs para ANOVA de un solo factor, se
elaboraron cuatro gréficas para observar el comportamiento de estos (Figura
18). En Ia Figura 18 a se muestra el grafico de probabilidad normal, el cual
permite verificar el supuesto de que los residuos estan distribuidos de forma
normal, los cuales deben seguir aproximadamente una linea recta (Minitab
2019, Vindas et al., 2019). En este caso los residuos no siguen, de manera
perfecta, una linea recta, pero se mantienen cercanos a la linea, ademas, no
se muestran patrones que indiquen que los residuos no estan distribuidos
normalmente, por lo tanto, no hay evidencia de no normalidad.

En cuanto a la grafica de residuo vs. ajustes (Figura 18 b), se observa
que los punios se ubican, de manera aleatoria, a ambos lados del cero,
ademas no se encuentran patrones detectables en los puntos. Es decir, que
los residuos se distribuyen aleatoriamente y fienen una varianza constante
(Minitab, 2019). Para la grafica de residuos vs. orden (Figura 18 d), la cual se
emplea para verificar el supuesto de que los residuos son independientes entre
si, los residuos deberian mostrarse en la grafica, de manera aleatoria,
alrededor de la linea central, sin seguir tendencias ni patrones cuando se
muestran en orden cronolégico (Minitab 2019, Vindas et al., 2019). En este
caso, se observa (Figura 18 d) que los residuos parecen estar ubicados
aleatoriamente alrededor de la linea central y no hay evidencia de que los

residuos no sean independientes.
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Figura 18. Graficas de residuos para ANOVA de un solo factor en muestras
de salchichén criollo. (a): Grafica de probabilidad normal (b) vs. ajustes (c)
Histograma (d) vs. Orden

Fuente: elaboracion propia, mediante Minitab, 2018.

Por otro lado, se lievo a cabo la misma prueba de comparacién en el
caso de la muestra de chicharrén de carne. Esto con el fin de asegurar que los
dos productos analizados en este estudio no presenten diferencias

significativas en los dos métodos analizados.

Se inicid con el contraste F para la comparacién de las desviaciones
estandar de los dos conjuntos de datos, obtenidos mediante los dos métodos,
Cl y UV. Rn este caso se hace el contraste de dos colas, ya que se prueba si
las desviaciones estandar difieren en su precision (Miller y Miller, 2002). Se
toma como hipétesis nula (Ho) que los dos métodos tienen varianzas iguales
(Ho: 81 = 82), como se observa en el Cuadro 8 (y en el Cuadro 19, ubicado en

el apéndice), el valor critico de F para dos colas (Fo = 4.026), es menor que el
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F obtenido de 4.818. Por lo tanto, la Ho se rechaza y se asume que las

varianzas no son iguales en esta prueba.

Asimismo, se llevé a cabo una comparacion de medias experimentales,
con los resultados obtenidos de los dos métodos para la obtencion de nitrito
de sodio, mediante C! y mediante UV. En esta se tomd como hipdtesis nula
(Ho) que los dos meétodos proporcionan el mismo resultado asumiendo
varianzas desiguales (Ho: y1= p2). De acuerdo con el Cuadro 8 (y en el Cuadro
20, ubicado en el apéndice), el valor critico de t para dos colas (t13=2.16), es
mayor que el t obtenido de 1.9645, ademas, el valor p (0.065) es mayor que el
nivel de significancia (a = 0.05). Por lo tanto, la Hono se rechaza (Miller y Miller,
2002; Minitab, 2019).

Lo anterior indica que no existe diferencia significativa entre los
resultados proporcionados por ambos métodos. Por este motivo, el método
desarrollado en este estudio proporciona resultados fidedignos, al igual que el

método oficial.

