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RESUMEN

La presente investigacion tiene la finalidad de evaluar el efecto antimicrobiano
de las formulaciones del acido ascérbico con aceite esencial de jengibre y

jengibre en polvo (Zingiber officinale), en balanceado para aves etapa inicial.

Se prepararon 5 tratamientos con acido ascorbico, aceite esencial de jengibre y
jengibre en polvo a distintas concentraciones. El tratamiento 1 tuvo un aditivo
sintético, al tratamiento 2 y 3 se le agregd jengibre en polvo, y a los
tratamientos 4 y 5 se agreg6 aceite esencial de jengibre, las cuales fueron
aplicadas al balanceado para aves etapa inicial y fueron almacenadas por 90

dias en temperatura ambiente.

El efecto antimicrobiano de los diferentes tratamientos se determiné utilizando
placas Petrifilm para cada tipo de microorganismo: hongos, levaduras,
enterobacterias y Salmonella. Se tomaron los datos de unidades formadoras de
colonias (UFC) en el dia 0, dia 30, dia 60 y dia 90. También se tomaron datos

de pH y peréxidos.

Estos tratamientos inhibieron por completo a las bacterias de Salmonella, la
cantidad de unidades formadoras de colonias de los otros microorganismos
que se registraron fueron inferiores a las que da la norma NTE INEN
1829:2014.

Los tratamientos aplicados previnieron la formacion de perdxidos en los
balanceados para aves etapa inicial. Los niveles de pH se mantuvieron en el
rango establecido por la norma NTE INEN 1829:2014.

Como resultado final se tiene que las formulaciones de acido ascoérbico con
aceite esencial de jengibre y jengibre en polvo, pueden sustituir a los aditivos
sintéticos. Se pudo mantener la vida util del balaceado de aves etapa inicial,

desde el punto de vista microbioldgico, por 90 dias.



ABSTRACT

The purpose of this research is to evaluate the antimicrobial effect of the
ascorbic acid formulations with ginger essential oil and powdered ginger

(Zingiber officinale), of poultry feed in initial stage.

Five treatments were prepared with ascorbic acid, ginger essential oil and
ginger powder at different concentrations. Treatment 1 had a synthetic additive,
with treatment 2 and 3, powdered ginger was added and treatments 4 and 5
were added with essential ginger oil, which were applied to poultry feed in initial
stage and were stored for 90 days to surrounding temperature.

Antimicrobial effect of the different treatments was determined using petrifilm
plates for each type of microorganism: fungi, yeasts, enterobacteria and
Salmonella. Data were collected from colony-forming unit (CFU) on day 0, day

30, day 60 and day 90. pH and peroxide data were also taken.

These treatments completely inhibited Salmonella bacteria. The number of
colony-forming units of the other microorganisms that were registered were
lower than those given by the NTE INEN 1829: 2014.

The applied treatments prevented the formation of peroxides in the poultry feed
in initial stage. The pH levels were maintained within the range established by
the NTE INEN 1829: 2014 standard.

As a final result we have that the ascorbic acid formulations with ginger
essential oil and ginger powder, can substitute for the synthetic additives. It was
possible to maintain the shelf life of poultry feed in initial stage from the

microbiological point for 90 days.

Keywords: antimicrobial effect, ascorbic acid, ginger essential oil, powdered

ginger, poultry feed in initial stage, Salmonella, peroxides.
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1. Capitulo I: Introduccion

En el Ecuador el consumo de carne de pollo por parte de la poblacion es alto.
Los avicultores se enmarcan en la crianza convencional o tradicional, mediante
la utilizacion formulada de dietas balanceadas con la inclusién de antifungicos,
antioxidantes, acidificantes y promotores de crecimiento para garantizar la
mejor conversion del pollo y a la vez cuidando su salud, estos productos
poseen un alto precio, lo que afecta a la rentabilidad de pequefios y medianos
productores en los costos de produccion, sin considerar los residuos toxicos
que pueden generar en producto procesado, por la utilizacion de los aditivos

guimicos sintéticos. (Bhandari, 2012).

En la figura 1, se observa la preferencia del consumo de carne pollo, seguido

por carne de cerdo y luego la carne de pavo. (Conave, 2006).

Polio Cerdo Pavo
La industria ecuatoriana La produccién Se consume
produce por ano entre anual es de anualmente
400 mil y 450 150 mil 10 mil
mil toneladas toneladas toneladas
Consumo promedio El consumo per capita Lo que representa un
por habitante esta entre consumo promedio de
32 kg por 10 y 12 kg por 1 kilo por
persona persona persona
De acuerdo a Ia Corporacién Nacional
de Avicultores (Conave), en el 2006 la
produccién nacional alcanzaba los
5.081 toneladas métricas (TM) de
came de pavo, mientras que para el
2012 subib en 86%, es decir
aso. 4_92 ™M

Figura 1. Produccion de proteina animal en Ecuador

En los ultimos afios la produccién de pollo en carne a nivel mundial se orienta a
excluir todos los aditivos quimicos. El incorporar fuentes de principios activos
de forma natural principalmente en los extractos vegetales y acido organicos,
esto conlleva a una produccion avicola mas sana. Los extractos naturales son
efectivos al igual que los quimicos, ayudan a bajar la mortalidad, mejoran la

asimilacion y aprovechamiento de los nutrientes mostrando excelentes



resultados por sus propiedades antioxidantes, antimicrobianas, antifingicas,
antiparasitarias; (Avila V. 2013).

Para la conservacion de los alimentos en la actualidad se aplican acidos
organicos como agentes antioxidantes, los cuales controlan los niveles pH y
procesos oxidativos. Estos éacidos actuan como preservantes debido a su
actividad bactericida. (Plumridge, 2004).

Dentro de la gama de acidos organicos se tiene el acido ascorbico, es uno de
los compuestos naturales con mayor actividad antioxidante, elimina los

radicales libres y reduce el proceso oxidativo en las células. (Temple, 2000).

Existen conservantes naturales en los cuales se encuentra los aceites
esenciales, donde existen evidencias cientificas a través de pruebas de
sensibilidad, el aceite esencial de jengibre tiene efecto contra el crecimiento de
bacterias Gram positivas y Gram negativas como E. coli, Proteus vulgaris,
Salmonella typhimurium, S. aureus y Streptococcus viridans, Bacillus cereus,

S. aureus y Streptococus faecalis (enterococos). (F. Salgado, 2011)

1.1 Alcance

La presente investigacion se realizo en los laboratorios de la Universidad de las
Américas. Con el fin de evaluar el efecto antimicrobiano de las formulaciones
del &cido ascorbico con aceite esencial de jengibre y jengibre en polvo
(Zingiber officinale), en balanceado para aves etapa inicial, se realizo a través
de analisis microbioldégicos de hongos, levaduras, enterobacterias vy
Salmonellas, asi como la evaluacion fisico quimica de pH y peréxidos en las

muestras.



El proceso de extraccion del aceite esencial jengibre se realizé por medio de
destilacion por arrastre de vapor, las soluciones antimicrobianas se prepararon
en rangos de 2000 ppm hasta 3000 ppm, realizando diferentes combinaciones
entre acido ascorbico (5000 ppm), con aceite esencial de jengibre y jengibre en
polvo (Zingiber officinale). A estas soluciones se midi6 la capacidad
antimicrobiana del conservante natural a travées del crecimiento de
microorganismos en el alimento balanceado expresado en ufc, pH, cantidad de
peréxidos, en comparacion con la accion de un conservante sintético como

testigo en el mismo alimento procesado.

1.2 Justificacién

Los aceites esenciales en la actualidad se utilizan como aditivos en la
elaboracion de balanceados debido a su funcibn como antibacterianos,
antioxidantes, antifungicos, analgésicos ademas de ser enunciados como

promotores significativos del crecimiento (Tipu, Akhta, Anjum, & Raja, 2006).

La alimentacion, esta relacionada directamente con la salud, el ser humano ha
tomado la iniciativa de seleccionar los alimentos para una dieta balanceada y
saludable. Es por esta razdon, que la industria de alimentos avicola y el
consumidor, buscan alimentos con bajo contenido de aditivos sintéticos y libres
de microorganismos (EUFIC, 2006). En la actualidad la tendencia de la
alimentacion del consumidor, esta enfocada en alimentos elaborados con
conservantes naturales que eviten la contaminacion con microorganismos
patogenos; de esta manera, el consumidor disminuye el nivel de consumo de

productos con conservantes sintéticos.

