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RESUMEN

Este proyecto de titulacion tiene como finalidad la evaluacion de preservantes
naturales, para incrementar el tiempo de vida util de analogos proteicos
elaborados en forma de hamburguesas de quinua, motivo por el cual se
determinaron las caracteristicas quimicas y cantidades minimas inhibitorias del
acido ascorbico y aceite esencial de romero y jengibre. El objetivo recae en
determinar la aplicabilidad de dichos preservantes para inhibir el crecimiento
microbiano y por ende alargar el tiempo de vida en percha hasta los 45 dias. Es
por esto que se ha propuesto desarrollar en primer lugar la formulacién de los
analogos proteicos en forma de hamburguesa de quinua con un proceso
estandarizado y cumpliento con todas las normas de inocuidad y buenas
practicas de manufactura. Posterior a esto se realizd las investigaciones
pertinentes a cada preservante natural, con el fin de evaluar mediante un
disefio experimental la mejor formulacién que logre incrementar el tiempo de
vida util de dichos productos en sistemas de frio con método de empacado al
vacio. Como resultado se obtuvo la mejor formulacion del preservante natural,
capaz de inhibir el crecimiento de las bacterias Staphilococus aureus, Escheria
coli y Coliformes asi como de Ergosterol y Fumonisina responsables del
deterioro del producto, las evaluaciones pertinentes a este estudio fueron
realizadas con analisis microbiolégicos independientes. Finalmente se logro
determinar un incremento en los dias de vida util hasta 45 dias, cumpliendo
con el objetivo de alargar su estimado preliminar de 15 dias, evidenciando los
efectos del preservante natural aplicado. El beneficio econdmico de esta
investigacion recae en reducir gastos y pérdidas econdémicas producidas por el
limitado tiempo de estabilidad y tiempo apto de consumo de este tipo de

productos en la industria alimentaria.
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ABSTRACT

This graduation project aims the evaluation of natural preservatives to increase
the shelf life of protein analogs produced as quinoa burgers, why the chemical
characteristics and minimum inhibitory amounts of ascorbic acid and essential
oil were determined rosemary and ginger. The objective lies in determining the
applicability of such preservatives to inhibit microbial growth and thereby
extending the lifetime on hanger to 45 days. That's why it is proposed firstly to
develop the formulation of the protein analog as quinoa burger with a
standardized process and such compliance with all safety standards and good
manufacturing practices process. Following this, the appropriate investigations
carried out every natural preservative, in order to be evaluated by an
experimental design that achieves the best formulation to increase the shelf life
of these products in cold systems with vacuum packing method. As a result the
best formulation of natural preservative, capable of inhibiting the growth of
bacteria Staphylococcus aureus, Escheria coli, coliforms and Ergosterol with
Fumonisina responsible for the deterioration of the product was obtained
relevant evaluations in this study were performed with independent
microbiological analysis. Finally it was determined an increase in the days of life
up to 45 days, fulfilling the objective of extending its preliminary estimate of 15
days, demonstrating the effects of applied natural preservative. The economic
benefits of this research lies in reducing costs and economic losses caused by
the limited time stability and suitable for consumption of such products in the
food industry time.
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INTRODUCCION
Antecedentes

Actualmente las nuevas tendencias alimentarias inducen al ser humano a
consumir dietas funcionales que mejoren su estilo de vida (Forwest, 2014).
Existe un segmento de la poblacion que ha direccionado su alimentacién al
consumo de analogos proteicos, estos aducen abstenerse de ingerir carne por
consideraciones de la salud, otros segmentos lo hacen por preocupacion por
el medio ambiente, razones éticas, o por motivos de indole religiosa (lvest,
2014). El andlogo carnico también llamado sustituto de carne o analogo
proteico, busca aproximarse a ciertas cualidades estéticas y/o caracteristicas
quimicas y bioquimicas de aquellos tipos especificos de carne (Strabenn,
2013). Algunos sustitutos de carne mas recientes incluyen en su formulacion a
la proteina vegetal texturizada, la cual es un ingrediente seco derivado de la

soja hecho a base de micoproteinas (Ketzel, 2008).

La ventaja del consumo de analogos proteicos radica en su composicion
nutricional pues sus grasas son mayormente insaturadas, aportan altas
cantidades de energia y fibra, asi como un alto contenido de macro y
micronutrientes, una de las caracteristicas que se denotan en la linea de venta
de estos productos es que se hallan exentos del efecto cancerigeno de la carne
(Pamplona, 1995). Los analogos proteicos se han desarrollado a base de
exigencias nutricionales, asi mismo se apegan a directrices que incluyen

ingredientes con alto contenido proteico y energético (Pamplona, 1995).

En el ano 2013 la quinua fue denominada como “Alimento del afo” porque
puede desempefiar un papel importante en la erradicacion de la desnutricion y

la pobreza (Da Silva, 2013). El merecimiento de este importante titulo incurre
en gue la quinua posee un alto valor biolégico y nutricional que se compara o
supera a muchos alimentos de origen animal como la carne, leche o huevos.
Varios estudios demostraron que su composicién nutricional es comparable a la

leche materna (Mufioz, 2000). Las investigaciones en cuanto al desarrollo de



analogos proteicos, incluyeron con respaldo cientifico a la quinua, como
ingrediente esencial para la formulaciéon y enriquecimiento nutricional de esta

gama de productos. (Mufioz, 2013).

Actualmente el proceso de conservacion de alimentos y el incremento de vida
atil, conforman ejes tematicos claves para el desarrollo de productos, dichos
ejes estan destinados a cumplirse a nivel mundial y en la soberania Alimentaria
Ecuatoriana (Marz, 2000). Los consumidores han generado una demanda
creciente por alimentos sin preservantes artificiales (Begin, Calsteren V, 1999)
y estan en busqueda de alimentos que posean un alto rango de vida til con la
adicion de preservantes naturales que ademas, aporten factores de fortificacion
y enriquecimiento nutricional (Morales, 2011). En este contexto, a escala
mundial, la industria se enfrenta cada vez mas, con numerosos retos
(Leguerinel y Mafart), dando prioridad al desarrollo de productos alimenticios
minimamente procesados con elevado valor nutritivo y alta calidad

organoléptica (Valero, 2000).

Las investigaciones en el disefio y desarrollo de productos han justificado
reemplazar los preservantes artificiales por los naturales en las nuevas
formulaciones de alimentos funcionales. Las causas principales de los cambios
se deben a problemas en la salud de los consumidores, calidad del producto y
composicién nutricional (Montoya, 2014). Estudios recientes evidencian al
acido ascérbico y sus derivados como un tipo de conservante natural 6ptimo
para incrementar el tiempo de vida de productos de base proteica (Nufez,
2011). El acido ascorbico también llamado vitamina C, es un acido hidrosoluble
derivado del proceso metabdlico de la glucosa (Valdéz, 2006) el cual cumple
con funciones antioxidantes y es altamente aplicado en la conservacion de
alimentos (Rico, 2007). El acido ascorbico asi como sus sales y ésteres son
agentes conservadores muy investigados y aplicados en la industria alimentaria
(Pérez y Martinez, 2007).



Alcance

El alcance esta enfocado a la industria alimentaria, dado por el aporte
investigativo de preservantes naturales efectivos para la conservacion de
andlogos proteicos. El alcance recae también en los consumidores de
alimentos funcionales del Ecuador, asi como al segmento vegetariano el cual

busca reducir el consumo de carne.

La investigacion se direcciona en beneficio de la planta de procesamiento
“Manna” ubicada en la provincia de Pichincha, ciudad de Quito, parroquia
Puembo propiedad del Ingeniero Cristian Alban, persona con la cual se ha
hecho una alianza Universidad — Industria para la realizacion de éste proyecto.
Esta planta produce analogos proteicos a base de quinua con un tiempo de
vida util muy limitado (15 dias), siendo inestables a las condiciones de
mantenimiento en sistemas de refrigeracion. Los productos de "Manna’ no
contienen preservantes quimicos pues éstos desvalorizan el concepto natural
del analogo, por esta razon se requiere aplicar la investigacion a sus lineas de

produccion, para asegurar la estabilidad, calidad y vida atil del producto.

La investigacion inicia con la formulacion del analogo proteico a base de quinua
y una vez obtenida, ésta serd sometida a tratamientos experimentales con
preservantes naturales previamente investigados, con el fin de poder evaluar el
impacto de los mismos en el tiempo de vida util. El proceso de evaluaciéon se
realizard bajo condiciones controladas de tiempo y temperatura en sistemas de

refrigeracion y empacado al vacio.

Justificacién

Hoy en dia la tendencia del consumo de alimentos reside en la busqueda de
productos funcionales que aporten cualidades benéficas al organismo asi como
alimentos minimamente procesados que faciliten la asimilacion de su contenido
nutricional (Crick, 2012). Los analogos proteicos de quinua que actualmente
son elaborados por las industrias alimentarias del Ecuador, tienen un tiempo de
vida util, sin la adicion de preservantes quimicos de 20 dias en sistemas



continuos de frio (Temperatura: 4°C), y de 15 dias en percha con sistema de
frio circulante (Temperatura: 6°C) dado por la variabilidad de las condiciones de
transporte y rotacion de producto (Alban, 2015). Este tiempo de vida util es
extremadamente corto para la industria alimentaria, por lo cual cadenas como
Supermaxi, El Espafiol, Camari, entre otros, exigen hoy en dia solucionar este
inconveniente extendiendo el periodo de dias de vida dutil, pues conlleva
pérdidas econdmicas tanto para el productor como para las cadenas de
distribucion. La solucion seria facil si se agregaran preservantes quimicos, el
problema radica en que dichas sustancias quimicas destruyen el contenido
nutricional asi como la bio-disponibilidad de macro y micro nutrientes del

producto, fundamentalmente se rompe el esquema funcional (Watson, 2011).

En base al andlisis de las necesidades alimenticias de los consumidores,
conjuntamente con la necesidad de la industria alimentaria (estabilidad y vida
atil de productos), y enfocada a la planta de produccion "Manna’”, es evidente la
oportunidad de crear una solucion que beneficie a todos los miembros de la
cadena productiva. La factibilidad de la investigacion se justifica directamente
en generar cambios positivos para los ecuatorianos desde el enfoque de la
salud hasta el alimenticio, asi como para la planta de produccién y las cadenas
de distribucion.

Objetivos

Objetivo general
Evaluar preservantes naturales para incrementar el tiempo de vida util de

analogos proteicos elaborados con quinua (Hamburguesas de quinua).

Objetivos especificos
e Crear un analogo proteico en forma de hamburguesa de quinua con

preservantes naturales.



Formular un preservante natural a base de &cido ascorbico, aceite
esencial de romero y jengibre, para inhibir la proliferacion de
microorganismos en hamburguesas de quinua.

Obtener por medio del preservante natural formulado, inhibicion
microbiolégica de las bacterias Staphilococus aureus, Escherichia coli y
Coliformes, en las hamburguesas de quinua hasta los 45 dias de

almacenamiento en sistema de frio.



1. MARCO TEORICO

1.1 Analogos proteicos

La investigacion y desarrollo de productos alcanza cada vez mejores
estandares de calidad y valor nutricional, el objetivo va mas alla del aporte
energeético, pues se busca facilitar; la forma en la cual el producto seré
consumido, el tipo de empaque, tiempo de vida util, target de consumo entre
otros. El producto ideal sera el que contenga en su formulacion elementos con
efectos funcionales, sea bajo en grasas y alto en proteinas, de aporte caldrico
optimo, bajo en sal o azlUcar pero con caracteristicas organolépticas
excepcionales, sin preservantes artificiales, de facil preparacion y optima

asimilacion (Sabate y Brown, 2005).

Los analogos proteicos surgen ante la oportunidad de satisfacer las
necesidades de los consumidores con alimentos funcionales, efectivamente
cumplen las caracteristicas del producto ideal siendo bajos en grasa, altos en
contenido proteico y energético, contienen bajas cantidades de sal o azlcar y
satisfacen el caracter organoléptico gracias al aporte de saborizantes de origen
vegetal. Son faciles de consumir pues son pre-cocidos, y esto se debe a que la
proteina vegetal requiere un pre-tratamiento de coccidén para poder conservar
sus propiedades fisicas, este tipo de productos son beneficiosos para todo tipo
de consumidores, desde nifios hasta ancianos. El término analogo proteico se
explica en que la mayoria de alimentos contienen diferentes porcentajes de
proteinas, y por lo general estas proteinas contienen los 20 diferentes
aminoacidos en distintas cantidades, los alimentos que contienen buenas
cantidades de los aminoéacidos esenciales se denominan alimentos de proteina
completa por tanto los analogos proteicos se adhieren a este concepto (Phyllis,
2000).

Las ventajas de consumir este tipo de productos residen en el beneficio
gastrointestinal en primer lugar, debido al alto contenido de fibra que mejora los

movimientos peristalticos y facilitan la digestion y absorcion de nutrientes asi



como el transito de las masas digeridas retenidas en las vellosidades. La
generacion de 6xido nitrico es otra de las ventajas de consumir este tipo de
productos, permitiendo asi una mejor recuperacidbn muscular después del
ejercicio, de igual manera promueve la perdida de grasas y es coadyuvante en

la satisfaccion del apetito (Moore, 2000).

Las dietas a base de analogos proteicos han demostrado ser coadyuvantes
benéficos para mejorar el sistema digestivo en pacientes con problemas
cancerigenos. Los consumidores de analogos proteicos son menos afectados
por el cancer de colon y padecen de menos problemas digestivos, ya que si se
compara estos alimentos con dietas de origen animal casi siempre los
embutidos y carnes comunes seran altos en grasa y bajos en fibra (Sanchez,
2005).