Cuadro 8. Resumen de pruebas hechas para la comparacion de los métodos
analiticos en muestras de chicharrdon de carne

Valor F Valor critico F
Prueba F{! 4.818 4.026

Valor t Valor critico t (dos colas)
Prueba t@ 1.9645 2.160

(1) Prusba F para varianzas de dos muestras de salchichén criolio. (2) Prueba t para dos muestras de

salchichon criollo suponiendo varianzas iguales

Fuente: elaboracién propia.

Por ultimo, se hizo un anélisis de varianza de un factor (ANOVA), el cual
se utilizé para contrastar si el contenido de nitrito de sodio en [a muestra de

chicharrén de carne, presenta diferencias significativas al analizarse mediante
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Cly mediante UV. Se tomé como hipétesis nula (Ho) que las medias obtenidas

por ambos métodos no presentan diferencia significativa (Ho: p1= ).

En el Cuadro 9, se observa que el valor p obtenido en el ANQOVA (0.065),
es mayor que el nivel de significancia (a = 0.05), por lo tanto, no se rechaza la
hipétesis nula de que las medias de poblacion son iguales. Es decir, que las
medias obtenidas por ambos métodos de analisis no presentan diferencias
significativas. Por ende, el método desarrollado obtiene datos fidedignos, al

igual que los que obtiene el método oficial.

Cuadro 9. Andlisis de varianza de un factor para la comparacion de muestras
de chicharron de carne

GL SCSec
Fuente m @ SCA.® MCAj.® Valor F Valor p
Métodos 1 10.89 10.89 10.885 3.87 0.065
Error 18 50.63 50.63 2.813
Total 19 61.52

(1): Grados de libertad. (2): Suma de cuadrados. (3): Suma de cuadrados ajustado. (4): Media de cuadrados

ajustado

Fuente: elaboracidn propia, mediante Minitab 2018.

En relacién con los valores obtenidos en el analisis, se observa en la
Figura 19 a, los valores individuales para cada muestra, lo cual permite
comparar los resultados obtenidos mediante los dos métodos (Cl y UV). En
este caso se nota que existe mayor dispersién en los datos obtenidos mediante
Cl, sin embargo, no se observan datos asimétricos. En el caso de Cl se
presentan los dos primeros datos (de abajo hacia arriba) que se encuentran
un poco separados de los demas, no sin embargo, no se consideran atipicos,
por lo gque se puede mencionar que siguen una distribuciéon normal. En la

Figura 19 b, se observa que la media obtenida por el método UV fue mas baja
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que la obtenida mediante ClI, no obstante, no hay diferencia significativa entre

las mismas.

Concentrac n
&
Concentrac -n

@ Método B o Método

Figura 19. Valores de concentracién (ppm) de la muestra de chicharrdn de
carne (a), Grafica de valores individuales (b). Grafica de intervalos

Fuente: elaboracion propia, mediante Minitab 2018.

En cuanto a los residuos para ANOVA de un solo factor, se elaboraron
cuatro graficas para observar el comportamiento de estos (Figura 20). En
Figura 20 a se muestra el grafico de probabilidad normal, en este caso los
residuos se encuentran alrededor de la linea recta, se observan dos datos que
se mantienen lejos de los demas. Sin embargo, no se consideran atipicos
debido a que estan cercanos a la linea recta, por lo tanto, no hay evidencia de

no normalidad.

En cuanto a la gréfica de residuo vs. ajustes (Figura 20 b), se observa
gue los puntos se ubican de manera aleatoria, a ambos lados del cero, también
dos datos que se encuentran alejados del resto. Sin embargo, no se
consideran atipicos, los residuos se distribuyen aleatoriamente y tienen una
varianza constante (Minitab, 2019). Para la gréfica de residuos vs. orden

(Figura 20 d), se observa que los residuos parecen estar ubicados de manera
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aleatoria alrededor de la linea central y no hay evidencia de que los residuos

no sean independientes.
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Figura 20. Gréficas de residuos para ANOVA de un solo factor. (a): Grafica
de probabilidad normal (b) vs. ajustes (c) Histograma (d) vs. Orden