Los aceites esenciales contienen compuestos fenolicos o componentes activos,
pero con la adicion de acido ascoérbico se produciria una sinergia entre los
componentes con el fin de facilitar un efecto conservante de mayor alcance.
(Cardona y Mejia, 2009).



En esta investigacion, se evalu6 el efecto antimicrobiano de las formulaciones
del &cido ascorbico (AA) con aceite esencial de jengibre (AEJ) y Jengibre en
polvo (JP) (Zingiber officinale), en balanceado para aves etapa inicial. En esta
investigacion se evalud las variables de estudios cantidad de microbiologicos

expresado en ufc, durante 90 dias.

1.3 Objetivos

1.3.1Objetivo General

Evaluar el efecto antimicrobiano de las formulaciones del acido ascorbico con
aceite esencial de jengibre y jengibre en polvo (Zingiber officinale), en

balanceado para aves etapa inicial.

1.3.20bjetivos Especificos

1.3.2.1 Elaborar el balanceado y aplicar las formulaciones de inhibidores

evaluados.

1.3.2.2 Realizar un analisis microbiolégico (hongos, levaduras, enterobacterias
y Salmonellas) en el balanceado para aves etapa inicial, en el que se
aplico las diferentes formulaciones de acido ascorbico (AA) con aceite
esencial de jengibre (AEJ) y jengibre en polvo (JP) (Zingiber officinale).

1.3.2.3 Determinar el pH en el balanceado para aves etapa inicial, después de
aplicar las diferentes formulaciones de acido ascorbico (AA) con aceite
esencial de jengibre (AEJ) y Jengibre en polvo (JP) (Zingiber officinale).

1.3.2.4 Determinar la cantidad de peréxidos en el balanceado para aves etapa
inicial, que contienen las formulaciones de acido ascoérbico (AA) con
aceite esencial de jengibre (AEJ) y Jengibre en polvo (JP) (Zingiber
officinale).



2. Capitulo Il: Marco Teorico

2.1 Produccion del sector avicola en el Ecuador

En los afios 1970, el sector avicola se evidencia un incremento en la crianza,
produccion de huevos y finalmente en el procesamiento de aves en plantas

industriales.

Este sector es un pilar fundamental de la economia en el pais, fortaleciendo el
comercio y desencadenando un sin nimero de plazas en las diversas etapas
hasta llegar a los mercados que ofertan todos los productos y sub productos de
dicha especie. Alcanzando una produccion de huevos de 64 333y 12 332 581
aves criadas en el campo y 66 763 566 aves criadas en planteles avicola (Inen-
Censo, 2015).

2.2 Alimento balanceado para aves

Los balanceados son dietas equilibradas de nutrientes que el animal necesita
para su crecimiento. La nutricion animal considera importante en la formulacion
de estas dietas, comprender las funciones que tienen los ingredientes que
suplan las necesidades biolégicas que el pollo necesita en la etapa de inicial y
engorde. (FAO, 2014)

En proceso productivo existen riesgos de contaminacién bioldgica y quimica,
las cuales son controladas en el proceso de elaboracion de balanceado, para
evitar afectaciones de rendimiento de conversion del ave, y no repercuta en los

seres humanos.

Las materias primas utilizadas para formular las dietas de balanceados, pueden
contener los contaminantes perjudiciales como las micotoxinas producidas por
los hongos, que podrian provocar la muerte al animal y la contaminacién

microbiolégica por Salmonella. (FAO, 2014)



2.2.1 Normativa Técnica de Alimento Balanceado para aves

El alimento para ser suministrado en el programa de alimentacion de las aves
de produccidén zootécnica (de engorde, reproductoras y ponedoras), deben
cumplir con los requisitos establecidos en la norma INEN 1829:2014 en cuanto

a los requsitos microbioldgicos, como se mencionan en la Tabla 1.

Tabla 1

Requisitos microbiolégicos para balanceados

Microorganismo Caso n C m M Metodo de ensayo

Enterobacteriaceae

21 5 2 102 103 ISO 21528-1
ufc/g
Ausencia IS0 6579
Salmonelia* 102 5 0 -
259 NTE INEN 1529-15

*Evaluar Salmonella cuando el resultado de Enterobacteriaceae un riesgo para la inocuidad.

Tomado de (INEN, 2014)

En los balanceados el contaminante que se presenta es la aflatoxina B1, el cual

debe ser monitoreado y debe cumplir con los requisitos indicados en la tabla 2.

Tabla 2

Contaminantes en el balanceado

Contaminante Requisito Método de Ensayo
Aflatoxina B1 20 pg/kg (ppb) ISO 17375
AOAC 990.32*

Tomado de (INEN, 2014)



2.3 Conservantes Quimicos y Naturales

2.3.1 Preservantes

Preservantes sintéticos son los compuestos quimicos que se afiaden a los
alimentos en forma voluntaria bajo las dosis permitidas citadas en normas, para
prolongar la vida uatil de los alimentos, su mecanismo de accion altera las

funciones bioldgicas producidas por microorganismo. (Gavilan, 2012).

Entre los acidos organicos existen los lipéfilos que cuenta con actividad
antimicrobiana atribuida a las moléculas no disociadas, estos compuestos
inhiben el crecimiento de los microorganismos, por interferir con la
permeabilidad de la membrana celular al producir un desacoplamiento en el
transporte de sustratos, en este grupo se encuentra el acido sorbico y los
ésteres del acido parahidroxibenzoico, los boratos, sorbatos, benzoatos, p-
hidrtoxi- benzoatos entre otros. Los sulfatos, nitritos, nitratos y propianatos son
preservantes inorganicos. (Gavilan, 2012).

El pH de los &cidos organicos esta entre 3 a 5, lo que aumenta la efectividad de
inhibicion microbiana. Los principales grupos microbianos sobre los cuales

muestran ser efectivos se presenta en la siguiente tabla 03.

Tabla 3

Antimicrobianos sintéticos de accién directa

Antimicrobiano Microorganismos sobre los que
actua
Acido propionico vy propionatos hMohos
Acido sérbico, sorbatos vy ascarbicos MMohos
Acido benzoico y benzoatos hMohos vy Levaduras
Parabenos hMohos v Levaduras
SOz v sulfitos Bacterias. mohos y levaduras
Oxido de etileno y de propileno Mohos vy Levaduras
Diacetato de sodio hMohos
Misina Bacterias acido lacticas. Clostridia
Acido dehidroacético Insectos
Mitrito de sodio Clostridia
Etil-formato hMohos vy Levaduras

Tomado de (Jay, 1991).



Estos aditivos actian como antioxidantes son sustancias que tienen la
capacidad de detener procesos oxidativos en los alimentos; estas sustancias
pueden ser naturales o sintéticas (Gavilan, 2012). La adiccion de estas
sustancias permite que los componentes de los alimentos se estabilicen y no

se vean afectados por la presencia del oxigeno (Vieira, 2003).

La calidad de los alimentos se pueden ver afectados por la oxidacion enddégena
0 exdgena, presentando las siguientes caracteristicas: desarrollo de la rancidez
por la oxidacion de grasas insaturadas, decoloracion de pigmentos y otros

componentes (Vieira, 2003).

2.3.2 Antioxidantes

Los antioxidantes son sustancias que retrasan el proceso oxidativo de grasas

insaturadas en presencia de oxigeno y radicales libres. (Vieira, 2003)

Entre los antioxidantes naturales se encuentran los ascorbatos y tocoferoles; y
entre los antioxidantes sintéticos se encuentran el butil hidroxi tolueno BHT,

galatos y bioantioxidantes. (Gavilan, 2012).

En la actualidad los alimentos que mayor aceptacién tienen por el consumidor
son los alimentos naturales e inocuos, por ello, la tendencia a aprovechar
preservantes naturales, procedentes de extractos de plantas, raices, y

derivados naturales quimicamente modificados. (Rauha, 2000).

A pesar que existen métodos fisicos de conservacion: calentamiento,
deshidratacion, irradiacion y congelacion o métodos de reaccion quimica de
origen animal como enzima lipasas, proteasas, lisozimas e hidrolasas. El
consumidor prefiere los métodos a base de compuestos naturales. (Davidson y
Zivanovic, 2003).