1.2 Problematica de conservantes artificiales vs naturales

La conservacion de alimentos es la tecnologia aplicada para alargar el tiempo
de vida util del producto sin alterar su sabor, calidad o inocuidad siendo uno de
los principales objetivos de la seguridad alimentaria. Los conservantes son
sustancias de origen natural o artificial que son utilizados para la preservacion
de alimentos ante la accion de microorganismos, el objetivo es impedir su
deterioro en un tiempo definido bajo condiciones de almacenamiento

especificas (Barbosa, Tapia y Cano, 2004).

Los conservantes poseen poder bactericida y bacteriostatico, y describen
especificaciones de dosis permitidas al producto en el cual serd utilizado. Los
preservantes artificiales no son admitidos universalmente y contienen
elementos de toxicidad incierta, dependiendo del tipo de sustancias
conformantes, tiempo de exposicién o la cantidad utilizada pueden provocar
efectos carcinogénicos asi como teratogénicos, y concebir trastornos

metabdlicos en los seres humanos. (Riera, Salcedo y Alegret, 2004)



La industria alimentaria enfrenta nuevos retos, entre ellos la busqueda del
conservante ideal que otorgue un amplio tiempo de vida util. El objetivo actual
es reemplazar conservantes quimicos o sintéticos por los de origen natural, las
razones refieren a que los clientes se niegan a consumir productos que
declaren el contenido de los mismos, las razones se expresan en que son
causantes de problemas en la salud y declaran sintomas alérgenos o

cancerigenos. (Castafo, Ciro y Zapata, 2010).

Los conservantes naturales han sido utilizados milenariamente, los mas
comunes y empleados en casi todas las formulaciones son la sal, aceites
esenciales, acidos como jugo de limén y antioxidantes naturales como la
vitamina C y el tocoferol. Las hierbas y especias también contienen efectos
conservantes sin embargo no existen estudios que validen las cantidades de

dosificaciéon en las cuales el efecto sera alcanzado.

Las principales causas de pérdida de la calidad y la inocuidad en las
formulaciones se debe a la oxidacion de lipidos que ademas alteran las
propiedades organolépticas, estas falencias en produccién de alimentos
también son consecuencia de la cadena de procesamiento, pues a mayor
manipulacion del producto, mayor es el riesgo de contaminacion y alteracion
del mismo. Las causas secundarias pero no menos importantes, seran las de
caracter microbiolégico, pues el desarrollo de bacterias, mohos y levaduras
destruyen la inocuidad del alimento (Pokorny, Ynishlieva y Gordon, 2001, pp.
1179 —1181).

1.3 Conservantes naturales aplicados en la industria alimentaria

Durante el tiempo invertido en investigaciones de conservantes naturales
efectivos contra el desarrollo de patdgenos, han surgido numerosas
alternativas naturales antimicrobianas para extender el tiempo de vida util de
los alimentos. Ademas de la inhibicién bacteriana, los conservantes naturales

pueden ser afiadidos como elementos fortificantes del producto.



El &cido ascérbico conocido como vitamina C ha demostrado su efectividad
como conservante alimentario. La exposicion al oxigeno, luz, metales y calor
impiden su efectividad por lo que es eficiente como estabilizante de la vida util,
siempre y cuando el producto pueda ser almacenado en un lugar frio y con

empaques no metalicos.

Varias investigaciones se han destinado al estudio de aceites esenciales ya
que confieren propiedades antimicrobianas excepcionales. Los componentes
antimicrobianos comprenden a los grupos fendlicos, terpenos e isoflavonoides.
Los aceites esenciales son muy efectivos contra bacterias Gram-positivas

como son Bacillus, E. coli y salmonella. (Soriano, 2007).

Existen investigaciones que demuestran que los aceites esenciales han
favorecido la conservacion de formulaciones proteicas y carnicas, ademas
atribuyen ventajas por ser faciles de aplicar y ser libres de microorganismos, a
medida que son dosificados reducen la oxidacion de lipidos especialmente si
son respaldados por el almacenamiento con temperaturas entre 2° y 4°C en
sistemas de refrigeracion. (Preedy, 2015). Ademas se demostré que los aceites
esenciales tienen un efecto letal sobre los microorganismos pues logran inhibir
bacterias, coliformes totales, mohos y levaduras. Es asi que el empleo de
aceites esenciales ha ganado interés gracias a sus propiedades antioxidantes,
antibacterianas y antifUngicas aumentando significativamente el tiempo de vida
util de productos (Sellar, 2003).

1.4 Acido ascorbico

La vitamina C (acido ascérbico) es un elemento esencial e indispensable en la
dieta del ser humano (Basabe, 2000, pp. 46-54.). Las propiedades del acido
ascorbico lo hacen atractivo para varias industrias entre ellas, la industria
cosmética ya que se lo usa como acidulante, por otra parte se encuentra la
industria alimentaria donde dicho acido se dosifica como principal antioxidante

y por ultimo esta la industria farmacéutica donde es considerado como fuente
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de vitamina C. Es en la industria alimentaria donde el acido ascorbico se
destaca por propiedades tales como extender los lineamientos funcionales de
las proteinas, asi como mantener la consistencia de geles. (Nakai y Molder,
2000).

1.4.1 Propiedades fisicas

Como menciona Lorenzo, Moreno y Lizasoain (2008), el &cido ascorbico es una
cetolactona de 6 carbonos que posee una relacion estructural con la glucosa.
Se desnaturaliza aproximadamente a los 57°C, ésta caracteristica lo hace muy
sensible al calor que ademdas oscurece gradualmente su color y es muy

resistente a la congelacion (Moret, 1997).

Figura 1. Estructura del acido ascorbico.
Tomado de: Ocampo, Amalia y Betancourt, 2006

1.4.2 Propiedades quimicas

La propiedad quimica mas relevante del acido ascorbico radica en el poder de
oxido — reduccién siendo un respaldo basico para los estudios de estabilidad y

actividades fisiologicas (Altamirano, 1997).

El acido ascorbico participa en el metabolismo de varios elementos como la
tirosina, carbohidratos, hierro entre otros. Existen procesos que necesitan de su

presencia como es la sintesis de lipidos, proteinas y carnitina. Este compuesto
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es muy importante en el mantenimiento de los vasos sanguineos y respiracion
celular, ademés, la vitamina C ayuda a regular el almacenamiento y la

distribucion del hierro en la sangre (Roseberg, 2004).

1.4.3 Usos y aplicaciones del acido ascérbico en laindustria alimentaria

La vitamina C ha sido por décadas una buena alternativa de conservacion
puesto que cuenta con funciones antioxidantes las cuales evitan el
oscurecimiento o pardeamiento de los alimentos y otro tipo de reacciones
oxidativas (Shafiur, 2010). La aplicacion del acido ascorbico y sus derivados
en la industria alimentaria, esta principalmente enfocada en la conservacion de
zumos de fruta, bebidas refrescantes, productos céarnicos, y productos de
reposteria puesto que posee un gran potencial antioxidante, aportando color y
reduciendo la actividad microbiana. El &cido ascorbico es frecuentemente
usado en la panaderia ya que ayuda a mejorar el comportamiento de la masa
fortaleciendo la proteina (gluten) ademas su adicion en bebidas fermentadas y
vinos contribuye con la reduccién de uso de sulfitos. (Astiasaran, Laheras y
Larifio, 2003).

1.4.4 Ventajas del uso del acido ascoérbico en anélogos proteico

El efecto antioxidante del &cido ascérbico es empleado en formulaciones
proteicas, con el fin de evitar procesos degenerativos por accién del oxigeno el
cual deteriora el color del producto haciendo que el aspecto se vuelva
desagradable a la vista. El objetivo de la adicién también se vincula a la accién
antibacteriana puesto que dicho acido reduce el pH del contenido y por ende el
crecimiento de bacterias como Escherichia coli es inhibido. Es importante
determinar la fase en la cual el acido ascorbico debe ser agregado en la
cadena de proceso del alimento, ya que no es resistente a las temperaturas
altas o tratamientos térmicos, de igual forma no es estable a la exposicion de
luz, ni en contacto con materiales de metal o aluminio (Asar, May y Smirnoff,
2004).
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1.4.5 Actividad antiséptica y antibacteriana

Un estudio realizado por Martinez, Molina y Boucurt (1997, pp. 25 — 26.),
demostrd la reduccién en la actividad microbiana de productos cérnicos en
cepas de Staphilococus aureus, Bacillus subtilis, Escherichia coli vy
Pseudomonas gracias al aporte de &acido ascérbico. Las cualidades
antibacterianas del acido ascorbico también estan justificadas con la inhibicién
de crecimiento en bacterias aerébicas como Campylobacter jejuni, en extractos

con contenido de levaduras (Xiong, Ho y Shahidi 2012).

Otra de las propiedades del &cido ascérbico es su poder sinergista dado por el
potencial antioxidante cuando se apoya en algunos sistemas. Un ejemplo de
esto es que al combinarse con los tocoferoles o vitamina E promueve un
fortalecimiento de su poder antioxidante en los lipidos y proteinas de las
membranas celulares dando como resultado una mayor proteccion contra

dafos oxidavitos en los alimentos.

En un estudio realizado por Campos, Ruiz y Diaz (2002, pp. 89 — 95) se
demostro la actividad sinergista entre el acido ascoérbico y butil hidroxi tolueno
(BHT), siendo este ultimo un compuesto fendlico utilizado como antioxidante de
grasas. En este estudio se evaluo el poder antioxidante en un producto hecho a
base de cereales, para ser observado durante 10 meses. El resultado revel6
que el poder sinérgico de estos dos elementos se mantuvo durante el tiempo
de vida util esperado, evidenciando un incremento del pH que impidi6 el

deterioro de lipidos del producto (Gutierrez, 2000).
1.5 Aceites esenciales
Los aceites esenciales son fracciones volatiles y liquidas, que en su mayoria

son extraidas por arrastre de vapor de agua como solvente, son las
responsables del aroma caracteristico de las plantas y son ampliamente
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utilizados en la industria cosmética y alimenticia como potenciadores de

aromas y conservantes.

Una de las propiedades mas importantes de los aceites esenciales son la
volatilidad, y su alta inestabilidad ante la presencia de oxigeno y luz, asi como
ante la presencia de medios con pH altos, trazas de metales y compuestos

acidificantes que causan la descomposicion del mismo (Bandoni, 2009).

Muchas investigaciones han atribuido propiedades antisépticas vy
antibacterianas a los aceites esenciales, se ha demostrado que son efectivos
como fungicidas en especial en muestras con presencia de mohos y levaduras,
ademas poseen caracteristicas expectorantes. (Méndez, 2011). Los aceites
esenciales son utilizados de forma real en la industria alimentaria, con efectos
extensivos del tiempo de vida atil del producto y como reductores de flora
microbiana. Gracias a sus propiedades repelentes también son utilizados en
plantaciones para controlar plagas en cultivos de forma amigable con el

ambiente.

Los aceites esenciales son ligeramente liquidos en temperaturas ambientales,
y tienen una apariencia viscosa, su densidad es menor a la del agua. Son
solubles en alcoholes y disolventes organicos, son liposolubles y muy poco
soluble en agua (Gil y Saenz, 2000, pp. 15 - 21). Las propiedades quimicas de
los aceites esenciales varian ya que pertenecen a sustancias muy
heterogéneas, el rendimiento de la esencia extraida generalmente es obtenido

entre el 1% al 3% del peso de la masa vegetal.

1.5.1 Usos y aplicaciones de los aceites esenciales en la industria

alimentaria

Los aceites esenciales experimentan en la actualidad una amplia aplicabilidad
en el sector alimenticio y en emulsiones proteicas gracias a sus propiedades

antibacterianas, aceites esenciales de orégano, albaca, romero y jengibre han
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evidenciado ser efectivos en la reduccion de tasas microbiol6gicas en

alimentos procesados. (Cardoso y Sosa, 2012, pp. 54 — 55).

1.5.2 Actividad antiséptica y antibacteriana

Dentro de la rama bacteriologica los aceites esenciales han ejemplificado su
accion de manera positiva reduciendo tasas de microorganismos, pero su
actividad es directamente proporcional a los compuestos activos que se

encuentran en el aceite.

Segun estudios realizados, los aceites esenciales que contienen mas fenoles
son: aceite esencial de orégano por sus caracteristicas reguladoras de pH y
alto contenido de carvacol y terpinenol, aceite esencial de jengibre, por sus
propiedades fungicidas, y finalmente el aceite esencial de romero gracias a su

contenido de carvacol.

Los aceites esenciales extraidos a partir del orégano han demostrado
efectividad en cuanto a su actividad antimicrobiana gracias a su efecto
inhibitorio frente a bacterias Gram positivas como es el caso de Staphilococus
aureus y Bacillus cereus, de igual manera ejerce un sistema inhibitorio sobre

bacterias Gram negativas (Plaus, Flores y Ataucusi, 2001, pp. 16-19).

Tabla 1. Terpenoides ensayados y zonas de inhibicion

Terpenoides ensayados y Zonas de Inhibicion

Bacterias Gram Negativas Bacterias Gram Positivas
Terpenoide Escherichia coli | Pseudomonas aeruginosa| Staphilococus aureus
Cineole 11 N1 13
a-terpineol 16 28 12
Eugenol 15 NI 11
Isopulegol 12 12 9
Carvacol 27 NI 20
a-terpineno NI NI NI
B-Pineno NI NI Il
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a-pineno NI NI 1l
Citronenal 11 11 Il
Citronelol 8 10 Il
Dipenteno NI 14 NI
Linalool 14 16 Il
p-eimeno NI NI NI
acetate de cotronelilo 6 7 Il
Miceno NI NI NI

El didmetro de la zona de inhibicién esta expresado en mm.