Fuente: elaboracién propia, mediante Minitab, 2018,

4.5. Analisis de costos de la metodologia

Se establecieron los costos de los reactivos utilizados en la
determinacion del nitrito de sodio (NaNOz), mediante cromatografia de iones
(Cl) y a través del método estandar de espectroscopia ultravioleta visible (UV).
En el Cuadro 10 se muestran los costos que se requieren para llevar a cabo la
determinacién de NaNO:z por el método propuesto Cl y en el Cuadro 11, se

muestran los costos requeridos mediante el método UV.
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Cuadro 10. Andlisis de costos, costos requeridos para el analisis de nitrito de
sodio mediante cromatografia de iones

Reactivo Cantidad requerida Costo (colones)
Cl D {por Cl (por Cl (por Ci (por
muestra) determinacién! muestra) determinacion)
z))
Patron
Nitrito de sodio 0.025¢g 0.025 g 1028.45 1028.45
{(NaNO2)
Fase movil
Carbonato de 0.0057 g 0.0838 g 3.85 6.34
sodio {Na:COs)
Bicarbonato de 0.014 ¢ 0.023 ¢ 0.64 1.05
sodio
(NaHCOs3)
Agua 483 mL 581 mL 202.21 253.73
desionizada
(para patrones
y fase mévil)
Agua 540 mL 5400 mL 236.99 2318.38
desionizada
(por muestra)
Total 147214 3607.95

(1) CI: cromatografia de iones ©@. Considerando 10 determinaciones

Fuente: elaboracién propia.
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En el Cuadro 10, se observa que el método propuesto requiere de
reactivos para la elaboracion de la fase mévil, los cuales no se contemplan en
el método estandar. No obstante, en el método propuesto no se necesitan los
reactivos para la generacion del compuesto azoico coloreado (sulfanilamida y
reactivo de NED).

Se puede observar que los costos (considerando diez determinaciones)
son mayores para los reactivos generadores de color (Cuadro 11) el cual es
de ¢3775.15, mientras gue el costo de los reactivos para la elaboracion de la
fase moévil es de €1035.83 (Cuadro 10). Esto implica un ahorro del 73 % en
los costos de los reactives, si la determinacién se hace por cromatografia de
iones.

Cuadro 11. Anélisis de costos, costos requeridos para el andlisis de nitrito de
sodio mediante espectroscopia ultravioleta-visible

Reactivo Cantidad requerida Costo (colones)
UV O (por UV (por UV(por UV (por
muestira) determinacién' muestra) determinacion)
2))
Patron
Nitrito de sodio 0.025 g 0.025¢g 1028.45 1028.45
(NaNOs2)
Color
Sulfanilamida 0.1333 g 0.2834 g 30.29 64.38
Reactivo de 0.0533 g 0.1134 g 171.66 364.88
NED
Acido acético 40 mL 85 M| 1090.56 2317.45

Agua destilada 575 mL 575 Mi 368.40 368.40
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Reactivo Cantidad requerida Costo {colones)
{para patrones
y fase movil)
Agua 540 mL 5400 M 345.97 3459.73
destilada(por
muestra)

Total 3035.33 7603.29

() UV: Espectroscopia ultravioleta-visible ), Considerando 10

determinaciones

Fuente: elaboracion propia.

En la Figura 21 se observa la diferencia entre los costos de ambos
métodos, considerando el costo por muestra, se determina que para el método
propuesto (Cuadro 10) el valor es de €1472.14 y para el método estandar
(Cuadro 11) es de €£3607.95. Esto representa un ahorro del 59.20 % si la
determinacion se hace mediante cromatografia de iones. En caso de
considerar diez determinaciones, el costo de estas para el método propuesto
es de #3607.95 y mediante el método estandar el costo es de ¢7603.29, por
lo que se denota un ahorro del 60.08 %
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Figura 21. Comparacion de costos de los metodos Cly UV
Fuente: elaboracién propia.