2.3.2.1 Acido Ascérbico

El 4&cido ascorbico es un antioxidante natural mas eficaz y menos toxico, se
caracteriza por secuestrar radicales libres, super 6xido e hidroxilo, el peréxido

de hidrégeno y el oxigeno singulete (Halliwell, Chirico, 1993). Figura 2.

H['.J —
HO\/"\-%I/O‘}';O
2=

HO OH

Figura 2. Acido Ascérbico

En la industria el acido ascorbico se utiliza como antioxidante, en frutas y
hortalizas, en bebidas, zumos, vinos, productos de reposteria y carnicos,
porque evita procesos de pardeamiento y reduce la carga microbiana. (Shafiur,
2007).

Ademas, es muy importante considerar la propiedad sinergista del acido
ascoérbico, que hace que aumente su poder antioxidante al unirse con otras
sustancias como los tocoferoles. Los compuestos como los a-tocoferoles
aumentan el poder antioxidante en los lipidos y proteinas de las membranas
celulares, este proceso se denomina co-antioxidante producido por la via del
secuestro de radicales soluble en lipidos, evitando dafios oxidativos en los
alimentos. (Gutiérrez, 2000).

2.4 Aceites Esenciales

Los aceites esenciales son producto de metabolitos secundarios,
especialmente los compuesto fendlicos tiene propiedades antimicrobianas,
antiparasitos, insecticida, antiviral, antifingica, antioxidante y fungicida.
(Bruneton, 2001).
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En la tabla 4, se observa diferentes plantas y raices de los que se pueden

extraer aceites esenciales.

Tabla 4

Aceites esenciales de plantas y raices

Ajo Anis Cardamono Hinojo Muez Moscada
Ajonjoli Apio Cebolla Jengibre Orégano
Albahaca Azafran Cilantro Manzanilla  Perejil
Alcaparra Caléndula Clavo Mejorana Fimienta
Alfalfa Canela Glicirriza Mostaza Vainilla

Tomado de (Bruneton, 2001)

De toda la gama de aceites esenciales segun investigaciones el orégano se
utiliza por su alto contenido de carvacol y terpinenol, estos componentes
quimicos son reguladores de pH, el jengibre contiene alto contenido de
terpenos responsables de la inhibicibn de hongos, levaduras y bacterias.

(Plaus, Flores y Ataucusi, 2001).

2.4.1 Aceite Esencial de Jengibre (AEJ) (Zingiber officinale)

“El jengibre es una planta de la familia de las Zingiberaceas, cuya raiz esta
formada por rizomas horizontales muy apreciados por su aroma y sabor
picante. La planta llega a 90 cm. de altura, con largas hojas de 20 cm.”
(Vasquez O, Alva A, Marreros J, 2001).

Taxonomia del Jengibre (Zingiber officinale)
Reino: Plantae

Divisién: Magnoliophyta

Clase: Liliopsida

Orden: Zingiberales

Familia: Zingiberaceae

Geénero: Zingiber

Especies: Zingiber officinale
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Entre los principales componentes del jengibre, se encuentran los que se

detallan en la tabla 5.

Tabla 5

Composicion quimica del jengibre

COMPUESTO PORCENTAJE
Oleorresina 4-7 5%
MNeral 9.7-10%
Geranial 11,6-14%
Zingibereno 7.7-8.4%
Cafeno 5,4-68%
Arcurcumeno 2.8-3,3%
Alfa farmeseno 3.2-3,6%
Sesquifelantreno 25-28%
Linanol 3.3-3-6%

Tomado de (Sellar, 1992).

Los componentes ogingerol y zingerona bloquean la union entre la
enterotoxina termolabil de la Escherichia coli al receptor de la superficie del
medio de zingerona (vanillil acetona) (Chen et al., 2007). El jengibre tienen un
amplio rango de efecto antimicrobiano relacionado con las especies: Bacillus
subtillis, Escherichia coli, Mycobacterium, Mavium, M tuberculosis (Kikuzaki,
2000).

Ademas, el gingerol, shogaol y zingerona tienen actividad antimicrobiana contra
la Salmonella typhi, Tricophyton violaceum, Vibrio cholerae y Trichomonads
vaginatis. Los gingeroles y shogaoles actian en contra de la E. coli, Proteus,
Sthaphylococcus, Streptococcus y Salmonella, y estimulan el crecimiento del
Lactobacillus, saludable en la microflora del estbmago (Kuss, 2005; Pakrashi,
2003).

La presente investigacion estd enfocada en el efecto antimicrobiano de las
formulaciones del acido ascérbico (AA) con aceite esencial de jengibre (AEJ) y

Jengibre en polvo (JP) (Zingiber officinale) para aves etapa inicial.
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3. Capitulo lll: Materiales y Metodologia

Se tomo6 4 muestras de 200 g de balanceados de aves etapa inicial, en la

muestra uno se trabajo con los antioxidantes quimicos 0.10%, en las muestras

3,4y5 seincrementd Aceite Esencial de Jengibre (AEJ), Jengibre Polvo (JP)

y Acido Ascorbico (AA), de acuerdo a los siguientes tratamientos tabla 6:

Tabla 6

Tratamientos experimentales

Aditivo
Tratamientos AEJ JP Al L
Sintetico
T3 — - - 0.10%
TZ - 2000 ppm 2000 ppm
T3 - 3000 ppm 5000 ppm
T4 2000 ppm - 5000 ppm
TG 3000 ppm - 5000 ppm

Las muestras fueron mezcladas e identificadas segun lo indicado

anteriormente, para llevar la trazabilidad de la investigacion. (Figura 3).

T e

e

Figura 3. Preparacion de las muestras de balanceado etapa inicial

El disefio experimental que se utilizé en este estudio es un disefio de bloques
completamente al azar (ANOVA), para evaluar el efecto antimicrobiano se
tomaron datos de los cuatro tratamientos y del testigo cada 30 dias, con tres
repeticiones en los balanceados para ave etapa inicial, se analiz6 la carga de
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microorganismos presente en balanceados, a través de andlisis microbiol6gicos
de: hongos, levaduras, enterobacterias y Salmonellas. Se aplico pruebas de
Tukey (ANOVA), con un nivel de confianza 95%, para verificar si existen

diferencias significativas entre los tratamientos.

3.1 Obtencion de Aceite Esencial de Jengibre, (AEJ)

El aceite esencial fue extraido a través del método de hidrodestilacion o
destilacidn por arrastre, esta obtencion se realizo a partir del Jengibre (Zingiber
officinale). ElI método de hidrodestilacion se realiz6 mediante el siguiente

diagrama de bloques (Figura 4):

INICIO

A 4

TRITURAR Muestra Jengibre

v

PESAR

'

AFORAR Agua en Balén

v

COLOCAR Estructura del
l hidrodestilador

CALENTAR En plancha a 300°C/2
¢ Dias

RETIRAR AEJ

'

FIN

Figura 4. Diagrama de flujo proceso de obtencién de aceite esencial de jengibre

La hidrodestilacién genera vapor efluente saturado a presion atmosférica donde
la presion atmosférica superior provoca la extraccion del aceite esencial

mediante reflujo interno de agua, que también produce condensacion del vapor
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por la corriente de agua fria, esta etapa del proceso permiti6 que el aceite
esencial se depositard en el hidrodestilador separando asi las fases. Figura 5.

Figura 5. Obtencion de aceite esencial de jengibre a través del método de
hidrodestilacion.

3.2 Obtencion de Jengibre Polvo, (JP)

Se proceso el jengibre en rodajas, se sometié a un secado en estufa a 100°C

por tres horas, y luego se triturd y tamizod, para lograr obtener el polvo de este

Figura 6 Jengibre en rodajas, secado estufa 100°C

Figura 7. Jengibre en polvo, humedad 12 %
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3.3 Formulacién del balanceado para aves

A continuacion, se detallan los ingredientes de la formulacién de balanceados

donde se aplico los tratamientos de la presente investigacion. Tabla 7.

Tabla 7

Formulaciéon de balanceado

Ingredientes Porcentaje
Maiz Nacional 22.99%
Pasta de Soya 34 63%
Harina de Ornigen Animal 4 00%
Aceite Palma 4.50%
Antioxidante 0.02%
Antimicético 0.08%
Micronutrientes 3.79%

Existen en el mercado diferentes presentaciones de balanceados de acuerdo a
la semana o etapa de crecimiento del animal. Lo cual se detalla a continuacion

tabla 8:

Tabla 8

Tipo de balanceados por etapa del ave

Tipo de Alimento Dias de Consumo Presentacién balanceado

Engorde Etapa Inicial 1-21 Migajeado
Engorde Etapa Desarrollo 22-36 Peletizado
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El tipo de alimento que se evalu6 en la presente investigacion fue el engorde

etapa inicial, cuyo proceso de elaboracién se describe a continuacion en el
diagrama de bloques. (Figura 8).