II: inhibicion irregular.

NI: no produjo inhibicién.

Tomado de: UNNE, s.f.
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2. ESPECIES VEGETALES EMPLEADAS PARA UTILIZACION DE ACEITES
ESENCIALES

2.1 Romero (Rosmarinus officinalis)

2.1.1 Composicion quimica

La variabilidad de los componentes del aceite esencial de romero esta en
funcién del origen, variedad y zona geografica donde se recolecto a la planta o
las hojas. Es de densidad ligera, de color verdoso y un intenso sabor amargo.
La esencia esta conformada de borneol (18%), alcanfor (12%), cineol (32%),
cafeno y limoneno (Romeu, 2007, pp. 75-78). Asi mismo el romero contiene
flavonoides, que es un derivado del compuesto epigenol y a éste se le
atribuyen las propiedades antioxidantes, eliminando los radicales libres e
impidiendo el desarrollo de procesos degenerativos celulares. El romero
contiene una gran cantidad de acidos fendlicos como el rosmarinico y el
clorogénico, asi como triperpénicos como es el caso del ursolico. La planta es
rica en diterpenos conteniendo el rosmadial y rosmanol. Investigaciones
demostraron la presencia de taninos que se enlazan a los flavonoides para
potencializar el efecto antioxidante y abrir paso a la efectividad de las

saponinas (Wiley, 2010).

Figura 2. Planta de romero (Rosmarinus officinalis), en pleno florecimiento.
Tomado de: PPC, s.f.
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Tabla 2. Principales elementos quimicos del aceite de Rormero (Rosmarinus

officinalis)

N. Compuesto Concentracion
1 Tricicleno 0.2
2 Canfeno 6.7
3 Mirceno 6.4
4 Limoneno 2.6
5 3-Octanona 18
6 Terpinoleno 0.4
7 Fenchona 0.1
8 Alcanfor 31.0
9 Linaol 1.2
10 C6H1206 0.4

Tomado de: Carceler, Reglero y Sanz, 1989, pp. 519-536

2.1.2 Propiedades

El romero posee propiedades -coleréticas, antioxidantes, preservantes y
antinflamatorias. El aceite esencial a su vez posee caracteristicas anti
microbianas, ademas en la medicina es usado como antiséptico y
desinflamante. La planta de romero posee caracteristicas antibacterianas que
han sido probadas por varios autores con el fin de determinar nuevas
alternativas de preservantes naturales. Debido a las mencionadas propiedades

antisépticas, el romero es un precursor de la reestructuracion celular.

2.1.3 Concentracioén inhibitoria minima del romero MIC

Segun un estudio realizado por el grupo COINDE de la universidad de
Antioquia, Colombia, el aceite esencial de romero presenta una efectiva
actividad bactericida contra bacterias Gram positivas sin embargo es
importante mencionar que no existe actividad selectiva del aceite esencial de
romero por ningun tipo de bacteria especifica. El estudio de COINDE evalué el

efecto del aceite esencial en materias primas de interés alimenticio con el fin de
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identificar el MIC (actividad inhibitoria minima) sobre bacterias como
Escherichia coli, Salmonella typhimurium, Listeria monocytogenes,
Staphilococus aureus y Salmonella typhium. EI aceite esencial exhibié un
amplio espectro de accion antimicrobiano tanto para bacterias Gram positivas
como Gram negativas. EI MIC es la concentracion inhibitoria minima sobre la
cual el aceite esencial es efectivo ante los microorganismos de interés, el MIC
efectivo estudiado se encuentra dentro del rango 512 ppm — 4096 ppm
evidenciando una accion letal sobre bacterias gran positivas y negativas. El
aceite esencial con su extracto etandlico muestra de igual forma una efectiva
actividad antimicrobiana contra las bacterias S. typhimurium vy L.

monocytogenes con un MIC de 1025 ppm.

Dentro de la investigacion mencionada se evidencia la medicién del MIC del
aceite esencial de romero sobre E. coli y S. aureus con un valor de 4096 ppm y
1024 ppm respectivamente, inhibiendo el desarrollo de las mismas. El efecto
inhibitorio del aceite esencial se explica por los dafios generados a nivel de la
membrana celular bacteriana dado por si aumento en la permeabilidad y
también por la afectacion de su sistema estructural. ElI dafio y el efecto
bactericida son efectivos ya que la capa bilipidica se desestabiliza por la
interaccion con el aceite esencial. EI magnifico potencial que respalda la
utiidad del aceite esencial de romero se explica considerando los cortos

valores de CIM determinados (Castafio, Ciro y Zapata, 2010).

2.1.4 Justificacion de la adicion de Aceite esencial de romero en

alimentos

El aceite esencial de romero (Rosmarinus officinalis L.) posee compuestos con
una evidente accion antimicrobiana sobre los microorganismos patdégenos
encontrados en emulsiones escaldadas proteicas, como es el caso de
Staphilococus Aureus, Escherichia coli y Coliformes. La justificacién del uso de
este aceite esencial se evidencia gracias a los minimos valores de MIC

obtenidos del proceso de extraccion. El potencial de utilizacion en productos
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alimentarios se respalda en que iguala y supera en muchos casos, la inhibicién
microbiana siendo comparada con un tratamiento quimico. Dependiendo de la
naturaleza del producto en donde este aceite esencial sea aplicado, la
valoracion organoléptica podra mejorar e incluso intensificarse positivamente
(Castafio, Ciro y Zapata, 2010).

2.2 Jengibre (Zingiber officinale Rosc.)

2.2.1 Composicion quimica

El aceite esencial de jengibre estd compuesto principalmente de un 4% a 7.5 %
por oleorresina en las que se destacan las sustancias picantes, que
corresponden a los gingeroles y sogoaoles, el aceite mencionado contiene
como principales componentes los sesquiterpenos alfa zingibereno, alfa-
farneseno, betabisaboleno, betabisabolona y sesquifelantreno ademas de los
monomeros, linalol entre otros (Sellar, 1992). Otro de sus compuestos son
los acidos como el aspartico, linoleico, el oléico y el ascorbico. Y en cuanto a
los aminoacidos como la metionina, la niacina, la histidina, la arginina, el

triptofano, la leucina entre otros.

Figura 3. Rizomas de Jengibre.
Tomado de: Ma y Gang, 2006
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En la tabla 3 se pueden observar los valores de algunos componentes

principales del aceite esencial de jengibre:

Tabla 3. Composicion quimica del jengibre

COMPUESTO PORCENTAJE
Oleorresina 4-7,5%
Neral 9.7-10 %
Geranial 11,6-14%
Zingibereno 7.7- 8.4%
Cafeno 5,4-6%
Arcurcumeno 2,8-3,3%
Alfa farneseno 3,2-3,6%
Sesquifelantreno 2,5-2,8%
Linanol 3.3-3-6%

Tomado de: Sellar, 1992

2.2.2 Propiedades fisicoquimicas

El aceite esencial de jengibre contiene propiedades antioxidantes dado por la
disminucion de la peroxidacion lipidica con aumento de la actividad de enzimas

antirradicalares tales como la catalasa y la glutation peroxidasa. (Aguay, 2012).

Sus componentes liposolubles se distribuyen de manera mas homogénea ya
gue sus oleorresinas abarcan mayor superficie y se emulsifican de mejor forma,
dando como resultado una mayor absorcion. Esta es una caracteristica
fundamental cuando se usa éste tipo de aceite como conservante, ya que
existe una mejor distribucion en el producto. El aceite esencial de jengibre no
contiene taninos que puedan alterar las caracteristicas organolépticas y al ser
adicionado conjuntamente con sal, el cumple con una funcién retardante de la

rancidez en la carne precocida. (Astudillo, 2014).
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2.2.3 Concentracion inhibitoria minima, MIC de jengibre

En un estudio de Ribeiro, Grespan y Kohiyama (2013, pp. 3147-52) se
evaluaron las diferencias de la actividad antifungica del aceite esencial de
jengibre, contra el crecimiento del hongo Fusarium verticilloides, el objetivo de
este estudio fue analizar la reaccion ante el ergosterol y la fumonisina
producida por dicho hongo, en un caldo de cultivo de MIC 500 a 4000 ppm. En
el estudio se pudo observar que el componente predominante de la solucién
fue el alfa zingibereno y que con un MIC de 2000 y 3000 ppm hubo una
reduccion en la produccion de fumonisina B1 y fumonisina B2, las cuales son
toxinas muy potentes que causan el deterioro de los alimentos mientras que
con MIC de 3000 ppm y 4000 ppm se pudo determinar una reduccion en la
biosintesis del ergosterol, componente principal involucrado en el crecimiento
de las paredes celulares de los hongos, en porcentajes de 57% y 100%
respectivamente. Gracias a estos resultados hoy se conoce que el aceite
esencial de jengibre es capaz de controlar el crecimiento del hongo Fusarium

verticilloides asi como la produccion de fumonisinas.

2.2.4 Justificacion del empleo del aceite esencial de jengibre en alimentos

El aceite esencial de jengibre posee un alto contenido de terpenos, que en
varias investigaciones ha demostrado tener una eficiente respuesta contra la
proliferacion de bacterias y hongos, por ejemplo fusarium, por tal motivo se
hace cada vez mas importante su inclusion en la lista de conservantes
naturales. En conjunto las cualidades del aceite esencial de jengibre son de
gran interés por parte de la industria alimentaria por tener funciones

complementarias de aditivo y conservante.
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2.3 Microbiologia de Staphilococus aureus, Escherichia coli y Coliformes

2.3.1 Staphilococus aureus

Las bacterias Staphilococus aureus, son cocos Gram positivos pueden llegar a
medir entre 0.5-1.5 um de diametro individualmente (Gordon, 1998, pp. 1179 —
1181). La bacteria Staphilococus aureus crece con gran facilidad en todos los
medios existentes, fermentan con cierta dificultad en carbohidratos como es el
caso del manitol, sin embargo no produce gas. La actividad proteolitica de la
bacteria varia ampliamente de una cepa a otra. La bacteria Staphilococus
aureus genera pigmentos que van desde un color blanquecino hasta un
amarillo intenso (Gill, 2000, pp. 145-152).

Staphilococus aureus es una bacteria patdgena presente en los epitelios de
animales y personas, asi como en las mucosas de las fosas nasales y la
garganta. Los manipuladores de alimentos y los utensilios de la linea de
procesamiento, son las vias por las cuales este microorganismo llega al
alimento. Pese a que la bacteria no es esporulada resiste las condicionas
ambientales con facilidad, se inactiva en condiciones de congelacion y se

puede eliminar con tratamientos térmicos apropiados.

El responsable de la patogenia es una toxina de tipo termoresistente, esto
implica que los alimentos cocinados aun pueden mantener la toxina, aunque
no esté presente el microorganismo como tal. En el caso de la hamburguesa de
quinua al ser un producto de masa proteica, se constituye como un cultivo
Optimo para el crecimiento de la bacteria, asi mismo el proceso de escaldado
no puede asegurar el 100% de la reduccion de la misma, estas son las
razones por las que el producto sera monitoreado con el objetivo de inhibir el

crecimiento de este patdgeno.

Un estudio reciente publicado en el Asian Pacific Journal of Tropical

Biomedical, y realizado por investigadores de la Universidad Rey Saud y el
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Colegio Rangasamy de la India ha demostrado que los aceites esenciales de
romero y jengibre logran inhibir efectivamente el desarrollo de Staphilococus
aureus, la investigacion demostré que el potencial de los antibioticos de estas
hiervas se resume en la combinacion de productos bioquimicos, siendo
taninos, saponina, fenol, flavonoides y contenido de aceite esencial ( Kazakova,

Hageman y Matava, 2005).

2.3.2 Escherichia coli

La bacteria Escherichia coli es de naturaleza anaerobia facultativa y esta
presente en los intestinos de los humanos y animales. En la industria
alimentaria son muy comunes los casos de infecciones por contaminacion de
esta bacteria, dado principalmente por el consumo de carnes y granos poco
procesados o alimentos crudos que han sufrido una contaminacién de heces
fecales como resultado de malas practicas agricolas o malas practicas de

manufactura.

En el afio 2011 la bacteria Escherichia coli fue la responsable de la crisis
alimentaria en Alemania que se dio lugar por causa de brotes germinados de
soya y reporté mas de 30 fallecidos. Por estas razones se hace importante el
estudio de esta bacteria en productos proteicos vegetales ya que se conoce
gue puede haber una contaminacion con residuos fecales que desencadenen
una infeccion al momento de consumirlos, de igual manera en cereales o

granos envasados al granel (Hurtado, 2013).

La bacteria Escherichia coli resiste hasta una temperatura de 46 grados
centigrados por consiguiente un correcto proceso de pasterizado o ebullicién
impedira la proliferacion de dicha bacteria ademas, se recomienda que en
productos elaborados con carne picada o embutidos, la temperatura de centro
de masa debe ser mayor a 70 grados centigrados. Si los alimentos estan
destinados para el consumo al granel como es el caso de los vegetales el

tratamiento se sujeta a soluciones cloradas para su desinfeccion. Un eficiente



24

empacado al vacio también es considerado como método para impedir el

desarrollo de este microorganismo. (Michanie, 2003, pp. 40-42).
Los tratamientos para contrarrestar el crecimiento y la proliferacion de la
bacteria deben tomar en cuenta ciertos parametros como se muestra en el

siguiente cuadro:

Tabla 4. Parametros que regulan el crecimiento de Escherichia coli

MINIMIA OPTIMA MAXIMA
TEMPERATURA T ° 7-8 35-40 44-46
PH 4,4 6-7 9
ACTIVIDAD DE AGUA 0,95 0,995 -

Tomado de: Michanie, 2003, pp. 40-42.