Es importante tomar en cuenta que en un laboratorio no se analiza una
sola muestra, ni solamente las diez determinaciones tomadas en cuenta en
este cuadro, sino una gran cantidad de determinaciones cada dia, lo cual
ocasiona un mayor gasto de reactivos. Por lo tanto, para un laboratorio que
cuente con estos dos equipos; es decir un espectrofotdmetro ultravioleta-
visible y un cromatografo de iones, el método de Cl parece ser una mejor
opcidbn para una empresa que lleve a cabo una gran cantidad de

determinaciones al dia.

Ademas, cabe mencionar que el nitrito es un ion que se debe medir lo
mas rapido posible, debido a que este se oxida a nitrato al pasar el tiempo
(Thermo Scientific, 2013; Vindas, et al., 2019). No obstante, mediante Ci el ion
nitrito tiene una mejor estabilidad que por medio de UV. Esto se debe a que
en el método de UV el nitrito de sodio se encuentra acoplado a la sulfanilamida

y el reactivo de NED en condiciones acidas, lo que genera un compuesto
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azoico coloreado (Ruiter y Scherpenisse, 2011; Aydin, 2013), el cual no es
estable por mas de dos horas (Vargas, 1996). Por otro lado, por medio de
cromatografia de iones se puede analizar una muestra hasta seis horas
después de preparada y se obtienen resultados aceptables, de acuerdo con

este estudio.

Aunado ai beneficio econdmico, con respecto a los reactivos utilizados,
es importante destacar que, si se usa el método por cromatografia de iones
desarrollado en este estudio, se dejaria de usar los reactivos generadores de
color del método oficial. Ademas de la sulfanilamida y el reactivo de NED, los

cuales son toxicos y exponen la salud de los analistas en alta medida.



85

Capitulo V. Conclusiones y recomendaciones

5.1. Conclusiones

» Los resultados obtenidos para la validacién del método de analisis
de nitrito de sodio, usando cromatografia de iones, demuestran que
cumplen con todos los parametros de desempefio descritos en
ECAMCPQO01 Politica de validacion de métodos y ECAMCPO01G01
Guia para la validacion de métodos (2014).

s El estudio estadistico comparativo entre el método desarrollado y el
método oficial para cuantificar nitrito de sodio, demuestra que no hay
diferencia significativa entre ambos. Esto indica que el método
desarroliado aporia resultados igual de fidedignos y confiables que

el método oficial.

e Con respecto al muestreo de salchichén criollo, los resultados
indican que la mayoria cumplié con la norma vigente; sin embargo,
existe un porcentaje (50.8 %) de muestras que contienen cantidades
menores a 50.00 ppm. Esto evidencia una cantidad insuficiente de
nitrito de sodio, lo que puede propiciar el crecimiento de

microorganismos patégenos.

+ Se evidencio que hay cantidades de nitrito de sodio cuantificables y
detectables en las muestras de chicharrén de carne. Esto significa
que el producto se encuentra adulterado con este preservante,
debido a que no es un producto al cual se le regule el uso del nitrito

de sodio.

» El estudio de costos de reactivos revela que existe un ahorro del
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59.2 %, si se hace una determinacion de nitritc de sodio por
cromatografia de iones. Esta cifra de ahorro aumenta en un 60.1 %
al considerar diez determinaciones, lo cual indica que el método
desarrollado podria ser una mejor opcién en una empresa en la que
se haga el analisis de nitrito de sodio diariamente. Adicional al ahorro
en reactivos, que representa el uso de esta técnica, se dejaria de
usar los reactivos generadores de color (sulfanilamida y reactivo de

NED) los cuales presentan alta toxicidad.

5.2. Recomendaciones

o Es recomendable llevar a cabo un estudio microbioldgico en las
muestras de salchichén criollo en las que se obtuvieron cantidades
menores a 50.00 ppm de nitrito de sodio. Esto para determinar

existencia o proliferacion de microorganismos patdgenos.