Macroingredientes

MEZCLADO 40 Tm/h
Microingredientes
MP Liquido ¢
ALMACENAMIENTO 78<C x 15 seg
'
ACONDICIONADOR 80<C x 15 seg
EXPANDER 82«C x 15 seg
PELITIZADORA 85C x 15 seg, 40 Pas
Proceso de migajeado ¢
CRAMBER 85<C x 15 segq, 40 Pas
ENSACADO
ALMACENADO T° 35y HR 80%.

Figura 8. Elaboracién de balanceado para aves etapa inicial

3.4 Balanceado de aves ficha técnica

La NORMA técnica en que se basO esta investigacion es la NTE INEN

1829:2014 (Anexo A-3), con la cual se evalud los tratamientos propuestos,
realizando los siguientes andlisis.
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3.5 Analisis microbiol6gicos de hongos, levaduras, enterobacterias y
Salmonellas, por el método petrifilms

Los microorganismos a evalué son: hongos, levaduras, enterobacterias y
Salmonella; establecidos de acuerdo a los requerimientos de la NTE INEN
1829:2014. Para determinar la presencia de estos microorganismos en cada
muestra se utilizé placas Petrifilm, aplicando el procedimiento en el siguiente

diagrama de bloques (figura 9).

Dilucion del producto 1: 10, Preparacion
con agua pectonada. Muestra
v
Homogenizacién 5 min en
Bortex

!

-T 21°C a <50% HR. , Inoculacion

\ 4
Incubacion

Hongos y levaduras: 25°C
+1°C x 3-5dias.
Bacterias: 35°C £ 1°C 6
37°C + 1°C durante 24 + 2
horas.

Lectura placa

Figura 9. Diagrama determinacion de método 3M™ Petrifilm ™

Materiales de Laboratorio

e Petrifims hongos, levaduras, enterobacterias y Salmonella

e Tubos de ensayo
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e Micropipeta ecopipette capp de 10-100 pl
e Puntas de micropipeta

e Lampara de alcohol

e Gradillas

Equipos de Laboratorio

e Balanza shimadzo Tx 3202L

e Agitador BOECO PSU-10i

e Camara de Flujo laminar thermo scientific 1300
e Incubadora Incucell

e Contador de Colonias BOECO Germany CC-1

3.6 Procedimiento para siembra de las muestras balanceados

De cada muestra de balanceados, se pesaron 1g en 9 ml de agua pectonada.
(Figura 10).

Figura 10. Balanceado para aves etapa inicial, almacenada por 90 dias
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El procedimiento para la siembra de muestras se realizé en la camara de flujo

laminar Thermo Scientific 1300, donde ultilizo placas de petrifilms (Figura 11).

Figura 11. Cadmara de flujo laminar Thermo Scientific 1300

Los procesos que se realizaron fueron los siguientes:

Dilucién: se tomé 1 g de la muestra del balanceado y posteriormente se coloco

en un tubo de ensayo con tapa, que contenia 9 ml de agua de peptona.

Agitacion: se colocaron los tubos con las muestras en un agitador eléctrico

Boeco, durante 10 minutos (Figura 12).

Figura 12. Agitacion de los tubos de ensayo con muestras de balanceados
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Inoculacién: Colocar la placa Petrifilm en una superficie plana. Levantar el film,
con una pipeta perpendicular a la placa Petrifilm colocar 1 ml de muestra en el

centro del film inferior (Figura 13).

Figura 133. Inoculacion de la muestra de dilucién en la placa de petrifilm

Incubacién: Incubar las placas petrifilms a temperatura de 25°C + 1°C durante
48+ 2 horas, para hongos y levaduras (Figura 14), y para bacterias como
enterobacterias y Salmonella incubar las placas petrifims a temperatura de
35°C + 1°C 6 37°C £ 1°C durante 24 + 2 horas. (Figura 15).

Figura 15. Incubacion muestras de placas petrifiims enterobacterias y
Salmonella
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3.6.1ldentificacion de colonias de hongos y levaduras en 3M™ Petrifilm™

Mohos son grandes colonias de color variable (los hongos pueden producir su
propio pigmento), con bordes difusos un foco en el centro y forma planas.
(Figura 16).

Figura 16. Placa hongos

Levaduras son colonias pequeias, de color azul-verdoso, con bordes definidos

y sin foco. (Figura 17).

Figura 17. Placa levaduras

3.6.2Identificaciéon de colonias de enterobacterias y Salmonella en 3M™

Petrifilm™

Enterobacterias presentan un indicador rojo en la placa coloreada de todas las
colonias, y el film superior atrapa el gas si es producido por las bacterias. Las
bacterias productoras de acido aparecen como colonias rojas rodeadas por una
zona amarilla asociada a la produccién de acido que es detectado por el
indicador de pH del medio. Los productores de acido y gas se consideran

presuntamente enterobacterias. (Figura 18, 19).
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Figura 18.Placas colonias asociadas a burbujas de gas enterobacterias

Figura 19.Placas colonias rojas con zonas &cidas enterobacterias

En las (Figuras 20, 21) se presenta colonias de Salmonella confirmadas

Figura 20. Colonia azul, oscuro/negra con precipitado azul.

Figura 21.Colonia azul oscuro/negra con centro rojo oscuro y precipitado azul
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También pueden presentarse colonias presuntivas positivas en la placa, las
cuales se demuestra en la siguiente figuras (22, 23, 24).

Figura 22.Colonia roja con zona amarilla y asociada a burbuja de gas.

Figura 23. Colonia roja con zona amarilla

Figura 24. Colonia roja y asociada a burbuja de gas, sin zona amarilla
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3.7 Determinaciéon de aflatoxina, método Microelisa

3.7.1 Fundamento

El ensayo de ELISA, método inmunoldgico de competencia directa.

La micotoxinas (Aflatoxina) de la muestra se mezclé con una solucion de
metanol-agua. La toxina extraida es mezclada con el conjugado (toxina -
enzima), ésta mezcla es transferida a celdas recubiertas con anticuerpos
especificos para cada micotoxina, donde la toxina libre y la presente en el
conjugado compiten por la unién en los sitios activos del anticuerpo. El
conjugado libre y otras sustancias son eliminados de la celda mediante lavado.
Se afade la enzima sustrato, que es catalizada por la enzima del conjugado
ligado, el color desarrollado es el resultado de la presencia del conjugado

ligado al anticuerpo.

La solucion de enzima coloreada es finalmente afadida, para intensificar el
color producido. EI color azul oscuro indica ausencia de la Micotoxinas libres
proveniente de la muestra, el color azul menos intenso indica presencia de la
micotoxina libre en la muestra. El color desarrollado fue evaluado por medicién
de la absorbancia de las soluciones a 650 nm. La cuantificacion se la realizé
por interpolacién del valor medido en la muestra en una curva obtenida con las

mediciones de los estandares, en un rango de 0 a 20 ppb.

3.7.2 Definiciones

Micotoxina. Son metabolitos secundarios, toxicos producidos por cepas

toxigénicas de varios géneros y especies de hongos.

Aflatoxina. Sustancia téxica y carcinogénica producida por ciertos tipos de

Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus. Hay cuatro tipos principales de
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aflatoxinas: B1, B2, G1 y G2. Aflatoxina B1 es la méas toxica y frecuentemente

encontrada.

3.7.3

NN N N T N N N N N N N N NN

3.74

Materiales y Equipos

Vasos plésticos estériles con tapa.

Dosificador de liquidos

Agitador mecanico

Cronometro

Papel filtro de porosidad fina
Portaceldas

Portapuntas o gradilla.

Cubetas plasticas para liquidos.
Micropipeta multicanal de 100 uL
Micropipeta unicanal de 100 uL

Micropipeta unicanal de 100 — 1000 uL

Molino con criba de 1 mm

Balanza analitica con precision de 0.1g
Puntas de Micropipeta de 1 — 200 uL
Puntas de Micropipeta de 100 — 1000 uL

Espectrofotometro provisto de un filtro de longitud de onda de 650 nm

Reactivos

Metanol 70 %. Mezclar 700 ml de metanol con 300 ml de agua destilada y

permitir que la solucion alcance la temperatura ambiente.