2.3.3 Coliformes

Las bacterias coliformes son bacilos Gram negativos aerobios o anaerobios
facultativos que se encuentran generalmente en el suelo, agua, plantas y
cultivos. Su presencia en alimentos causa repercusiones negativas en la salud
de los consumidores. Algunas especies de coliformes son asociadas

comunmente con desperdicios o desechos de plantas.

El grupo coliformes no debe ser asociado exclusivamente a organismos de
origen fecal, pues su medio de difusion puede deberse a malas practicas
agricolas o contaminacion cruzada externa. Las bacterias pueden
descomponer facilmente alimentos a base de proteinas y carbohidratos,
causando malos olores y sabores amargos. El crecimiento de la bacteria en
alimentos es rapido y no tiene la necesidad de una contaminacién primaria alta.
El agua constituye una de las principales fuentes de diseminacion cuando son
provenientes de heces fecales. Cuando el agua llega a los sistemas de riego de
los cultivos, entra en contacto directo con el material vegetal y es asi que la
quinua se convierte en un cultivo sumamente vulnerable ante la contaminacién

de esta bacteria (Olivas y Alarcon, 2004).
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3. ELABORACION DE ANALOGOS PROTEICOS EN FORMA DE
HAMBURGUESA DE QUINUA

3.1 Anélogo proteico escaldado

Los productos embutidos escaldados son masas finas o gruesas que son
Inmersas en tripas resistentes a temperaturas altas con el objetivo de contener,
moldear y cocer el producto contenido. Las masas previamente estaran
conformadas por polvos proteinicos, materias primas texturizantes, aditivos y

saborizantes (Loma, Jené y Castillo, 2000).

Las tripas embutidas son sometidas a tratamientos térmicos de coccién, sea
por corrientes de vapor condensado o inmersion en agua en punto de
ebullicion. El objetivo principal del tratamiento térmico es cocer el producto y
aumentar la consistencia del mismo gracias a la ganancia de textura y
densidad. El objetivo de desarrollar hamburguesas de quinua en sistemas de
embutido es asegurar la coccion del volumen de masa introducido, asi como
facilitar las operaciones de rebanado de las mismas ya que es la forma correcta

para estandarizar el peso y la forma del producto final.
3.2 Materias primas utilizadas en la elaboracion de analogos proteicos

La materia prima refiere a cada uno de los ingredientes o aditivos que se
emplean en la formulacibn de productos. Para el desarrollo de las
hamburguesas de quinua se emplea:

e Harina de soya

e Quinua sin saponina

¢ Retenedores de agua (Gelificante o gomas)

e Antioxidantes

e Aceites esenciales

e Saborizante

e Agua

e Tripa artificial
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Bajo la normativa del cédigo de buenas practicas de manufactura todas las
materias primas utilizadas para la formulacion del producto deberan ser
analizadas y validadas bajo un estricto control de calidad. EI procesamiento,
manipulacion, envasado y almacenamiento del producto deberd apegarse
rigurosamente a la normativa y cumplir en un 100% los apartados que se

incluyen en la misma, para garantizar la calidad e inocuidad del producto final.

3.2.1 Harina de soya

La harina de soya es uno de los principales ingredientes en la formulacion de
productos vegetarianos gracias a sus propiedades nutricionales, quimicas y
fisicas. Este alimento pertenece a la categoria de derivados de legumbres, y
aporta un alto contenido de proteinas. La empleabilidad de la harina de soya
como aditivo en la formulacién de productos masicos o de la linea vegetariana,
resulta en un excelente texturizante y aporta cualidades organolépticas
agradables. En las emulsiones proteicas la harina de soya tiene un efecto
conglomerante de toda la formulacion facilitando operaciones de producciéon y
coccion. Es importante mencionar que la harina de soya no contiene gluten lo
cual permite que las personas celiacas puedan consumir productos hechos a

base de esa materia prima.

3.2.2 Quinua

La quinua (del quechua kinua o kinuwa) es un pseudocereal de alto valor
nutricional, aporta un valor calérico medio en forma de hidratos de carbono
complejos, y un alto valor proteico aproximandose a 17 gramos de proteina y
5.5 gramos de grasa en su mayoria insaturadas, por cada 100 gramos del
producto. La quinua no contiene gluten por lo que es ideal para ser consumida

por personas celiacas. (Mufioz, 2000).

El aporte lipidico de la quinua es de alta calidad dado por la presencia de los

acidos omega 3 y 6. La contribucién de fibra insoluble sobresale ya que puede
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aportar mas de 16 gramos por cada 100 gramos de producto. Al mencionar el
contenido de los micronutrientes la vitamina E prepondera por su accién

antioxidante.

La quinua es muy utilizada en formulaciones de productos vegetarianos por ser
una excelente fuente de hierro de origen vegetal y se conforma como un aditivo
de valor agregado que logra mejorar la textura de las masas. Actualmente la
quinua se emplea en la elaboracion de hamburguesas vegetales e incluso
carnicas, el objetivo es agregar el factor funcional. La valoracion organoléptica
de la quinua como aditivo en hamburguesas resalta la textura y forma de la
misma, no perjudica la valoracién de sabor y es notable en la estimacion de

color siendo llamativa para el consumidor.

3.2.2.1 Categorizacién de la Quinua

En el Ecuador las variedades de quinua (del quechua kinua o kinuwa) pueden
ser de 3 tipos: INIAP Amarga, INIAP Cochasqui, INIAP Tunkahuan e INIAP
Imbaya. La variedad seleccionada para el procesamiento de la hamburguesa
es la’INIAP Tunkahuan, siendo un grano de color blanco crema con un
contenido bajo de saponina del 0.06%. La norma de calidad respectiva es la
INEN 1673:2013. Dentro del proceso de preparacion esta variedad no requiere
ser lavada, ya que previamente ha sido sometida a lavados industriales para
reducir el contenido de saponinas. La materia prima de la quinua se encuentra
disponible en la cadena de comercializacion Supermaxi, por lo que la validacion

de proveedores y cumplimiento de BPM'’s es efectivamente cumplido.

3.2.3 Aditivos

3.2.3.1 Sal

El cloruro de sodio o también llamado sal comin de mesa es un aditivo que

actua como potenciador y generador de sabor. La adicion de este ingrediente
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también tiene un fin anti-microbiano impidiendo el desarrollo de bacterias
perjudiciales para la salud y ampliando el rango de vida util del producto. En el
desarrollo de analogos proteicos se emplea el 1% del peso final del producto
por cuestiones organolépticas, sin embargo el limite de adicion llega hasta el
2.5% (Vasquez, 2001).

3.2.3.2 Goma Xanthan

La goma xanthan es un polisacéarido natural, y es sintetizado por accion de la
fermentacion de cultivos de microorganismos Xantomonas campestris. La
aplicabilidad de la goma xanthan en las hamburguesas de quinua tiene el
objetivo de estabilizar la emulsion, y dar rigidez a la tripa, sin embargo la
adicion de este ingrediente requiere del uso de un preservante ya que es un
precursor del crecimiento de microorganismos. En la fabricacion de masas
proteicas se recomienda la utilizacion del 0.1% al 0.5% para resaltar las
propiedades organolépticas y no afectar los niveles de viscosidad del producto.
La temperatura no altera las propiedades fisicoquimicas de la goma por lo tanto

es resistente a tratamientos térmicos (Pasquel, 2011, pp. 6-8).

3.2.4 Saborizantes

En la industria alimentaria existen dos tipos de saborizantes, los de origen
natural y los de origen artificial. En la linea de productos vegetarianos se
utilizan saborizantes naturales ya que los artificiales son excluidos pues su

origen real es el animal.

3.2.4.1 Saborizante artificial de proteina vegetal hidrolizada

El saborizante que se emplea en la formulacién de la hamburguesa de quinua
es de proteina vegetal hidrolizada y tiene el nombre comercial de “Saborizante
Hamburguesa”, contiene proteina proveniente de maiz con soya, maltodextrina

y sal. La composicién del saborizante incluye una mezcla con el 3% de
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cloruros, extractos de pimienta, ajo comino y humo, asi como antioxidantes y
estabilizantes. La dosificacion recomendada es de 8 a 10 gramos por kilogramo
de masa (Alitecno, 2015).

3.2.5 Especias aromaticas

Las especias son ingredientes legendarios que fueron empleados para otorgar
caracteristicas sensoriales agradables al producto, las especias generalmente
estan deshidratas o pulverizadas. Una de las principales restricciones para usar
especias deshidratadas o pulverizadas es la alta carga microbiana que
contienen, las bacterias mohos y levaduras que se contienen en las especias,
encuentran medios de cultivo 6ptimos para desarrollarse y por ende la
inocuidad del producto se pierde. La industria desarrollo los aceites esenciales

para solventar esta problematica y asi asegurar la esterilidad del saborizante.

Los aceites esenciales y las oleorresinas contienen los principios activos de las
plantas de las que provienen, es asi que aportan caracteristicas sensoriales de
olor e incluso sabor. Las ventajas de dosificar los aceites esenciales se
manifiestan en la reduccion de pérdida de olor y sabor por mala cadena de
comercializacion y almacenamiento. Los aceites esenciales se pueden dosificar
en medidas exactas, reduciendo asi el rango de error de adicion en la formula.
Finalmente la importancia de los aceites esenciales esta en su esterilidad

bacterioldgica.

3.2.6 Tripa artificial plastica

La tripa artificial plastica es utilizada para el empacado de embutidos que no
requieren del proceso de ahumado, son de caracteristicas impermeables y son
altamente resistentes a tratamientos térmicos. Se emplean mayormente en
sistemas de inmersién de agua en punto de ebullicion. Las tripas plasticas
artificiales tienen caracteristicas de alta resistencia, poca elasticidad, y alta

esterilidad, ideales para contener pastas gruesas o finas de origen animal o
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vegetal. Las tripas que se emplean para contener la masa de hamburguesas y
deben apegarse al cumplimiento de las caracteristicas de su respectiva ficha

técnica.

3.3 Equipos y materiales

Para el desarrollo de los analogos proteicos en forma de hamburguesas de
quinua en sistema de embutido con tratamiento térmico de escaldado, se
requiere preparar una masa madre con quinua, harina de soya aditivos,

saborizante y antioxidantes

3.3.1 Equipos

e Balanza

e Ollas de acero inoxidable
e Fuentes plasticas

e Embutidora

e Cutter

e Empacadora al vacio

e Cocina industrial

e Rebanadora

e Camara de frio

3.3.2 Materiales
e Cuchara de acero inoxidable
e Fundas termoencogibles para empacado
e Tripas plasticas

e Termdmetro de puncion
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3.3.3 Equipo de BPM’s de seguridad e inocuidad alimentaria
e Cofia

e Mascarilla

e Mandil
e Botas
e Guantes

e Desinfectante
e Alcohol 90%

3.4 Proceso de sanitizacion previo ala produccion de hamburguesas de

quinua con Acido peracético

El &cido peracético resulta de la unién de &cido acético y peroxido de hidrégeno
en solucion acuosa. Es un fluido de color transparente sin capacidad de formar
espuma y con un olor dominante a acido acético. La actividad desinfectante del
acido peracético se refleja en su capacidad oxidante sobre la membrana
externa limitante de las bacterias, endosporas y levaduras. EI mecanismo de
oxidacion es resultado de la transferencia de electrones de la forma oxidada a

los microorganismos patdgenos, provocando asi su muerte.

3.4.1 Proceso de limpieza con acido peracético

Previamente a la elaboracion de las hamburguesas de quinua, el laboratorio de
procesamiento de alimentos y cada uno de los utensilios empleados en el

proceso, fueron desinfectados con solucion de acido peracético al 0.2%.

El objetivo de la desinfeccion es reducir al minimo la contaminacién de
microorganismos patdgenos en especial de Staphilococcus aureus procedentes
de la linea de produccion. Es fundamental realizar esta desinfeccion para

reducir al minimo las tasas microbiologicas iniciales.
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El proceso de elaboracion es respaldado por el cumplimiento de la normativa
de BPM’s que engloba a la materia prima, aditivos, proceso, higiene,

procesamiento, manipulacion, almacenamiento y comercializacion del producto.

3.5 Seleccién de la materia prima

Para la elaboracion de la hamburguesa de quinua se utiliza harina de soya
desengrasada, quinua de variedad INIAP Tunkahuan con 0.06% de contenido
de saponina que no requiere de lavado antes del proceso de coccion

independiente.

La harina de soya es libre de GMO’s y alta en contenido proteico, su
presentacion es un polvo de baja densidad. Los aditivos pertenecen a casas
comerciales, por lo que cada uno cuenta con su respectiva ficha técnica que

limita la cantidad a usar en la formulacion final.

3.6 Coccion de quinua

El proceso de coccién de la quinua inicia con la validacion y control de calidad
de la misma, evidenciando que cumpla con las caracteristicas fisicas y tiempos
de caducidad establecidos. Para efectuar la coccion el agua esta a punto de
ebullicién a 90°C, momento en el cual se agrega la quinua para que el grano se
cocine por un tiempo de 15 minutos. Una vez cocida se eliminara el exceso de

agua en un 30%.

3.7 Mezclado

El proceso de mezclado requiere la conformacion de la masa madre, ésta
contiene la quinua previamente cocida, harina de soya, sal, saborizante de
hamburguesa, goma xanthan, acido ascérbico y aceites esenciales. La mezcla
de los ingredientes requiere de un proceso de hidratacion al 30% con agua,
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para asi facilitar la emulsion de todos los componentes y aportar la viscosidad

necesaria para favorecer su movilidad en la embutidora.