+ Se aconseja ampliar el estudio en otras zonas del pais, para que se
obtengan mas datos sobre la cantidad de nitrito de sodio agregada
en el salchichdn criolio. De esta manera, se podra obtener un

panorama nacional en cuanto a este producto.

s El método no es robusto en ciertos parametros (temperatura y
tiempo de digestion), por lo tanto, si este se replica en otro estudio,

no se recomienda cambiar estos parametros de la metodologia.

+ Debido a que algunas muestras (5} superaron el limite maximo de
nitrito de sodio, se recomienda a los entes reguladores, tanto al
Ministerio de Salud y a SENASA (Servicio Nacional de Salud
Animal), que se monitoreen las muestras producidas por pequefas
embutidoras. Esto para que se tenga el debido control de los

embutidos que se consumen en el pais.
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Es recomendable que los entes reguladores (Ministerio de Salud y
SENASA), presten la atencidén a los productos como el chicharrén
de came que son adulterados con nitrito de sodio y que no se
encuentran regulados por ninguna normativa en el pais. Esto se
debe a que el nitrito de sodio es un preservante que requiere el
manejo de personal capacitado, porque este puede resuitar
peligroso para el consumo si no se agrega en las cantidades

adecuadas.

Es importante que los entes reguladores (Ministerio de Salud y
SENASA) tomen medidas en cuanto a la venta de la sal de cura, ya
gue esta es de venta libre y cualquier persona sin ningun tipo de

permiso o capacitacion puede adquiriria.
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Cuadro 12. Resullados de la prueba de homocedasticidad

Estdndar  Concentracion {mg/L) Area  Promedio Desviacién Estandar _ Varianza
1A 0.0692
1B 1 0.0704  0.0700 0.0007 0.0000003
1C 0.0704
2A 0.1418
2B 2 0139  0.1400 0.0016 0.00000186
2C (.1382
3A 0.2117
B 3 0.207  0.2092 0.0024 0.0000037
3C 0.2089
4A 0.2852
4B 4 0.28 0.2815 0.0032 0.0000069
4C 0.2793
5A 0.3613
5B 5 (0.3474 0.3516 0.0084 0.0000473
5C 0.3461
6A 0.4314
6B 6 0.4171  0.4216 0.0085 0.0000485
6C 0.4162
7A 0.4993
7B 7 0.486  0.4927 0.0067 0.0000295
7C 0.4928
Maxima Varianza 0.00005 G calculado 0.35
Sumatoria Varianza 0.00014 G tedrico 0.8534

Conclusion

No se rechaza la hipéiesis nula,
es decir, las varianzas son

iguales.

Fuente: elaboracidn propia.
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Andlisis Resultado Diferenci Criterio
Valor de la condicion Promedio Promedio a Az 2s
Factor de la variable 3 4 56 7 8 X y
66.72 53.24 13.48 Afecta
Temperatura
digestion A 100°C a B0°C A Aaa a a
30.92 23.91 7.01 Afecta
Tiempo digestion B2hb1h B Bbb b b
Tiempo de 33.15 35.41 -2.26 No
centrifugado D 30 min,d 10 min D Ddd d d afecta
Temperatura del 61.06 66.20 -5.14 No
detector F 35°C, f 20°C F F f f f f afecta
Resuitado de
Factor mediciones u v W X y =z
A= 2 s
A= 0.071
Criterio

Si diferencia es mayor o igual a V2 s, el factor afecta el método.
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Cuadro 14. Contenido de nitrito de sodio en salchichon crioflo en los
canfones muestreados