Metanol 50%.

permitir que la solucion alcance la temperatura ambiente.

Kit de micotoxinas Neogen

a. Conjugado

b. Sustrato

Mezclar 500 ml de metanol con 500 ml de agua destilada y
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c. Red stop
d. Estandares: para cada micotoxina
e. Celdas marcadas con una linea roja

f. Celdas con anticuerpo (no tienen marca)

3.7.5 Procedimiento Neogen

El procedimiento Neogen para Aflatoxinas se detalla a continuacion en la tabla
9.

Tabla 9

Procedimiento Neogen para Aflatoxinas

Determinacion del méetodo Aflatoxina

Extraccion. 5 gramos de muestra con 25 ml de metanaol al 70 %% N

Agitacion alta velocidad, luego filtracian 3 min

b

Todas los fitrados o diluciones deben ajustarse a un pH entre 6-7

En los Pocillos rojos colocar 100 ul de conjugado v sobre estos
colocar 100 ul de estandares y muestras filtradas o diluidas.

Mezclar 3 Veces.

Transferir 100 ul a los pocillos de reaccion (claros)
Mezclar (10-20) seqg.

Incubar 2 minutos (T <30°c)

Desechar el contenido de los pocitos

Lawvar 5 veces con agua destilada

Secar bien los pocitos sin dejar gotas de agua
Adicional 100 ul de sustrato y mezdar bien
Incubar 3 minutos (T <30°c)

Avriadir 100 ul del Red Stop.

X X X XXX X X X XK X

Lectura con filtro 650 nm

Tomado de (AOAC, 2006)

Figura 25. Determinacion de aflatoxina
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3.8 Analisis fisicoquimicos.
3.8.1 pH

La determinacion de pH permite medir la concentracion de iones de hidrogeno
dentro de una muestra. La medicion del pH se basa en el siguiente
procedimiento estandarizado:

v' Se realizé una dilucion de la muestra al 10% con agua destilada.

v' La dilucién con la muestra se homogenizé y se dej6é reposar durante 30

minutos.
v El pH metro Fisher Scientific Accume se calibr6 previo a su uso.
v' Se introdujo el pH metro dentro de la dilucion.

v El equipo determiné el valor del pH en la muestra.

Figura 26. Determinacion pH de las muestras de balanceados
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3.8.2 Andlisis de Peréxido

3.8.2.1 Método

La peroxidasa transfiere el oxigeno del peréxido a un indicador redox organico.
Se forma un producto de oxidacion pardo-amarillento. La concentracion de
peroxidos se determina semicuantitativamente por comparacion visual de la
zona de reaccion de la tira de ensayo con las zonas de una escala
calorimétrica. Cada tira tiene ademas una segunda zona de reaccion (zona de

alarma).

3.8.2.2 Técnica

Introducir la tira de ensayo con ambas zonas de reaccion durante 1 segundo en
la muestra preparada (15 — 25° C). Eliminar el exceso de liquido de la tira
sacudiéndola y, después de 30 segundos, clasificar el color de la zona de
reaccion de la mejor manera posible de acuerdo con zona de color H,O, de la

etiqueta.

1.10337.0001
-
MQuant™
Test Peréxidos
Método: colorimétrico con tiras de ensayo
100 - 1000 mg/ de H,0,

Almacacu « Amacenar s 12 CY 480,

Figura 27. Determinacion pH de las muestras de balanceados
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4. Capitulo IV: Resultados y Discusion

Los resultados de los analisis microbiolégicos de unidades formadoras de
colonias de hongos, levaduras, enterobacterias y Salmonellas, fueron

realizados con el método de conteo de ufc en petrifilms.

Los resultados obtenidos durante el presente estudio, se reportan en la tabla
10.

Tabla 10

Unidades formadoras de colonia hongos expresados ufc

Replicas Tratamientos Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90
1 1 30 0 130 280
1 2 60 50 60 220
1 3 30 30 140 180
1 4 10 30 80 120
1 5 20 30 30 70
2 1 36 10 120 240
2 2 50 30 45 250
2 3 25 30 120 200
2 4 10 20 60 80
2 5 10 30 30 50
3 1 20 10 100 130
3 2 50 30 40 230
3 3 20 30 80 180
3 4 10 20 60 80
3 5 10 30 30 50

Se puede observar en el dia 90 de almacenamiento, los tratamientos 1 y 2
presentan contaminacion microbioldgica por hongos, evidenciando en el T1

(testigo) tuvo 216 ufc y el T2 (2000 ppm de jengibre en polvo y 5000 ppm acido
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ascorbico) presentd 233 ufc, cuyos valores fueron altos a comparacion con los

demas tratamientos.

Los valores de aflatoxina que se encontraron estan entre 1.95, 1.85, 1.65, 2.5
pa/kg (ppb), para los tratamientos 1, 2, 3, 4 respectivamente, estos valores no
superan el rango establecido en la norma NTE INEN 1829:2014 que es de 20
ug/kg (ppb). EI TS5 (3000 ppm AEJ y 5000 ppm AA), presento nivel bajo de
Aflatoxina de 1.1 pg/kg (ppb), no tuvieron crecimientos significativos en este

andlisis (Tabla 11).

Tabla 11

Resultados de aflatoxina

Tratamientos Absorbancia ua/kg (ppb)
Patrén 2.646 0
Patron 2.016 5
Patrén 1.313 15
Patrén 0.654 50

1 3.6725 1.95
2 3.673 1.85
3 3.716 1.65
4 3.607 2.5
5 3.809 1.1

Segun resultados de la determinacion de aflatoxina por el método de microelisa
se obtuvo un R? = 0.8951 que indica que tiene correlacién entre los valores

determinados. El coeficiente de variacion fue 2,53. (Figura 28)
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Figura 28. Determinacion aflatoxina en balanceado de aves etapa inicial

La micotoxina es producida por hongos del género Aspergillus (especialmente
A. flavus y A. parasiticus, la temperatura de produccion de las aflatoxinas es de
11°C a 35°C y con una temperatura 6ptima de 22°C y humedad relativa del
85%. EIl tratamiento 5 al que se agregé 3000 ppm AEJ y 5000 ppm AA,
presentd bajo crecimiento 1.1 pg/kg de aflatoxinas producto almacenado a

temperatura ambiente y humedad relativa aproximadamente 86%.

El efecto sinérgico de la combinacion de AEJ y AA, presentan buenos
resultados como conservantes de alimentos, segun (Lazara Ayala Gonzalez,
Manuel Castro Perdomo y Mayuly Martinez, pertenecientes al Instituto de
Ciencia Animal de Cuba, 2012). Estos investigadores indicaron que: “No son
solo una alternativa para sustituir los antibiéticos como promotores del
crecimiento, sino también una opcién para obtener incrementos de eficiencia y
aumentar palatabilidad en sistemas donde se utilicen subproductos y alimentos
de escaso valor nutricional, que generalmente tienden a afectar el

comportamiento y la salud animal”

Los resultados de numero de unidades formadoras de colonia de levaduras
expresadas en ufc, obtenidos durante el presente estudios, se reportan en la
tabla 12.
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Tabla 12

Resultados de ufc de levaduras

Replicas Tratamientos Dia0 Dia 30 Dia 60 Dia 90
1 1 60 110 700 800
1 2 130 250 500 800
1 3 80 110 130 150
1 4 30 70 80 110
1 5 20 30 40 60
2 1 50 110 600 1000
2 2 120 240 480 750
2 3 80 100 120 130
2 4 30 60 70 100
2 5 20 40 50 80
3 1 50 120 800 600
3 2 120 260 520 800
3 3 80 110 130 150
3 4 20 60 70 100
3 5 20 30 40 60

Segun resultados de las unidades formadoras de colonias levaduras
expresados en (ufc), se observa que existe crecimiento significativo en los
resultados desde el dia 0 hasta los 90 dias de almacenamiento de los
tratamientos analizados. Donde se visualiza que el tratamiento T5 (3000 ppm
AEJ y 5000 ppm AA), presenta menor crecimiento de levaduras en tiempo de

almacenamiento.