Este proceso consta de dos fases, la primera es la mezcla seca, la cual
contiene la harina de soya, sal, acido ascoérbico, goma xanthan y saborizante
artificial de hamburguesa. La primera mezcla se adiciona a la quinua
previamente escurrida del exceso de agua contenido y se agita manualmente
por un tiempo de 10 minutos hasta alcanzar granulos homogéneos. Cuando los
granulos muestran uniformidad se agrega un 20% de agua respecto al peso de
la masa total para hidratar y homogenizar la mezcla la cual debe simular a una
masa densa, homogénea, ligeramente gomosa y de textura irregular dada por
la quinua. En la ultima fase de mezcla los aceites esenciales son agregados

con las dosificaciones respectivas investigadas.

3.8 Embutido

La masa de la hamburguesa de quinua es introducida en la embutidora
previamente higienizada, la tripa se coloca en la boquilla de calibre 24 para ser
llenada por la masa evitando generar espacios de aire vacios. La maquinaria
debe ser de acero inoxidable para precautelar la inocuidad y apegarse a la
normativa de BPM'’s. Una vez que las tripas son rellenadas en la medida
definida deben ser selladas con un efecto de presién para permitir la
texturizacién y adherencia correcta del producto. Las tripas selladas se colocan
en una fuente desinfectada y son trasportadas hacia el proceso térmico de

coccion, por inmersion en agua a punto de ebullicién.

3.9 Coccion de las tripas

El proceso de coccion se realiza en una olla o marmita de acero inoxidable con
agua a temperatura de 90°C, punto de ebullicién. El tiempo de coccién es de 1
hora y sera validado cuando el centro térmico del producto alcance los 70°C,

este control de calidad es realizado con el termometro calibrado de puncion.
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3.10 Enfriado

El proceso de enfriado se realiza cuando las tripas de hamburguesa de quinua
han cumplido con el control de calidad, esto implica alcanzar el tiempo de una
hora de coccion a 90°C, y una medida de 70°C de centro térmico con
termometro de puncién en el producto. El proceso de enfriado es inmediato a la
salida de las tripas de la olla de coccidn, el producto se pone en contacto con
agua helada para permitir que la temperatura baje hasta los 2°C por 7 minutos.
El objetivo es reducir el desarrollo de microorganismos dado por el shock
térmico. EIl proceso de refrigeraciéon secundario se efectia en camaras de frio
a temperatura de 4°C por un tiempo de 20 horas. El fin del enfriamiento es
gelificar la emulsién y facilitar el desprendimiento de la tripa plastica para el

posterior proceso de rebanado.

3.11 Rebanado

El proceso de rebanado se realiza cuando las tripas han cumplido el tiempo de
almacenamiento en refrigeracion, es asi que la tripa plastica se desprende en
la masa moldeada y es rebanada con un espesor de 1 cm y un peso
aproximado de 50 gramos.

3.12 Empacado al vacio
Finalmente las hamburguesas rebanadas son almacenadas en las fundas de

plasticas trasparentes, y sometidas al proceso de empacado al vacio para su

conservacion en refrigeraciéon como producto terminado.
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4. ELABORACION DE HAMBURGUESAS DE QUINUA CON
PRESERVANTES NATURALES

4.1 Materia prima

La siguiente tabla muestra la formulacibn empleada para la elaboracién de
hamburguesas de quinua, la cual incluye en base a los estudios realizados, los
preservantes naturales; acido ascorbico, aceite esencial de romero y jengibre
en sus respectivas dosis efectivas para asegurar los objetivos de esta

investigacion.

Tabla 5. Célculo de materias primas

INGREDIENTE DOSIS %

Quinua 65.8 %

Harina de soya 23.2%

Goma Xanthan 0.52 %

Agua 7,40 %

Sal 0.88 %
Saborizante hamburguesa 0.88 %

Acido ascorbico 5000 ppm — 0,49%
Aceite esencial de romero 4100ppm (T5) — 0,40%
Aceite esencial de jengibre 3000ppm (T5) — 0.29%




4.2 Diagrama de flujo de proceso de elaboracion de hamburguesas de

quinua
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Figura 4. Diagrama de flujo de proceso de elaboracion de hamburguesas de quinua
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5. DISENO EXPERIMENTAL

e Hipdtesis nula
Un preservante natural a base de acido ascorbico, aceite esencial de romero y
jengibre no inhibe la proliferacion de microorganismos en hamburguesas de

quinua.

e Hipotesis alternativa
Un preservante natural a base de acido ascérbico, aceite esencial de romero y
jengibre si inhibe la proliferacion de microorganismos en hamburguesas de

quinua

5.1 Generalidades del disefio experimental

El disefio empleado se divide en dos estudios, el primer estudio consiste en
una investigacion exploratoria para la validacion del acido ascérbico como
conservante sinérgico, y su posterior estandarizacion como variable fija dentro
de la formulacion del producto. Los tratamientos de la investigacién preliminar
consisten en soluciones de inmersion para el producto, con el fin de determinar
la cantidad ideal de acido ascorbico que evite la oxidacion y reduzca la carga

microbiolégica de Escherichia coli y Staphilococus aureus.

El segundo estudio del disefio experimental consiste en un sistema de
tratamientos que valide la efectividad del aceite esencial de romero y jengibre
para la inhibicién de Escherichia coli, Staphilococus Aureus y Coliformes en un
sistema de empacado al vacio que asegure 30 dias de vida util del producto en
unidades independientes.

Adicionalmente se sometio el producto a un proceso de putrefaccion natural,
para inducir la produccion de hongos contenidos, el fin recae en poder
identificar su origen vy clasificacién para poder ser aislados e inhibidos.
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5.2 Estadisticos a utilizar en la evaluacién uno, de tipo exploratorio de
acido ascorbico

En vista de que no se conoce la dosis exacta de acido ascoérbico para controlar
el crecimiento de las bacterias Staphilococus Aureus y Escherichia Coli, se
procede a realizar un estudio exploratorio. En la fase primaria se realiza la
elaboracion de las hamburguesas sin la adicion de acido ascoérbico ni aceites
esenciales. Posteriormente se realizan soluciones de diferentes
concentraciones de &cido ascorbico, donde se sumergen unidades
independientes de hamburguesas. El objetivo es evaluar si el acido ascoérbico
cumple una funcion antioxidante y la cantidad necesaria para ser efectiva en el

producto.

5.3 Tratamientos

A continuaciéon se detallan concentraciones en ppm de acido ascorbico

contenidas en 10 diferentes hamburguesas de quinua.

Tabla 6. Descripcion de la Concentracion de Acido ascorbico en las

hamburguesas de quinua

Concentracion de Acido Ascorbico en ppm por cada unidad de
Hamburguesa hamburguesa de quinua
1 80

120

1400

2000

2200

2600

5000

6000

7000

O O N| O O | W N

=
o

Testigo
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5.4 Disefio experimental exploratorio de aceites esenciales

El disefio experimental tiene como objetivo, determinar el volumen necesario
de aceite esencial de romero y jengibre para inhibir el desarrollo microbiolégico
de bacterias Staphilococus Aureus, Coliformes y Escherichia coli asi como de
hongos fusarium y verticilium para asegurar un tiempo de vida util de 30 dias

en refrigeracion bajo condiciones de vacio independiente.

El disefio experimental utilizado es el disefio de bloques completamente al
azar, donde se aplica un analisis de varianza con el método de pueda de
TUKEY con un 5% de nivel de confianza y su respectiva tabla ANOVA.

5.4.1 Factores

En la siguiente tabla se observa la descripcion de los dos factores y los niveles

pertinentes a cada uno de ellos.

Tabla 7. Factores del disefio experimental de aceites esenciales

FACTORES Niveles
FACTOR 1 Aceite esencial de romero 3
FACTOR 2 Aceite esencial de jengibre 3
# TRATAMIENTOS 9

e Numero de repeticiones: 3

e Numero de tratamientos: 3 x3=9

5.4.2 Tratamientos

En la siguiente tabla se pueden observar las concentraciones de los

tratamientos de A.E de Romero y A.E de jengibre en ppm.



Tabla 8. Tratamientos de Aceites esenciales
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TRATAMIENTOS A.E ROMERO EN ppm A.E JENGIBRE EN ppm
T1 4000 2000
T2 4000 3000
T3 4000 4000
T4 4100 2000
T5 4100 3000
T6 4100 4000
T7 4300 2000
T8 4300 3000
T9 4300 4000

T10 (TESTIGO) 0 0
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacidon se describen las evaluaciones realizadas en el disefo
experimental preliminar y final, denotando las variantes y resultados obtenidos

de los mismos.

Los resultados de los analisis independientes microbiolégicos de unidades
formadoras de colonias de Escherichia coli, Coliformes y Staphilococus aureus,
fueron realizados en laminas de petrifilm con solucién madre de 10~ en 9 ml

de agua de peptona estéril con 1ml de muestra.

& T )
\
4 \
' |
i

Figura 5. Petrifilms.

6.1 Evaluacién 1. Soluciones de acido ascoOrbico para la inhibicibn de
Staphilococus aureus y Escherichia coli a 15 dias bajo condiciones de vacio y
refrigeracion. Las concentraciones varian desde 80 ppm hasta 5000 ppm de

acido ascorbico contenido en las hamburguesas.
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Tabla 9. Numero de unidades formadoras de colonia (UFC) de dos bacterias,

Staphilococus aureus y Escherichia coli, presentes en 9 hamburguesas de

quinua contenidas de dosis de Acido Ascorbico

Hamburguesa Variables Resultados microbioldgicos alos 15 dias
Acido Staphilococus aureus Escherichia coli
Ascorbico
ppm (UFC) (UFC)
1 80 140 1500
2 120 140 1200
3 1400 110 1300
4 2000 100 1000
5 2200 80 800
6 2600 70 600
7 5000 30 300
8 6000 25 210
9 7000 40 260
Media 81,66 796,66
Rango 100 1240
Desv. Estandar 44,30 483,42

Se puede observar que las Hamburguesas 1-6, presentan contaminacion

microbiolégica de Staphilococus aureus y Escherichia coli con una tendencia

decreciente ante el aumento de la dosis de acido ascoérbico. Las hamburguesas

7 y 8 presentan una disminucibn mas representativa en la contaminacién

microbiolégica evidenciando que promedios iguales o superiores a 5000ppm

son mas efectivos. Sin embargo la muestra 9 nos indica que la curva de

crecimiento tiende a aumentar el promedio microbiologico después de las

7000ppm. Esto nos indica que el acido ascoOrbico no es suficiente para inhibir

completamente el desarrollo de los microorganismos estudiados.
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Al considerar el numero de UFC en el estudio de Staphilococus aureus se
determina una media de 81.66 mientras que para Escherichia coli es 796.66
asi mismo su desviacion estandar es de 44,30 y 483.42 respectivamente. Al
realizar una relacion entre la media y la desviacion estandar de cada una de las
bacterias estudiadas, se determina que las mismas guardan una similitud del
55% en cuanto al comportamiento de cada dosis de acido ascoérbico contenido.
Esto nos indica que la accion inhibitoria es aplicable para las dos bacterias en

estudio.

En un post tratamiento se sometido la hamburguesa 10 (Testigo: sin acido
ascoérbico) a un estudio para evaluar el crecimiento de los microorganismos
Staphilococus aureus y Escherichia coli en la camara de vida util en
condiciones controladas de humedad al 50% y temperatura de 25°C,
obteniéndose los siguientes resultados. La hamburguesa 10 fue subdividida en

6 muestras (M) separadas y empacadas al vacio independientemente.

Tabla 10. Muestras 1-6 en camara de estabilidad

UFC/
TOMA DE HORAS g UFC/g Escherichia
MUESTRA pH Staphylococcus
MUESTRA TRANSCURRIDAS coli
aureus
M1 Mafnana 12 6,2 80 130
M2 Tarde 24 6,23 90 250
M3 Mafana 36 6,28 90 600
M4 Tarde 48 6,47 120 900
M5 Mafiana 60 6,79 240 1200
M6 Tarde 72 6.9 500 1400




45

Crecimiento de S. aureus y E. coli en cdmara de vida util
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Figura 6. Crecimiento microbiano de S. aureus y E. coli en la camara de vida util

En el grafico estadistico de la figura 11, se denota el crecimiento de

Escherichia coli y Staphilococus aureus conforme al aumento de horas en

camara de estabilidad, simulando 30 dias en percha. Podemos observar que el

crecimiento de Escherichia coli se potencia en el dia 10, mientras que el

crecimiento de S. Aureus se potencia en el dia 20. Los resultados obtenidos

justifican la adicion de un preservante que inhiba el desarrollo microbiolégico.

Tabla 11. Evaluacion de pH y crecimiento Microbiol6gico Escherichia coli

Muestra pH UFC/g Escherichia coli
M1 6,2 130
M2 6,23 250
M3 6,28 600
M4 6,47 900
M5 6,79 1200
M6 6.9 1400
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UFC/g Escherichia coli

—— JFC/g Escherichia Coli
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Figura 7. Curva de pH y crecimiento Microbiologico Escherichia coli

Tabla 12. Evaluacion de pH y crecimiento Microbiolégico Staphilococus

aureus.
Muestra pH UFC/g Staphilococus aureus
M1 6,2 80
M2 6,23 90
M3 6,28 90
M4 6,47 120
M5 6,79 240
M6 6.9 500

UFC/g Staphilococus aureus

e=g== |JFC/g Staphilococus aureus

500

240

120

9
/w

6,2 6,23 6,28 6,47 6,79 6.9
M1 M2 M3 M4 M5 M6

Figura 8. Evaluacion de pH y crecimiento microbiano
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Como se puedo observar en la figura 13 y 14 en la microbiologia se considera
que la mayor parte de microorganismos, incluyendo a Escherichia coli y
Staphilococus aureus, crecen con facilidad a un pH neutro entre 5 y 8.
Respecto a los datos obtenidos de la medicion del pH en las hamburguesas, se
evidencia un aumento del pH desde 6,2 hasta 6,9 el cual coincide con el rango

neutro que propicia el desarrollo microbioldgico.