Cédigo Carniceria

Promedio nitrito de

Cadigo Carniceria

Promedio nitrito de

sodio (ppm) sodio (ppm)
GR-DMN-01 10.08 ® NA-DMN-01 11489+ 0.3
GR-DMN-02 27.05 +0.07 NA-DMN-02 ND @
GR-DMN-03 52901 NA-DMN-03 491 £ 01
GR-DMN-04 34.97 £ 0.09 NA-DMN-04 68.7 = 0.2
GR-DMN-05 129.6 + 0.3@ NA-DMN-05 84.7 £0.2
GR-DMN-06 109.4 £ 0.3 NA-DMN-06 98.5 £0.2
GR-DMN-07 20.68 + 0.07 NA-DMN-07 0.65 ™
GR-DMN-08 23.63+0.07 NA-DMN-08 0.45 (0
GR-DMN-10 55.3 + 0.1 NA-DMN-09 0.92 @
GR-DMN-11 123.0£0.3 NA-DMN-10 ND @
GR-DMN-12 86.9 £ 0.2 SR-DMN-01 125.5 £ 0.3@
GR-DMN-13 39.6 + 0.1 SR-DMN-02 ND @
GR-DMN-14 151.3 £ 0.4%) SR-DMN-03 1125+ 0.3
GR-DMN-15 452 £ 0.1 SR-DMN-04 99.8+0.2
GR-DMN-17 13.44 £ 0.05 SR-DMN-05 52.4+0.1
GR-DMN-18 9.46 + 0.05 SR-DMN-06 98.3+0.2
GR-DMN-19 92.0+£0.2 SR-DMN-07 1.67 0
GR-DMN-20 15.82 +0.05 SR-DMN-08 60.5+0.2
GR-DMN-21 22.69 = 0.07 SR-DMN-09 113.7 0.3
SAR-DMN-01 40.1 £ 0.1 SR-DMN-10 0.61 ™
SAR-DMN-02 923 +0.04 SR-DMN-11 93402
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Cadigo Carniceria

Promedio nitrito de

Caodigo Carniceria

Promedio nitrito de

sodio (ppm) sodio (ppm)
SAR-DMN-03 " 424101 SR.DMN-12 ND ©
SAR-DMN-04 204.1 + 0.5@ PA-DMN-01 78902
SAR-DMN-05 ND @ PA-DMN-02 44.8 + 0.1
SAR-DMN-06 121.9+0.3 PA-DMN-03 96.7 £ 0.2
SAR-DMN-07 ND @ PA-DMN-04 106.6 £0.3
SAR-DMN-08 1.70M PA-DMN-05 108.1 £ 0.3
SAR-DMN-09 34.64 = 0.09 PA-DMN-06 42.7 £ 0.1
SAR-DMN-10 1005 =+=0.2 PA-DMN-07 98.1 502
PA-DMN-08 101.3+0.2

(1) El dato es un aproximado, debido a que la sefial obtenida no fue
cuantificable dentro de la curva de calibracién, sin embargo, fue

detectablie.

) Concentracién superior a la norma.

3

No detectable.

Fuente: elaboracion propia.

Cuadro 15. Resumen de la cantidad de carnicerias que cumplen y no
cumplen la normativa, ademds de las que tienen cantidades menores y
mayores a 50.00 ppm

Cantén Cumplen No cumplen Cantidades Cantidades

normativa normativa menores a mayores a

50.00 ppm 50.00 ppm
Grecia 17 2 11 8
Sarchi 9 1 7 3
Naranjo 10 0 6 4
San Ramon 11 1 4 8
Palmaras 8 0 2 6

Fuente: elaboracion propia.
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Cuadro 16. Contenido de nitrito de sodio en chicharrén de carne en el cantén
de Grecia, Sarchi, Naranjo, San Ramodn y Palmares

Cddigo Carniceria

Promedio nitrito de sodio (ppm)

GR-DMN-13
GR-DMN-16
GR-DMN-20
GR-DMN-21
GR-DMN-22
SAR-DMN-01
SAR-DMN-08
NA-DMN-11
SH-DMN-01
SR-DMN-Q7
PA-DMN-03
PA-DMN-05
PA-DMN-06
PA-DMN-07

PA-DMN-09

54.8 +0.1
ND
ND

6.9+ 0.1

24.7 £ 0.2
ND
ND

24.9+02
ND
ND

7.9+0.1
7.7+01

9.1 +£0.1

3.8+ 0.1

29+0.1

M ND: No detectable

Fuente: slaboracidn propia.