La presencia de levaduras en los balanceados, granos etc. es de menor
importancia con respecto a los hongos causantes de grandes pérdidas

economicas (Orbera, 2004).

Los resultados en nimero de unidades formadoras de colonia enterobacterias

expresados en ufc, se reportan en la tabla 13.
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Tabla 13

Unidades formadoras de colonias de enterobacterias

Replicas Tratamientos Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90
1 1 320 130 120 90
1 2 170 130 150 150
1 3 180 120 150 100
1 4 90 50 50 50
1 5 50 60 60 80
2 1 300 120 110 100
2 2 150 130 160 190
2 3 170 100 130 110
2 4 80 50 60 40
2 5 40 70 70 70
3 1 310 120 120 100
3 2 160 120 140 190
3 3 190 110 140 110
3 4 90 60 40 40
3 5 40 60 70 70

Segun la Tabla 14, los tratamientos que presentaron crecimiento significativo
son T1, T2, T3 en los cuales se encontrd resultados en el limite de aceptacién
que es 107 ufc/g y limite de rechazo 10°% ufc/g segin norma NTE INEN
1829:2014, mientras que los tratamientos que fueron mas estables en el tiempo
de almacenamiento desde el dia 0 hasta 90 dias fueron los tratamientos T4,
T5, esto es un buen indicador de conservacion del balanceado ante este

microorganismo indicador de contaminacion fecal.

El balanceado esta constituido por materias primas de origen vegetal y animal,
con alto foco de contaminacion por la naturaleza del origen. Segun Jones 2002,
la exclusibn de gérmenes patdgenos en los balanceados, es obtener
proveedores con programas de control donde verifiquen la calidad de los

ingredientes adquiridos por andlisis microbiolégicos rapidos y la aplicacion de
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aditivos eficientes para inhibir la contaminacion del balanceado y evitar
secuelas en los animales como son la digestién rapida, el rechazo del producto

y por ende baja conversion en el ave.

Los resultados en numero de unidades formadoras de colonia Salmonella

expresados en ufc, se reportan en la tabla 14.

Tabla 14

Unidades formadoras de colonias de Salmonella

Replicas Tratamientos Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90
1 1 0 0 0 0
1 2 0 0 0 0
1 3 0 0 0 0
1 4 0 0 0 0
1 5 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0
2 2 0 0 0 0
2 3 0 0 0 0
2 4 0 0 0 0
2 5 0 0 0 0
3 1 0 0 0 0
3 2 0 0 0 0
3 3 0 0 0 0
3 4 0 0 0 0
3 5 0 0 0 0

Los balanceados a los que se les aplicaron los 5 tratamientos, no reportaron la
presencia de Salmonella, durante los 90 dias de experimentacion, existen
investigaciones donde se puede corroborar el efecto antibacteriano del
jengibre, sobre la crianza de pollos broiler, cuyas muestras analizadas de
mortalidad se realizé pruebas de presencia de E. coli, en los dias 21, 28 y 35,

utilizando un aplicador se obtuvo muestras del tracto nasofaringeo del animal
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en los dias 21, 28 y 35, los resultados de incidencia de esta bacteria fueron
bajos entre 10-15%, lo que comprueba que al utilizar jengibre produce un

efecto antimicrobiano. (M. Herrera, 2006)

Salmonella es una bacteria Gram-negativa capaz de infectar humanos y una
gran variedad de animales vertebrados. Las infecciones por Salmonella en
humanos y animales van desde infecciones asintométicas hasta enfermedades

sistémicas y muerte (Lahiri, 2010) ;(Hugas & Beloeil, 2014).

Los resultados de pH en las muestras de balanceado durante los 90 dias de

almacenamiento se muestran en la Tabla 15.

Tabla 15

Resultados de andlisis pH de las muestras de balanceados

Replicas Tratamientos Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90
1 1 5.99 5.97 5.87 5.79
1 2 6.33 6.36 6.12 6.23
1 3 5.87 5.90 5.89 5.91
1 4 5.92 6.12 6.01 5.98
1 5 6.03 5.58 6.02 6.21
2 1 5.78 5.69 5.89 5.62
2 2 6.11 6.27 6.34 6.27
2 3 5.78 5.86 5.78 5.89
2 4 5.34 6.09 5.97 5.56
2 5 5.98 5.56 5.67 5.56
3 1 5.89 5.83 5.88 5.71
3 2 6.22 6.315 6.23 6.25
3 3 5.83 5.88 5.84 5.90
3 4 5.63 6.105 5.99 5.77
3 5 6.01 5.57 5.85 5.89
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Los balanceados a los que se les aplicaron los 5 tratamientos, reportaron rango
de pH 5.9 a 6.00, cuyos datos son representativos para el crecimiento de
hongos y levaduras, para bacterias la incidencia es menor para el crecimiento
de estos microorganismos (M/O). Lo antes mencionados se basa en los

intervalos de pH para el crecimientos M/O. Tabla 16.

Tabla 16

Intervalos de pH para el crecimiento de algunos microorganismos

Microorganismo pH Minimo pH 6ptimo pH Maximo
Mohos 15a35 45a6.8 8all
Levaduras 15a35 4a6.5 8a8.5
Bacterias (mayoria) 45a5.5 6.5a75 85a9
Bacterias Lacticas 3ab 55a75 6.5a8

Tomada de (Sylvia, David, 1999. 550p)

El jengibre regula el pH en los productos a los cuales es aplicado, inclusive
tiene su efecto en la flora intestinal (Lactobacillus) de los animales que ingieren
el balanceado que contiene jengibre y de esta manera se eliminan

microorganismos perjudiciales como Escherichia coli. (S. Estrada, 2010).

Los resultados de peréxido en las muestras de balanceado durante los 90 dias
de almacenamiento. Tabla 17.
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Tabla 17

Resultado de analisis de indice de peroxido de las muestras de balanceados

almacenado durante 90 dias
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Los balanceados a los que se les aplicaron los 5 tratamientos, no presentaron
formacién de peroxidos durante los 90 dias de experimentacion. Las soluciones
antioxidantes inhibieron la presencia de los peroxidos en las muestras

analizadas.
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4.1 Andélisis microbiolégico de hongos

La figura 29, representa el nimero de unidades formadoras de colonia ufc para
hongos, de los 5 tratamientos estudiados durante los 90 dias de la

investigacion.
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Figura 29. Tendencia de crecimiento hongos

En el dia 0 los tratamientos T4 (10 ufc) y T5 (20 ufc) presentan menos
crecimiento de unidades de colonias de hongos. En el dia 30 el T1 tuvo mayor
inhibicién de crecimiento de hongos con relacién a los tratamientos evaluados,
el valor fue de 10 ufc. En los dias 60 y 90 el T5 tiene mayor control de
crecimiento de hongos con un valor de 30 ufc y 50 ufc respectivamente, cabe
indicar que la vida util o tiempo de anaquel de los balanceados es 60 dias
segun las especificaciones del fabricante. En esta investigaciéon se comprobd
qgue el jengibre inhibe el crecimiento de hongos hasta el dia 90. Segun

estudios realizados por (J Tapiero, R Soleno, A Lozada, V Blandén, K Ramirez,
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M Rosero y Rivas, 2017), comprobaron que el AE de jengibre inhibi6o la

proliferacion de mohos y levaduras en quesos semimaduros.

En la figura 30 se detalla el crecimiento logaritmico de las ufc hongos, en los

tratamientos de balanceados durante el tiempo de almacenamiento desde el

dia 0 hasta 90 dias hubo crecimiento (ufc) unidades formadoras de colonias.

Se puede observar que el T5 tiene mayor inhibicion de hongos, seguido del T4.
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4.1.1 Andlisis de varianza de hongos

4.1.1.1 Anélisis del Dia 90
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Se realiz6 un ANOVA de bloques totalmente al azar de los 5 tratamientos

durante los dias 0, 30, 60 y 90 para analizar los resultados obtenidos de

hongos. En todos estos dias se obtuvieron diferencias minimas significativas

entre los tratamientos (ANEXO A-2) sin embargo en dia 90, presentaron
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mayores diferencias significativas hasta ese dia se comprobé la vida util del
balanceado.
Los resultados de las medias con las desviaciones estandar de los

tratamientos, se reportan en la tabla 18, analisis de Tukey.