Figura 9. Andlisis microbioldgicos contaminados, disefio experimental preliminar.

Figura 10. Testigos contaminados de E. coliy S. aureus
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Figura 11. Comparacion testigo vs T10

Figura 13. Hamburguesa sin acido ascorbico en pruebas de cAmara de vida util.
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6.2 Evaluacién 2: Se prepard un kilo de hamburguesas de quinua para ser
depositadas independientemente en sistema de refrigeracion hasta los 70
dias. El objetivo fue permitir el desarrollo de microorganismos y hongos para
identificar y determinar su tipo, de esta manera se podra inhibirlos con los
tratamientos de la investigacion. Luego de 70 dias en refrigeracion sin ningun
tipo de conservante natural se pudo identificar la presencia de dos tipos de

hongos; Fusarium y Aspergillus.

Para el aislamiento del hongo fusarium en las hamburguesas de quinua, se
tomaron tres muestras de 50g donde se evidencié una mayor proliferacion de
dicha especie de hongo. Los indicios del crecimiento de este hongo fueron
observados de acuerdo a sus caracteristicas macroscépicas las que
respondian a una coloracién pardorojiza en la base de sus colonias asi como

su forma y textura superficial filamentosa.

Figura 14. Muestra de Hamburguesa con Hongo Fusarium

Posteriormente se rasparon los hongos para ser transferidos a cajas Petri con
contenido PDA selladas con Keenplak. Una vez sembradas las cajas se
incubaron durante un tiempo de 5 dias a 25 grados centigrados donde se
observé un micelio de hongo. Se extrajo un fragmento del micelio en agar
para volverlo a sembrar en nuevas cajas Petri con medio PDA a 27 grados
centigrados. Al cabo de 7 dias se tomd la seccion del micelio y se observo en
el microscopio, usando una tincién de azul de lactofenol. En este punto se pudo

identificar que el micelio estaba formado por conidios que a su vez contenian
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racimos de microconidios y clamidosporas lo cual confirmo que el hongo
presente en las hamburguesas de quinua correspondid6 a Fusarium

verticilloides.

Para la identificacion del hongo Aspergillus se tuvieron presentes criterios de
identificaciébn generales como el color negro de su cuerpo, su textura rugosa y
su forma filamentosa. Su aislamiento fue realizado con el mismo método que
para Fusarium, y se pudo observar al final del proceso, la efectiva proliferacién

de conidios lo que confirmo la presencia de un Aspergillus Niger.

Figura 15. Muestra de hamburguesa con presencia de Aspergillus Niger

6.3 Evaluacién 3: Se prepar6 9 tripas de hamburguesa de quinua para ser
sometidas a 9 tratamientos con diferentes concentraciones de aceites
esenciales de romero y jengibre, las concentraciones se respaldan en los MIC
a los cuales se deben Escherichia coli y Staphilococus aureus para ser
inhibidos. Las concentraciones fueron de 4000, 4100 y 4200 ppm para romero,
y 2000, 3000 y 4000ppm para jengibre. Los aceites fueron afiadios en la masa

madre antes del proceso de embutido.
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La evaluacion microbioldgica de la carga inicial de las hamburguesas evidencia
que el tratamiento con acido ascoérbico no es suficiente para inhibir toda la
carga microbiana de Staphilococus aureus y Escherichia coli. Pese a que la
tasa se reduce significativamente gracias a la accion del acido ascérbico por su
efecto bactericida, es necesario controlar e inhibir el crecimiento microbiano

para asegurar la inocuidad y estabilidad del producto por méas de 30 dias.

En la evaluacion microbiolégica de los tratamientos, al tercer dia de
almacenamiento en refrigeracion, se evidencia la inhibicion total de Escherichia
coli y Staphilococus aureus validando la efectividad inmediata de la adicién de

los aceites esenciales de romero y jengibre.
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Figura 16. Resultados del analisis microbiol6gico al dia 15

Figura 17. Resultados microbioldgicos al dia 30.
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6.4 Interpretaciones de Varianza estadistica

Los resultados se analizan exclusivamente para las variables y tiempos en los
gue se encuentran microorganismos, mientras que en las variables donde no
se encuentran microorganismos no se realizara el estudio estadistico, sin
embargo en el anexo se presenta la tabla completa del analisis de varianza del

disefio experimental de bloques al azar con prueba TUKEY.

6.4.1 Evaluacién de Escherichia coli

Tabla 13. Andlisis de tratamientos para Escherichia coli en los dias 0, 1, 15, 30
y 45

Escherichia coli

Repeti | Tratamie | E.Coli0 | E.Coli 1D | E.Coli 15D | E. Coli 30D | E. Coli 45D
cién nto dias R+J R+J R+J R+J
1 1 10,5 1 1 1 1
1 2 10,5 1 1 1 1
1 3 10,5 1 1 1 1
1 4 10,5 1 1 1 1
1 5 10,5 1 1 1 1
1 6 10,5 1 1 1 1
1 7 10,5 1 1 1 1
1 8 10,5 1 1 1 1
1 9 10,5 1 1 1 1
2 1 11 1 1 1 1
2 2 11 1 1 1 1
2 3 11 1 1 1 1
2 4 11 1 1 1 1
2 5 11 1 1 1 1
2 6 11 1 1 1 1
2 7 11 1 1 1 1
2 8 11 1 1 1 1
2 9 11 1 1 1 1
3 1 10,5 1 1 1 1
3 2 10,5 1 1 1 1
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3 3 10,5 1 1 1 1
3 4 10,5 1 1 1 1
3 5 10,5 1 1 1 1
3 6 10,5 1 1 1 1
3 7 10,5 1 1 1 1
3 8 10,5 1 1 1 1
3 9 10,5 1 1 1 1

Como se observa en la tabla todos los tratamientos al dia 0 se presentan
contaminados, dado que la muestra fue tomada de la masa madre al inicio del
proceso. Cabe mencionar que al momento del muestreo ésta masa madre no
contenia los aceites esenciales de romero y jengibre. Todos los tratamientos en
el dia 3 se expresan libres de contaminacion, esto significa que el efecto de los
aceites esenciales es letal cuando entra en contacto con el producto. Los dias
15, 30 y 45 se enuncian de igual forma negativamente. Podemos concluir que
el efecto de los aceites esenciales de romero y jengibre elimina la posibilidad
de la re activacion de los microorganismos en el producto, impidiendo su

crecimiento desde el primer dia en contacto con el mismo.

Dado que los datos arrojados en el dia 1, 15, 30 y 45 son 0 =1(vn+ 1) no se
justifica hacer un andlisis de varianza ya que los valores no presentan ninguna
variacion. Se puede interpretar que el efecto sinérgico del aceite esencial de
romero y jengibre basado en la superioridad del MIC pertinente a cada uno de
ellos, logra inhibir el desarrollo de Escherichia coli desde el primer dia. Se
puede discernir que el pH de 6,1 conjuntamente con una temperatura de

refrigeracion de 4°C contribuye también a que la bacteria no se desarrolle.

Segun datos bibliograficos el MIC al cual Escherichia coli es inhibido es
4000ppm por tanto es justificable que la inhibicién sea real en cada tratamiento
desde el primer hasta los 45 dias, pues los 9 tratamientos experimentales
comprenden valores de 4000ppm hasta 4300ppm, de esta manera se asegura

la inhibicién y desarrollo absoluto de la bacteria.



6.4.2 Staphilococus aureus, analisis de Varianza

6.4.2.1 Anaélisis dia 15

Ho=pl=p2 =p3=p4 = p5 = 6 = u7 = u8 = p9
Ha=put1#u2# u3# ud # ud# u6 # u7 # u8 # u9

p: promedio de unidades formadoras de colonia UFC para los tratamientos T1 — T9

Tabla 14. Analisis de varianza para Staphilococus aureus en el dia 15.
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F.V. G.L. S.C. C.M. F. P. VALOR
TOTAL 26 38,7
REPETICION 0,96 0,48 1,06 0,3684
TRATAMIENTO 8 30,52 3,82 8,45 0,0002
ERROR 16 7,22 0,45

Tabla 15. Ponderacion de tratamientos para Staphilococus aureus en el dia 15.

TRATAMIENTO MEDIA RANGO
1 3,73 |A
4 33|A
6 2,53 A B
2 253 A B
8 1 B
9 1 B
3 1 B
7 1 B
5 1 B

Desviaciéon estandar: 0.39

Como podemos observar el valor p (probabilidad) de los tratamientos es igual a

0.002 siendo menor a 0.05 (error experimental o nivel de significancia), esto

revela que efectivamente si existen diferencias significativas en los tratamientos

por tanto podemos determinar cual es el mas efectivo a los 15 dias.

Segun el test de Tukey los mejores tratamientos son el 5y 7 estos contienen
respectivamente 5(4100R — 3000J) y 7(4300R — 2000J). Se puede interpretar

gue segun datos bibliograficos el MIC del romero efectivo para Staphilococus

Aureus es de 1024 ppm, sin embrago debido a la consecuencia de aplicar
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volimenes iguales o superiores a 4096 ppm con el objetivo de inhibir

Escherichia coli,

Staphilococus Aureus.

se respalda la inhibicibn y desarrollo de la bacteria

Respecto al efecto del aceite esencial de jengibre los estudios dictan que el

rango efectivo para

impedir el

desarrollo de fumonisina y ergosterol,

responsables del deterioro del alimento es de 2000 — 4000 ppm, este valor

coincide con la efectividad de los tratamientos 5y 7 siendo superiores con 3000

ppm para el T5 y 2000 para el T7, evidenciandose como los mejores al dia 15.

6.4.2.2 Analisis dia 30

Ho=pl=R2=pu3=p4 =p5 =6 = 47 = u8 = p9
Ha=put1#u2# u3# ud # ud# u6 # u7 # u8 # u9

W: promedio de unidades formadoras de colonia UFC para los tratamientos T1 — T9

Tabla 16. Andlisis de varianza para Staphilococus Aureus en el dia 30.

F.V. G.L. S.C. C.M. F. P. VALOR
TOTAL 26 492,01
REPETICION 3,14 1,57 0,3 0,7472
TRATAMIENTO 404,25 50,53 9,56 0,0001
ERROR 16 84,61 5,29

Tabla 17. Ponderacion de tratamientos para Staphilococus aureus en el dia 30.

TRATAMIENTO MEDIA RANGO

1 10,87 | A

2 10,07 | A

7 3,3 B
4 1 B
3 1 B
8 1 B
5 1 B
6 1 B
9 1 B
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Desviacion estandar: 1.33

Se puede observar que en el dia 30 la bacteria Staphilococus aureus presenta
un valor de probabilidad (p) de 0.0001 menor al error experimental de 0.05 lo
cual nos indica que hay una diferencia significativa en la accion de cada uno de
los tratamientos, es asi que se puede determinar el mejor de ellos para la

inhibicion de esta bacteria en dicho periodo de tiempo.

Claramente los tratamientos 9, 6 y 5 se muestran como los mejores sin
embargo los tratamientos 9 (4300R-4000J) y 6 (4100-4000) contienen valores
ppm de aceites esenciales muy altos y no necesarios para la inhibicién, ya que
el tratamiento 5 con (4100R-3000J) inhibe de forma positiva el crecimiento
microbiano en las 3 repeticiones conteniendo valores inferiores de ppm de

romero y jengibre que los tratamiento 9 y 6 a los 30 dias.

6.4.2.2 Analisis dia 45

Ho=pl=pR2=p3 =4 =p5 =6 = u7 = u8 = u9
Ha=put#u2# u3# ud # ub+ u6 #u7 # u8 # u9

p: promedio de unidades formadoras de colonia UFC para los tratamientos T1 — T9

Tabla 18. Analisis de varianza para Staphilococus Aureus en el dia 45.

F.V. G.L. S.C. C.M. F. P. VALOR
TOTAL 26 1176,67
REPETICION 2 1,54 0,77 0,46 0,639
TRATAMIENTO 8 1148,41 143,55 85,95 <0,0001
ERROR 16 26,72 1,67

Tabla 19. Ponderacion de tratamientos para Staphilococus aureus en el dia 45.

TRATAMIENTO MEDIA RANGO
1 16,67 | A
7 14,27 | A
2 13,23 | A
8 1 B
9 1 B
6 1 B
3 1 B
4 1 B
5 1 B
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Desviacion estandar: 0.75

Como podemos observar el valor p (probabilidad) de los tratamientos es igual a
<0.0001 siendo menor a 0.05 (error experimental o nivel de significancia), esto
revela que efectivamente si existen diferencias significativas en los tratamientos

por tanto podemos determinar cual es el mas efectivo a los 45 dias.

Se puede determinar que el mejor tratamiento a los 45 dias es el 5 (4100R —
3000J), estos resultados se respaldan en cuanto a las investigaciones
preliminares ya que las 4100ppm del romero cubren el MIC de 4096ppm
necesario para inhibir Escherichia coli y 1024ppm para inhibir Staphilococus
aureus. Los Valores del aceite esencial de jengibre también respaldan su
funcién ya que en rangos de 2000-4000ppm se inhibe las fumonisinas y el
ergosterol, responsables directos del deterioro y pérdida de vida util del

producto.