Cuadro 17. Prueba F para varianzas de dos muestras de salchichén criollo

Variable 1 Variable 2
Media 37.7921 39.5927
Varianza 0.3479 33.5497
Observaciones 10 10
Grados de libertad 9 9
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Variable 1 Variable 2

F 0.010
Valor critico para F (dos 4.026

colas)

Fuente: elaboracién propia.

Cuadro 18. Prueba t para dos muestras de salchichdn criollo suponiendo
varianzas iguales

Concentracion {ppm) Concentracion {ppm)
Media 37.7921 39,5937
Varianza 0.3479 33.5497
Observaciones 10 10
Varianza agrupada 16.85
Diferencia hipotética de las
medias 0
Grados de libertad 18
Estadistico t -0.9785
P{T<=t} una cola 0.17040
Valor critico de t (una cola) 1.73406
P(T<=t) dos colas 0.34079
Valor critico de t (dos
colas) 2.10092

Fuente: elaboracién propia.

Cuadro 19. Prueba F para varianzas de dos muestras de chicharrén de carne

Variable 1 Variable 2
Media 10.6227 9.1472
Varianza 4.6586 0.9669
Observaciones 10 10
Grados de libertad 9 ]
F 4.818

Valor critico para F (dos 4.026

colas)




Fuente; elaboracién propia.

94

Cuadro 20. Prueba t para dos muestras de chicharron de carne, suponiendo

varianzas desiguales

Variable 1 Variable 2
Media 10.6226 9.1472
Varianza 4.6586 0.9669
Observaciones 10 10
Diferencia hipotética de 0
las medias
Grados de libertad 13
Estadistico t 1.9672
P(T<=t) una cola 0.0354
Valor critico de t {una 1.7709
cola)
P(T<=t) dos colas 0.0708
Valor critico de t (dos 2.1603

colas)

Fuente: elaboracién propia.
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Apéndice 2.

Célculo de incertidumbre.

De acuerdo con formato elaborado en Microsoft Excel, elaboracion

propia.
Forrato para b estimacion de Ia icertidunbre del método de andisis para b determmacion de nitrto de sodio Co;ag:;i;ﬂ;ﬂw
porCromalogfa de s Fecha de Aprobacign; W .
MAYO 2019 Rige a partir de: JUNIG 2019
Fesis Britido por: Priscilla Rojas Alvarado
Aprobado por: Laura Vindas A
1 Datos de la concentracitn de I disolucion madre Datos de In comcentracidn de la disolucita de trabajo
Masa wedida (g) Bakinmi Pipeta mt Bakén i FD
0025 50 10 100 0l
Datos de I concentraciin de Ios patrones de la curva de calibracidn
Patrdn | | ppm
Pattén 2 2ppna
Pateén 3 3 ppr
Putrind 4ppm ]
Patrén 3 3 ppm
Patrdn 6 Gppm
Patrin 7 7

Componentes de la Tncertidumbre
| Tncertiumbre asociada a 1a preparaciin de Ia dsolueisn madre (54 pom)
Balonza
Tokranei (o} | 5T75E05 B Repetiidad (¢ i 0,002
i Balana | 000024
Baldn 50.00 m!
Baion30m) | Tokracia | 0.02041 U Repethilidad 001 | Temperanma | 001819
1 Baldn 50 ik 002911
Tncertidumbre estdndar combinada de ln concentracion de la madre
(yMasa Muestray!
Masa Muestra ) (.00007
uBion 50 ml.
( V Balén ) 0.00000034
umatre= Cumadex j{uMﬁSﬂ Muestra)z (ﬁgak‘m 5,0 m[,)z
MasaMuestra VBalén 4150