Tabla 18

Resultados promedios del analisis hongos en el dia 90

Tratamientos PMtDE Tukey
1 216.67+77.67 a
2 233.33+15.28 a
3 186.67+11.55 ab
4 93.33+23.09 bc
5 56.67+11.55 c

El valor p (probabilidad) de los tratamientos es igual a 0.0001 siendo menor a
0.05 (error experimental o nivel de significancia), lo que indica que si existen

diferencias significativas en los tratamientos. (Anexo A-2 Tabla 11).

Segun la prueba de significancia de Tukey, los tratamientos que mantienen
diferencias significativas con menores promedios de ufc de hongos son el TS5y
T4, contienen mayor concentracion de AEJ 5(3000 ppm) y 4(2000 ppm); el
resto de tratamientos T1, T2, T3, tienen mayores promedios de ufc de hongos
(Figura 31).
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Figura 31. Prueba de significancia de tukey hongos dia 90
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En el dia 90 se muestra que el T5 inhibié el crecimiento de hongos en las
muestras de balanceados, esto coinciden con lo expuesto (J Tapiero, R Soleno,
A Lozada, V Blanddén, K Ramirez, M Rosero y Rivas 2017) que comprobaron
que el AE de jengibre inhibio la proliferacion de mohos y levaduras en quesos

semimaduros, en todos los dias de maduracion.

El T4 2000 ppm AEJ (Aceite Esencial Jengibre) y T5 (3000 ppm AEJ) con la
adicién de 5000 ppm AA (Acido Ascorbico), tiene efectos similares y mejores a
los aditivos quimicos como se puede comprobar al comparar con el testigo que
es el tratamiento T1. El sinergismo de aceite esencial con &cido ascorbico,

genera una accién directa de inhibicion del crecimiento de microorganismos.

Segun estudios realizados el rango efectivo para impedir el desarrollo de
fumonisina y ergosterol, responsables del deterioro del alimento es de 500 —
4000 ppm de aceite esencial de jengibre, el tratamiento 4 y 5 se encuentran
dentro de este rango y son los que reportaron el menor crecimiento de
colonias en comparacion con los tratamientos T1, T2, T3. (Ribeiro, Grespan y
Kohiyama, 2013)

La vida atil del balanceado de aves etapa inicial considerando solo a los

hongos es de 90 dias.

4.1.2 Comprobacién de la Hipotesis.
Hipotesis:

Ho=pl =p2 = u3 =p4 = 5

Ha=pu1#u2# u3#ud4d #ubd

p: promedio de unidades formadoras de colonia de hongos para los 5

tratamientos.
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Segun el ANOVA de blogues completamente al azar y la prueba de
significancia de Tukey se rechaza la hipétesis nula, debido a que el p-valor es
menor que 0.05. Se acepta la hipdtesis alterna, los tratamientos tienen
diferencias significativas, los 5 tratamientos aplicados al balaceado de pollo de
la etapa inicial tienen diferentes efectos antimicrobianos, el T5 es el que inhibe

de mejor manera la proliferacion de hongos.

4.2 Analisis microbiologico de levaduras

La figura 32, representa el nimero de unidades formadoras de colonia ufc de

levaduras, por tratamiento durante los 90 dias de la investigacion.
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Figura 32. Tendencia crecimiento levaduras

Al observar durante los dias de almacenamiento las muestras de balanceados,
el dia 0 los tratamientos T4 (30 ufc) y T5 (20 ufc) presentan menos crecimiento
de unidades de colonias de levaduras. En el dia 30 los tratamientos T4 (70 ufc)
y T5 (30 ufc) tuvieron mayor inhibicion de crecimiento de levaduras. En el dia

60 el T5 se observa que tiene mayor control de crecimiento de levaduras de (40
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ufc). En el dia 90 el T5 alcanza mayor inhibicion crecimiento de levaduras (60
ufc) durante el dltimo dia de evaluacion, dando resultados relevantes la
conservacion durante 3 meses el balanceado para aves etapa inicial, no

presenta contaminacion.

En la figura 33 se detalla el crecimiento logaritmico de las ufc levaduras, en los
tratamientos de balanceados durante el tiempo de almacenamiento desde el
dia 0 hasta 90 dias hubo crecimiento (ufc) unidades formadoras de colonias.
Se puede observar que el T5 tiene mayor inhibicion de levaduras, seguido del
T4.
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Figura 33. Crecimiento logaritmico de las ufc levaduras

4.2.1 Andlisis de varianza de Levaduras

4.2.1.1 Analisis del Dia 90

El coeficiente de variacion CV fue 24.63, los datos tomados no son dispersos y
son confiables. (Anexo A-2 Tabla 22).
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Segun Anexos A-2 (Tabla 23) analisis de varianza, el p-valor de los
tratamientos es igual a <0.0001 siendo menor a 0.05 lo que indica que Si
existen diferencias significativas entre los tratamientos. Los resultados de las

medias de los tratamientos, se reportan en la tabla 19, analisis de Tukey.

Tabla 19
Resultados promedios del analisis levaduras en el dia 90
Tratamientos PMtDE Tukey
1 800.00£200.00 a
2 783.33+28.87 a
3 143.33+11.55 b
4 103.33+5.77 bc
5 66.67+11.55 bc

Segun la prueba de significancia de tukey los tratamientos que mantienen
diferencias significativas con menores promedios de ufc de levaduras son el T4
y T5 contienen mayor concentracion de aceite esencial de jengibre (2000-3000
ppm) representativamente, el resto de tratamientos T1, T2, T3, tienen mayores
promedios de ufc de levaduras como se muestra en (Figura 34).
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Figura 34. Prueba de significancia de tukey levaduras dia 90
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El efecto inhibicion del aceite esencial jengibre en las levaduras en el dia 90 de
almacenamiento fue controlado. Esto tiene sustento en la investigacion
realizada por (S Callejas, S Sotelo, J Ramirez, J Jiménez; R Ibarra, 2008),
donde se evalud la capacidad antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y
Gram negativas, de extractos obtenidos de ajo (Allium sativum), cebolla (Allium
cepa), arnica (Arnica montana L.), jengibre (Zingiber officinale) y orégano
(Origanum vulgare), mostraron diferentes halos de inhibicion del crecimiento
bacteriano dependiendo de las caracteristicas de la cepa utilizada. Estos
resultados permiten proponer la necesidad de comprobar si el efecto
observado es realmente bacteriostatico o bactericida.

Para determinar la vida util del balanceado de ave etapa inicial, se consider¢ el
dia 90, es el ultimo dia de almacenamiento, en este dia la cantidad de
levaduras reportadas para los tratamientos T4 y T5 no sobrepasa lo establecido
por la norma INEN 1829:2014. Esto implica que la vida util del balanceado es

de 90 dias con respecto a la presencia de levaduras.

4.2.2 Comprobacién de la Hipotesis

Hipotesis:

Ho=pl=p2 =pu3=p4 = p5

Ha=put1#u2# u3# u4 # ud

(. promedio de unidades formadoras de colonia de levaduras para los 5

tratamientos.

Segun el ANOVA de bloques completamente al azar y la prueba de
significancia de Tukey se rechaza la hipotesis nula, debido a que el p-valor es
menor que 0.05. Se acepta la hipétesis alterna, los tratamientos tienen
diferencias significativas, los 5 tratamientos aplicados al balaceado de aves
etapa inicial tienen diferentes efectos antimicrobianos, el tratamiento 5 es el

que inhibe de mejor manera la proliferacion de levaduras.
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4.3 Andélisis microbiol6gicos de enterobacterias

En la figura 35, representa el numero de unidades formadoras de colonia ufc de

levaduras, por tratamiento durante los 90 dias de la investigacion.
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Figura 35. Tendencia crecimiento enterobacterias

Al observar durante los dias de almacenamiento las muestras de balanceados
en el dia 0 el T5 presentdé menos crecimiento de unidades de colonias de
enterobacterias (50 ufc). En el dia 30 el tratamiento T4 (50 ufc) tuvo mayor
inhibicién de crecimiento de enterobacterias. En el dia 60 el T4 se observa que
tiene mayor control de crecimiento de enterobacterias de (50 ufc). En el dia 90
el T4 alcanza mayor inhibicién crecimiento de enterobacterias (50 ufc) durante
el ultimo dia de evaluacion, dando resultados relevantes la conservacion
durante 3 meses el balanceado para aves etapa inicial, no presenta

contaminacion.