Es importante mencionar los tratamientos no efectivos para el estudio de
Staphilococus aureus, ya que esto contribuye en direccionar de mejor forma la
seleccién de los mejores tratamientos. Es asi que los tratamientos menos
efectivos son: 1(4000R-2000J), 4(4100R-2000J) y 7(4300R-2000J), se puede
inferir a que esto se debe al bajo contenido de jengibre 2000ppm, siendo
insuficiente para inhibir el desarrollo de fumonisina y ergosterol lo cual produce
un deterioro mas rapido del producto asi también ejerce un menor poder
sinérgico con el aceite esencial de romero para inhibir el crecimiento de las
bacterias estudiadas. Sin embargo se evidencia que contenidos de 3000ppm
de jengibre ejercen un efecto sinérgico ideal con el aceite esencial de romero
provocando que dichos tratamientos tales como el 5 y el 8 inhiban
completamente el desarrollo de microorganismos hasta los 45 dias.



6.4.3 Coliformes, Anélisis de Varianza

6.4.3.1 Anédlisis dia 1

Ho=pl =2 =pu3=p4 = p5 = 6 = 47 = u8 = p9
Ha=put1#u2# u3# ud # ud# u6 # u7 # u8 # u9

p: promedio de unidades formadoras de colonia UFC para los tratamientos T1 — T9

Tabla 20. Analisis de varianza para Coliformes en el dia 1

F.V. G.L. S.C. C.M. F. P. VALOR
TOTAL 26 412,99
REPETICION 7 3,5 4,72 0,0244
TRATAMIENTO 8 394,13 49,27 66,47 <0,0001
ERROR 16 11,86 0,74

Tabla 21. Ponderacion de tratamientos para Coliformes en el dia 1

TRATAMIENTO MEDIA RANGO
1 13,33[A
4 4,5 B
2 4,07
7 1,77 D
3 1 D
6 1 D
5 1 D
8 1 D
9 1 D

Desviacién estandar: 0.50

Como podemos observar el valor p. de los tratamientos es igual a <0.0001
siendo menor a 0.05 (error experimental o nivel de significancia), esto revela
que efectivamente si existen diferencias significativas en los tratamientos por

tanto podemos determinar cual es el mas efectivo al primer dia de aplicacién de

los mismos.
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El mejor tratamiento que se puede observar en el analisis estadistico es el
9(4300R-4000J) seguido por el 5(4100R-3000J), sin embargo el 5 se
superpone al 9 debido a que con menos concentracidbn de los aceites
esenciales ejerce el mismo efecto inhibitorio de los microorganismos desde el
primer dia de uso. Es importante recalcar que econdmicamente en la industria
alimentaria, es mas sustentable seleccionar un tratamiento que no requiera de
cantidades mayores a las necesarias, para ser efectivo en el producto. Por
tanto el tratamiento 5 es el ideal para inhibir el crecimiento de Coliformes desde

el primer dia.

6.4.3.2 Analisis dia 15

Ho=pl=p2 =p3=p4 =p5 = 6 = u7 = u8 = u9
Ha=put#u2# u3# ud # ub# u6 #u7 # u8 # u9

W: promedio de unidades formadoras de colonia UFC para los tratamientos T1 — T9

Tabla 22. Andlisis de varianza para Coliformes en el dia 15.

F.V. G.L. S.C. C.M. F. P. VALOR
TOTAL 26 823,37
REPETICION 2 35,67 17,83 5,52 0,0151
TRATAMIENTO 8 735,97 92 28,45 <0,0001
ERROR 16 51,73 3,23

Tabla 23. Ponderacion de tratamientos para Coliformes en el dia 15

TRATAMIENTO MEDIA RANGO
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Desviacion estandar: 1.04

Se puede observar que en el dia 15 la bacteria Coliformes presenta un valor de
probabilidad (p) de <0.0001 siendo menor al error experimental de 0.05 lo cual
nos indica que hay una diferencia significativa en la accion de cada uno de los
tratamientos, es asi que se puede determinar el mejor de ellos para la

inhibicion de esta bacteria en dicho periodo de tiempo.

Los mejores tratamientos son el 3(4000R-4000J), 9(4300R-4000J), 8(4300R-
3000J) y 5(4100R-3000J) respectivamente. El tratamiento 3 contiene las
mismas proporciones de los aceites esenciales, sin embargo concentraciones
de 3000ppm de jengibre son suficientes para inhibir fumonisina y ergosterol
como es el caso del tratamiento 5. Los tratamientos 8 y 9 no se consideran
ideales, pues como se mencion0 anteriormente no son econdmicamente
sustentables para ser usados en la industria ya que sus cantidades sobrepasan
las dosis ya efectivas. Finalmente se puede considerar que el tratamiento 5 es
el ideal dado por sus concentraciones (4100R-3000J) constituyéndose como

efectivo para controlar el crecimiento de coliformes a los 15 dias.

6.4.3.3 Analisis dia 30
Ho=pl=R2=pu3=p4 =5 =u6 = u7 = u8 = u9
Ha=put1#u2# u3# ud # ud# u6 # u7 # u8 # u9

p: promedio de unidades formadoras de colonia UFC para los tratamientos T1 — T9

Tabla 24. Andlisis de varianza para Coliformes en el dia 30.

F.V. G.L. S.C. C.M. F. P. VALOR
TOTAL 26 1812,43
REPETICION 3,74 1,87 0,31 0,7373
TRATAMIENTO 17123 214,04 35,53 <0,0001
ERROR 16 96,38 6,02
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Tabla 25. Ponderacion de tratamientos para Coliformes en el dia 30

TRATAMIENTO MEDIA RANGO
22,87 A
17,4 A B
12,23 B
11,07 B
1,77
1

=

© OO W 00 o~ N N

O o0 o000

1
1
1

Desviacion estandar: 1.42

Se puede observar que en el dia 30 la bacteria Coliformes presenta un valor de
probabilidad (p) de <0.0001 siendo menor al error experimental de 0.05 lo cual
nos indica que hay una diferencia significativa en la accion de cada uno de los
tratamientos, es asi que se puede determinar el mejor de ellos para la

inhibicion de esta bacteria en dicho periodo de tiempo.

Los mejores tratamientos determinados en la tabla son el 9(4300R-4000J),
6(4100R-4000J), 3(4000R-4000J), 8(4300R-3000J) y 5(4100R-3000J)
respectivamente. Se puede determinar que los tratamientos 9, 6, 3 y 8
contienen MIC efectivos pero que sin embargo son excesivos para la dosis
efectiva del tratamiento 5. Es asd que se puede establecer que el mejor
tratamiento para inhibir el crecimiento de Coliformes a los 30 dias es el

tratamiento 5.

6.4.3.4 Analisis dia 45

Ho=pl =2 =p3=p4 = p5 = 6 = u7 = u8 = p9
Ha=put#u2# u3# ud # ub+ u6 #u7 # u8 # u9

W: promedio de unidades formadoras de colonia UFC para los tratamientos T1 — T9
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Tabla 26. Analisis de varianza para Coliformes en el dia 45.

F.V. G.L. S.C. C.M. F. P. VALOR
TOTAL 26 2653,58
REPETICION 2 9,44 4,72 1,11 0,3544
TRATAMIENTO 8 2575,93 321,99 75,54 <0,0001
ERROR 16 68,2 4,26

Tabla 27. Ponderacion de tratamientos para Coliformes en el dia 45.

TRATAMIENTO MEDIA RANGO
1 26,13 | A
7 229A
2 15,57 B
4 11,91
9 1 C
8 1 C
3 1 C
5 1 C
6 1 C

Desviacion estandar: 1.19

Como podemos observar el valor p. de los tratamientos es igual a <0.0001
siendo menor a 0.05 (error experimental o nivel de significancia), esto revela
que efectivamente si existen diferencias significativas en los tratamientos por
tanto podemos determinar cual es el mas efectivo al primer dia de aplicacién de

los mismos.

Como podemos observar los mejores tratamientos son el 6(4110R-4000J),
5(4100R-3000J), 3(4000R-4000J), 8(4300R-3000J) y 9(4300R-4000J). Se
puede observar que los tratamientos 6, 3, 8 y 9 coinciden al contener
concentraciones elevadas para el caso del aceite esencial de romero y
jengibre. El tratamiento 5 a su vez se convierte en el mejor tratamiento, dado
por sus concentraciones, para inhibir el crecimiento de microorganismos a los
45 dias. Los tratamientos menos efectivos en el estudio de Coliformes son;
1(4000R-2000J), 4(4100R-2000J) y 7(4300R-2000J) estos tratamientos

concuerdan al contener valores de 2000ppm para el caso del aceite esencial de
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jengibre siendo menos efectivos para inhibir el desarrollo de dichos

microorganismos.

6.5 Determinacion de vida Gtil de las hamburguesas de quinua

Los andlisis microbiolégicos se realizaron para determinar la presencia de las
bacterias Staphilococus Aureus, Escherichia coli y Coliformes en las
hamburguesas de quinua en periodos de 1, 15, 30 45 dias. El fin de este
estudio fue poder comparar los resultados obtenidos con la norma INEN
1346:2010 de carne molida, debido a que actualmente no existe una norma con
parametros especificos para productos vegetarianos o analogos carnicos
denominados como carne vegetal, y por cuanto el producto de esta norma tiene

caracteristicas similares a la de hamburguesa de quinua.

Al comprar los requisitos microbiolégicos establecidos por la norma INEN 1
346:2010, y tomando en consideracion que la carne molida es producto de
origen animal y por ende con mayores indices de contaminacion, vs los
resultados obtenidos a los 45 dias de almacenamiento con los preservantes
naturales, se puede comprender que esta investigacion asegura la estabilidad
microbiolégica de las hamburguesas de quinua hasta los 45 dias dado por la
ausencia total de los microorganismos Staphilococus aureus, Escherichia coli y

Coliformes.

6.5.1 Requisitos microbioldgicos para la carne molida

La tabla 18 nos muestra en notacion exponencial los requisitos microbiolégicos
para la aceptacion de productos vegetales procesados con quinua, los
parametros son dados por ensayos independientes INEN que muestran los
limites tolerables y de rechazo. Esta tabla es fundamental para realizar los
parametros de comparacion con la tabla obtenida del muestreo final de las

hamburguesas de quinua.



Tabla 28. Requisitos microbioldgicos para la carne molida

M ( Tolerable)

M ( Rechazo)

Método de ensayo

Aerobios mesobfilos

1.0x 10° 1.0x 107 NTE INEN 1 529-5
ufc/g
Escherichia coli
1.0 x 102 1.0x 103 NTE INEN 1 529-8
ufc/g
Staphilococus
1.0 x 102 5.0x 102 NTE INEN 1 529-14
aureus
Salmonella AUSENCIA AUSENCIA NTE INEN 1 529-15
Colliformes 1.0 x 102 1.0 x 10? NTE INEN 1 529-13

Tomado de: INEN 1 346:2010
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6.5.2 Resultados microbiolégicos para las hamburguesas de quinua (T5).

Tabla 29. Requisitos microbioldgicos para la hamburguesa de quinua

M ( Tolerable)

M ( Rechazo)

Método de ensayo

Aerobios mesdbfilos

Microbiolégicos

10 100 -~
ufc/g petrifilm
Escherichia coli Microbioldgicos
AUSENCIA AUSENCIA B
ufc/g petrifilm
Staphilococus Microbiolégicos
AUSENCIA AUSENCIA »
aureus petrifilm
Microbiolégicos
Salmonella AUSENCIA AUSENCIA -~
petrifilm
_ Microbiolégicos
Colliformes AUSENCIA AUSENCIA

petrifilm
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1 Conclusiones

Las pruebas realizadas a nivel de laboratorio permitieron hallar la formulacién
ideal de un analogo proteico en forma de hamburguesa de quinua, que simula
las caracteristicas de una hamburguesa de carne comun, cuya composicion
esta sujeta a preservantes de origen natural que respaldan su inocuidad
microbiolégica y estabilidad en percha.

Las formulaciones de preservantes naturales conformadas por Acido ascorbico,
Aceite esencial de romero y jengibre que fueron analizadas en esta
investigacion, son efectivas para inhibir el crecimiento de bacterias
Staphilococus aureus, Escherichia coli y Coliformes en las hamburguesas de

quinua, hasta los 45 dias en sistema de refrigeracién y con empacado al vacio.

En base del estudio preliminar del efecto sinérgico bactericida del acido
ascorbico, se determina que promedios iguales o superiores a 5000ppm
contenidos en las hamburguesas, son mas efectivos para reducir el crecimiento
de bacterias. Sin embargo la muestra M9 (7000ppm acido ascoérbico) nos indica
que la curva de crecimiento tiende a aumentar el promedio microbiologico
después de la misma. Esto nos indica que el acido ascorbico no es suficiente

para inhibir completamente el desarrollo de los microorganismos estudiados.

Es fundamental aplicar conservantes en esta gama de productos ya que en la
microbiologia se considera que la mayor parte de bacterias crecen con facilidad
a un pH neutro entre 5 y 8. Respecto a los datos obtenidos de la medicion del
pH en las hamburguesas, se evidencia un pH entre 6,2 hasta 6,9 el cual

coincide con el rango neutro que propicia el desarrollo microbiolégico.
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La funcion bactericida de los aceites esenciales de jengibre y romero
demuestran que es posible su uso como preservantes naturales en

hamburguesas de quinua en reemplazo de preservantes de origen sintético.

Basados en los resultados obtenidos del disefio experimental de aceites
esenciales realizados en los 9 tratamientos, se da a conocer que el tratamiento
5 (4100Romero-3000Jengibre) es el més efectivo para inhibir el crecimiento de
las bacterias Staphilococus aureus, Escherichia coli y Coliformes responsables

del deterioro y perdida de vida util del producto.