ul'n expandids =2 X pln st

8.34699
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[ Tncertidumbre asociada a b preparacidn de la disofucion de trabajo (50 pprm) il
Pipeta 10,09 m0 ]
Pipeta l0mi | Tokrmc | 100816 | Repeiided ] o 0004 | Temperabwa | 0.00364
o Pipeta 10 il [ 000
Balin 100.00mi
Babpn 100mi | Tobrancia | 0.04082 | Repetbikdad AL | Tempematn | 0.03637
St T e
Incertidumbre esténdar combivada de I concentraciin de In diselucidn de trabajo
(uPipem 10 mt)‘
V Pipeta £.0000010 1
Balon S0ml. ‘ o
V Balém 00000003
Pigein 10mi\’  fuBlin 100 N
Cn dshn trabafo = Cn dshn trabajo Xﬂu gaepipmm ) (ﬁ al«’;aldn r )
005630
1Cr expandic =2 % uln st 01120
Trcertidumbre asociada a la preparaci6n de los patrones (misma para todos)
Pipeta grad, 5.0 mi
PipetaSml | Tokunca | 00y | Repdlid | Terpersiura | 000182
'  uPpeta 10 ' ' 002012
Bolin 25,001
Babbn 25mi | Tokranca | GOMY | Repefviiiad Terperatra | 000908
11 Bakin 50 nl 002733
Tncertidumbre estiindar combinade de I concentracion de Ia disolueidn de trabajo
([iPipE[ﬂ 5 ﬂ
V Pipeta 0.0000040
(m&mzsm)z
B V Baldn 000000067
P wndshnirabajo :
Cndsin trabajo
{.00000307
[ .
e’ fBakin2sml)’ | fuCndshn trabujo
Kl putrin = "“”"“"Ji ¥ Pipeta ) +( VBalén ) ’L( Cndsin trabajo 00046
pln expandida =7 X pln st l 004852
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Nimn dermes | 5 G B | SN oMan | 000051
Nitnios (ppm)
| 05 | 9593636918 | Promedio Nickos ppm| 9924968227
) 05 | RSG5 \necicibnestindar SE55TI 14
Procedi s 0349
Incertidmshre asociada a ka nuestra
Extindar combinadg a purtir de datos obtenidos en la regresidn lneal
8, = Error tpico, 0:001276559
= Pendiente 0.06%4
1= Nilrrero de patrones. 7
i = Ama pm]mdig‘ 03449
(-7 £,000432250000000
%= Concentracibn de cada patrén,
i = Corcentracién promedic. [
Z(Ii' iy
i
S
X0 002541
Balowy
Tokracia () | 57735E-05 | Repelibiidad (5) | 0.0002
i Balanea | (:00021
Balon 500.00 mi
Balgn 500l | Tokrancia | 008165 1 Repethiidad 005 | Tempestra | 018187
' 4 Balkin S0l ' ' 020553
Pipeta
Pipeta 25 mi | Tokrarcia | 001225 | Reperbilidad 0008 | Tenpentus | 000182
uPipeia 25 nl o 001474
Balon
Balon S0l | Tokranci_| 0082 | Repetbiidad 001 | Temperta | 001819
uBaltn 50 il 004380
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Incertiduimbre estdudar combinada de ke concentracion de fn madre

(uMasaMuestm)i
Masa Muestra 0.00000000662
uBalon 500mL\
V Balon L0007
Pipetaml, ’
¥ Pigeta Q00000035
(,uBalén 5) mL)2
V Baitn
0.00000084
pin (Sx0} ‘
ey
B.00000007
nbesntusa? (ipansinni ZL(}(PIpemmL\z (et (MI
HCrmuestra = CRAResiTa X | Hasa i ( ¥ Balin ) Vg ) i ) T\ )
0.11882
uCn expandida =2 % uCn st (23665
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