A través de los analisis realizados a nivel de laboratorio en esta investigacion
se determin6 que el tiempo de vida util del producto sin preservantes era de 15
dias, sin embargo gracias a la accion del preservante natural formulado se ha
alcanzado efectivamente los 45 dias libres de contaminacion de las bacterias

en estudio, asegurando la calidad y la inocuidad del producto.

7.2 Recomendaciones

Desarrollar una norma técnica en Ecuador que regule los requisitos para
elaborar productos analogos proteicos y permita direccionar el mejoramiento

continuo de esta gama de productos funcionales.

Profundizar el estudio de aceites esenciales de romero y jengibre como
preservantes naturales en otras gamas de alimentos de origen vegetal y

animal.

Monitorear constantemente las necesidades de las industrias de alimentos a fin
de definir las nuevas exigencias que tengan los productores, las cadenas de

distribucion y los clientes finales.
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Proponer investigacion y desarrollo de productos analogos proteicos o
vegetarianos con base funcional, a fin de cubrir las necesidades de los

consumidores que cada dia se direccionan més a este tipo de alimentacion.

Investigar los MIC de los aceites esenciales de romero y jengibre en otro tipo
de bacterias, a fin de cuantificar dosis efectivas mas exactas para ser afiadidas

a productos e inhibir la proliferacion de microorganismos.

Realizar andlisis sensoriales que definan el impacto real de la utilizaciéon de

aceites esenciales en productos alimenticios.
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ANEXO 1. IMAGENES DEL PROCESO DE PRODUCCION DE HAMBURGUESAS

Adicién de goma xanthan a la masa

Aceite esencial de romero y jengibre



Tratamientos contenidos de acido Ascorbico mas aceites esenciales



ANEXO 2. TABLAS ESTADISTICAS DEL DISENO EXPERIMENTAL

Resultados de disefio experimental con aceite esencial de romero y jengibre. Repeticion 1.

UFC/G S. UFCIG UFC/G UFC/G UFC/G
UFCIG S. UFCIG S. UFCIG S.
UFC/G AUREUS AL COLIFORMES UFC/G E.COLI A COLIFORMES UFC/G E.COLI COLIFORMES UFC/G E.COLI A COLIFORMES
UFC/G E.COLI AL . AUREUS A 15 B AUREUS A 30 . AUREUS A 45
COLIFORMES . TERCER DIA TOTALES AL 15 DIAS DE B TOTALES A 15 A 30 DIAS DE R TOTALES A 30 45 DIAS DE R TOTALES A 45
FARGA INICIAL TERCER DIA DE R DIAS DE . DIAS DE . DIAS DE .
TOTALES ) DE TERCER DIA DE ALMACENAMIEN DIAS DE ALMACENAMI DIAS DE ALMACENAMIEN DIAS DE
# TRATAMIENTO DOSIS |ESTIGO E.COLI EXPERIMENTACION ALMACENAMI ALMACENAMIEN ALMACENAMIEN
TESTIGO EXPERIMENT EXPERIMENTACI TO ALMACENAMIEN ENTO ALMACENAMIEN TO ALMACENAMIEN
Y S. AUREUS ) R ENTO TO TO
ACION ON TO TO TO
M1 M1 M1 M2 M2 M2 M3 M3 M3 M4 M4 M4
4000R-
T1 2000J 110 260 60 0 0 190 0 10 300 0 210 460 0 410 610
4000R-
T2 3000J 110 260 60 0 0 10 0 0 0 0 70 250 0 130 280
4000R-
T3 4000J 110 260 60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4100R-
T4 2000J 110 260 60 0 0 20 0 10 10 0 0 150 0 0 270
4100R-
T5 3000J 110 260 60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4100R-
T6 4000J 110 260 60 0 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0
4300R-
T7 2000J 110 260 60 0 0 0 0 0 40 0 10 300 0 240 570
4300R-
T8 3000J 110 260 60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4300R-
T9 4000J 110 260 60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0




Resultados de disefio experimental con aceite esencial de romero y jengibre. Repeticion 2.
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REPETICION 2

UFCIG COLIFORMES UFC/IGE.COLIAL | UFC/G S. AUREUS AL Tlg_if;so:ri:ﬂcz UFCIGE.COLIALS | UFC/G S. AUREUS A COLLIJI:z:?GMES UFCIG E.COLIA30 | UFC/G S. AUREUS A COLL\JI:g:?GI\/IES UFC/G E.COLIA45 UFC/G S. AUREUS UFCIG COLIFORMES
CARGAINICAL | 1oraLEs TESTIGO TERCER DiA DE TERCER DIA DE oiADE DIAS DE 15 DIAS DE TOTALES A 15 DIAS DIiAS DE 30 DIAS DE TOTALES A 30 DIAS DE A 45 DIAS DE TOTALES A 45 DIAS DE
4 TRATAMIENTO DOSIS TESTIGO E.COLI EXPERIVENTACION | EXPERMENTACION | o o | ALMACENAMIENTO | ALMACENAMIENTO DE ALMACENAMIENTO | ALMACENAMIENTO DiAS DE ALMACENAMIENTO | ALMACENAMIENTO |  ALMACENAMIENTO
Y'S. AUREUS ALMACENAMIENTO ALMACENAMIENTO
M1 M1 M1 M2 M2 M2 M3 M3 M3 M4 M4 M4
4000R-
T1 2000J 120 | 300 71 0 0 230 0 20 530 0 120 760 0 200 940
4000R-
T2 3000J 120 | 300 71 0 0 30 0 10 40 0 30 170 0 210 280
4000R-
T3 4000J 120 | 300 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4100R-
T4 2000J 120 | 300 71 0 0 30 0 10 49 0 0 50 0 0 70
4100R-
T5 3000J 120 | 300 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4100R-
T6 4000J 120 | 300 71 0 0 0 0 10 20 0 0 0 0 0 0
4300R-
T7 2000J 120 | 300 71 0 0 10 0 0 80 0 10 350 0 190 510
4300R-
T8 3000J 120 | 300 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4300R-
T9 4000 120 | 300 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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Resultados de disefio experimental con aceite esencial de romero y jengibre. Repeticion 3.

REPETICION 3
UFCIG UFC/G UFCIG UFCIG
UFC/G S. UFC/G S. UFC/G S. UFC/G S.
UFCIG UFC/G E.COLI AL COLIFORMES UFC/G E.COLI COLIFORMES UFC/G E.COLI COLIFORMES UFC/G E.COLI A COLIFORMES
CARGA . AUREUS AL . AUREUS A 15 . AUREUS A 30 . AUREUS A 45
COLIFORMES TERCER DIA DE TOTALES AL A 15 DIAS DE . TOTALES A 15 A 30 DIAS DE . TOTALES A 30 45 DIAS DE ) TOTALES A 45
INICIAL TERCER DIA DE . DIAS DE . DIAS DE : DIAS DE .
TOTALES EXPERIMENTACI TERCER DIA DE | ALMACENAMI DIAS DE ALMACENAMI DIAS DE ALMACENAMIEN DIAS DE
# TRATAMIENTO DOSIS TESTIGO . EXPERIMENTACI ALMACENAMIEN ALMACENAMI ALMACENAMI
TESTIGO ON . EXPERIMENTACI ENTO ALMACENAMIEN ENTO ALMACENAMIEN TO ALMACENAMIEN
E.COLIYS. ON . TO ENTO ENTO
ON TO TO TO
AUREUS
M1 M1 M1 M2 M2 M2 M3 M3 M3 M4 M4 M4
4000R-
T1 2000J 110 | 280 40 0 0 120 0 10 200 0 50 380 0 240 530
4000R-
T2 3000J 110 | 280 40 0 0 10 0 10 0 0 260 60 0 190 170
4000R-
T3 4000J 110 | 280 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4100R-
T4 2000J 110 | 280 40 0 0 10 0 10 10 0 0 190 0 0 120
4100R-
T5 3000J 110 | 280 40 0 0 0 0 0 10 0 0 10 0 0 0
4100R-
T6 4000J 110 | 280 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4300R-
T7 2000J 110 | 280 40 0 0 0 0 0 30 0 10 260 0 180 490
4300R-
T8 3000J 110 | 280 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4300R-
T9 4000J 110 | 280 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0




Matriz de disefio experimental con 3 repeticiones
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REPETICION TRATAMIENTO E. COLI 0 DIAS STAPH. 0 DIAS COLIF. 0 DIAS E. COLI3D R+J STAPH. 3D R+J COLIF. 3D R+ E. COLI 15D R+J STAPH. 15D R+J COLIF. 15D R+J E. COLI 30D R+J STAPH. 30D R+J COLIF. 30D R+J E. COLI 45D R+J STAPH. 45D R+J COLIF. 45D R+J
1 1 110 260 60 0 0 190 0 10 300 0 210 460 0 410 610
1 2 110 260 60 0 0 10 0 0 0 0 70 250 0 130 280
1 3 110 260 60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 4 110 260 60 0 0 20 0 10 10 0 0 150 0 0 270
1 5 110 260 60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 6 110 260 60 0 0 0 0 10 0 0 0 0 0 0 0
1 7 110 260 60 0 0 0 0 0 40 0 10 300 0 240 570
1 8 110 260 60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 9 110 260 60 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 1 120 300 71 0 0 230 0 20 530 0 120 760 0 200 940
2 2 120 300 71 0 0 30 0 10 40 0 30 170 0 210 280
2 3 120 300 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 4 120 300 71 0 0 30 0 10 49 0 0 50 0 0 70
2 5 120 300 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 6 120 300 71 0 0 0 0 10 20 0 0 0 0 0 0
2 7 120 300 71 0 0 10 0 0 80 0 10 350 0 190 510
2 8 120 300 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 9 120 300 71 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 1 110 280 40 0 0 120 0 10 200 0 50 380 0 240 530
3 2 110 280 40 0 0 10 0 10 0 0 260 60 0 190 170
3 3 110 280 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 4 110 280 40 0 0 10 0 10 10 0 0 190 0 0 120
3 5 110 280 40 0 0 0 0 0 10 0 0 10 0 0 0
3 6 110 280 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 7 110 280 40 0 0 0 0 0 30 0 10 260 0 180 490
3 8 110 280 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 9 110 280 40 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0




Cuadro de raices (n+1)

80

RE’PETI TRATAMI E.’ CcoLIo STAPH. 0 CQLIF. 0 | E.COLI STAPH. COLIF. E. COLI STAPH. COLIF. E. COLI STAPH. COLIF. E. COLI STAPH. COLIF.

CION ENTO DIAS DIAS DIAS 3D R+J 3D R+J 3D R+J 15D R+J 15D R+J 15D R+J 30D R+J 30D R+J 30D R+J 45D R+J 45D R+J 45D R+J
1 1 10,5 16,2 7,8 1 0,0 13,8 1 3,3 17,3 1 14,5 21,5 1 20,3 24,7
1 2 10,5 16,2 7,8 1 0,0 3,3 1 1,0 1,0 1 8,4 15,8 1 11,4 16,8
1 3 10,5 16,2 7,8 1 0,0 1,0 1 1,0 1,0 1 10 1,0 1 1,0 1,0
1 4 10,5 16,2 7,8 1 0,0 4,6 1 3,3 3,3 1 1,0 12,3 1 1,0 16,5
1 5 10,5 16,2 7,8 1 0,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0
1 6 10,5 16,2 7,8 1 0,0 1,0 1 3,3 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0
1 7 10,5 16,2 7,8 1 0,0 1,0 1 1,0 6,4 1 3,3 17,3 1 15,5 23,9
1 8 10,5 16,2 7,8 1 0,0 1,0 1 10 1,0 1 10 1,0 1 1,0 1,0
1 9 10,5 16,2 7,8 1 0,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0
2 1 11,0 17,3 8,5 1 0,0 15,2 1 4,6 23,0 1 11,0 27,6 1 14,2 30,7
2 2 11,0 17,3 8,5 1 0,0 5,6 1 3,3 6,4 1 5,6 13,1 1 14,5 16,8
2 3 11,0 17,3 8,5 1 0,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0
2 4 11,0 17,3 8,5 1 0,0 5,6 1 3,3 7,1 1 1,0 7,1 1 1,0 8,4
2 5 11,0 17,3 8,5 1 0,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0
2 6 11,0 17,3 8,5 1 0,0 1,0 1 3,3 4,6 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0
2 7 11,0 17,3 8,5 1 0,0 3,3 1 1,0 9,0 1 3,3 18,7 1 13,8 22,6
2 8 11,0 17,3 8,5 1 0,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0
2 9 11,0 17,3 8,5 1 0,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0
3 1 10,5 16,8 6,4 1 0,0 11,0 1 3,3 14,2 1 7,1 19,5 1 15,5 23,0
3 2 10,5 16,8 6,4 1 0,0 3,3 1 3,3 1,0 1 16,2 7,8 1 13,8 131
3 3 10,5 16,8 6,4 1 0,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0
3 4 10,5 16,8 6,4 1 0,0 3,3 1 3,3 3,3 1 1,0 13,8 1 1,0 11,0
3 5 10,5 16,8 6,4 1 0,0 1,0 1 1,0 3,3 1 1,0 3,3 1 1,0 1,0
3 6 10,5 16,8 6,4 1 0,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0
3 7 10,5 16,8 6,4 1 0,0 1,0 1 1,0 5,6 1 3,3 16,2 1 13,5 22,2
3 8 10,5 16,8 6,4 1 0,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0
3 9 10,5 16,8 6,4 1 0,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0 1 1,0 1,0