En la figura 36, se detalla el crecimiento logaritmico de las ufc enterobacterias,
en los tratamientos de balanceados durante el tiempo de almacenamiento
desde el dia 0 hasta 90 dias hubo crecimiento (ufc) unidades formadoras de
colonias. Se puede observar que el T4 tiene mayor inhibicion de

enterobacterias, seguido del T5.
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Figura 36. Crecimiento logaritmico de las ufc enterobacterias

4.3.1 Anédlisis de varianza de enterobacterias

4.3.1.1 Anélisis del Dia 90

50

-

—_—

47

T1
T2
T=
Ta
TS

Se analiz6 el dia 90 de almacenamiento porque la vida util de un balaceado

comercial esta en 60 dias, y en esta investigacion se comprobd que hasta el

dia 90 fueron controlados la presencia de enterobacterias sin sobrepasar lo

establecido por la norma INEN 1829:2014

Segun Anexos A-2 (Tabla 35) andlisis de varianza, el p-valor de los

tratamientos es igual a <0.0001 siendo menor a 0.05,

lo que indica que si

existen diferencias significativas en los tratamientos. Los resultados de las

medias de los tratamientos, se reportan en la tabla 20, analisis de Tukey.

Tabla 20

Resultados promedios del analisis enterobacterias en el dia 90

Tratamientos PMzDE Tukey
1 96.67+5.77 b
2 176.67+23.09 a
3 106.67+5.77 b
4 43.33+5.77 c
5 73.3315.77 bc
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Segun la prueba de significancia de Tukey los tratamientos que mantienen
diferencias significativas con menores promedios de ufc de enterobacterias son
el T4 y T5, el resto de tratamientos T1, T2 y T3, tienen mayores promedios de

ufc de enterobacterias (Figura 37).
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Figura 37. Prueba de significancia de tukey enterobacterias dia 90

Los tratamientos en los que se agregd AEJ T4 (2000 ppm) y T5 (3000 ppm)
se observa mayor efecto de inhibicion del crecimiento de enterobacterias en las
muestras de balanceados. Comparando en otros estudios el AE de jengibre
tiene un mayor efecto inhibitorio sobre el crecimiento de la bacterias por

ejemplo Porphyromonas gingivals. (D. Ayala, 2015)

De acuerdo a la investigacion “Evaluacion del desempeio sanitario al aplicar
zingiber officinale (Jengibre), en la alimentacion de cerdos york*landrace, en la
etapa post - destete — acabado, se comprob6 que al utilizar jengibre se tiene
efectos bactericidas similares a los antibiéticos promotores de crecimiento, lo
gue indica que al utilizar jengibre existe control de bacterias en el organismo
del cerdo. (M Reyes, 2015).

En las diferentes revisiones bibliogréficas, hay estudios que demuestran la

capacidad antimicrobiana del jengibre contra el crecimiento de bacterias Gran
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positivas siendo el S. mutans una de ellas. (Fernandez VD, Ortiz FC, Salguero
LM, 2014).

Con los antecedentes mencionados se puede concluir que el T4 y T5 son los
mejores tratamientos y que tienen efectos iguales o mayores que los aditivos
quimicos o sintéticos, puesto que si comparamos con el T1 que es el testigo
éstos tienen mejores resultados de inhibicion de enterobacterias. Dando como
resultado que la vida atil desde el punto de vista de enterobacterias es de 90

dias.

4.3.2 Comprobacion de la Hipotesis.

Hipotesis:

Ho=pl = p2 = u3 =p4 = u5

Ha=pu1#u2#u3#u4#ud

p: promedio de unidades formadoras de colonia de Enterobacterias para los 5

tratamientos.

Segun el ANOVA de blogues completamente al azar y la prueba de
significancia de Tukey se rechaza la hipotesis nula, debido a que el p-valor es
menor que 0.05. Se acepta la hipdtesis alterna, los tratamientos tienen
diferencias significativas, los 5 tratamientos aplicados al balaceado de aves de
etapa inicial tienen diferentes efectos antimicrobianos, el tratamiento 4 es el

gue inhibe de mejor manera la proliferacién de enterobacterias.

4.4 Anélisis pH

En la figura 38, representa los resultados de pH en balanceados, por

tratamiento durante los 90 dias de la investigacion.
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Figura 38. pH de las muestras de balanceados

En la figura 39, se detalla los promedios de pH obtenidos de las muestras de

balanceados almacenados durante 90 dias.
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Figura 39. pH muestras de balanceados almacenados 90 dias

Datos bibliograficos de microbiologia se considera que la mayor parte de
microorganismos, incluyendo a hongos, levadura, enterobacterias y
Salmonella, crecen con facilidad a un pH neutro entre 5 y 8. Respecto a los

datos obtenidos de la medicién del pH de las muestras de balanceados, se
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evidencia que se mantuvo en un rango 5.5 a 6.05 los tratamientos T1, T3, T4y
T5, a excepcion de T2, que tuvo un valor de 6.35.

4.4.1 Anélisis de varianza de pH

4.4.1.1 Analisis del Dia 90

Todos los tratamientos controlaron el pH del balaceado de aves etapa inicial,
en todos los dias de almacenamiento y control existieron diferencias
significativas entre los tratamientos, se analizd el dia 90 debido a que fue el

altimo dia de almacenamiento y es que determina la vida util del alimento.

Segun Anexos A-2 Tabla 47 analisis de varianza, el p-valor de los tratamientos
es igual a 0.0131 siendo menor a 0.05, lo que indica que si existen diferencias
significativas en los tratamientos. Los resultados de las medias de los

tratamientos, se reportan en la tabla 21 analisis de Tukey.

Tabla 21

Resultados promedios del analisis pH en el dia 90

Tratamientos PMtDE Tukey
1 5.71+0.09 b
2 6.25+0.02 a
3 5.90+0.01 ab
4 5.77+0.21 b
5 5.89+0.33 ab

Segun la prueba de significancia de Tukey los tratamientos que mantienen
diferencias significativas con mayor pH son las muestras de balanceados T2 y
T3 con rango pH 5.71 y 5.90 respectivamente, los demas tratamientos T1, T4,

T5 presentaron pH 5.89, 5.77 y 5.89 respectivamente.

Existe una relacion directa del pH con la proliferaciéon de hongos, levaduras y

bacterias como se puede observar, en el dia 0 para el T2 ((2000 ppm JP y
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(5000 ppm AA) el crecimiento de hongos fue (233.33 ufc), de levaduras (783.33
ufc), enterobacterias (176.67 ufc) con pH 6.25, sin embargo para el T3 (3000
ppm JP y 5000 ppm AA) el crecimiento hongos fue (186.67 ufc), de levaduras
(143.33 ufc), enterobacterias (106.67 ufc) con pH 5.90. Con estos resultados se
puede evidenciar que con un pH menor también existe disminucién del conteo
ufc de los diferentes microorganismos tendiendo un efecto directamente

proporcional.

De los tratamientos que obtuvieron bajos los rangos de pH el mejor tratamiento
fue T4 y el testigo. (Figura 40).

pH Dia 90
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Figura 40. Prueba de significancia de tukey pH dia 90

4.5 Andélisis de peréxidos

Los 5 tratamientos controlaron la proliferaciéon de peréxidos, no se reportd

crecimiento de peroxidos durante los 90 dias de investigacion.

Segun la investigacién realizada por Segun Ahmed RS, Seth V, Pasha ST,
Banerjee BD (2000), los componentes activos de Zingiber officinale Roscoe
(jengibre), posee un efecto protector ante la lipoperoxidacion y estrés oxidativo

realizado con ratas con malation, en la dieta en dosis bajas.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1.Conclusiones

Las formulaciones de acido ascérbico, aceite esencial de jengibre y jengibre en
polvo inhibieron la proliferacion de hongos, levaduras, enterobacterias y
Salmonella, los mejores resultados se evidenciaron en el tratamiento 5. ((5000
ppm de AA, 3000 ppm de AEJ).

Todas las formulaciones de acido ascoérbico, aceite esencial de jengibre y
jengibre en polvo inhibieron el crecimiento de los microorganismos evaluados,
durante los 90 dias de experimentacion, de tal manera que no sobrepasaron
los niveles establecidos por la norma NTE INEN 1829:2014.

Los tratamientos presentaron niveles bajos de aflatoxinas, no sobrepasaron la
norma NTE INEN 1829:2014, en los 90 dias de investigacion.

Todos los tratamientos inhibieron el crecimiento de Salmonella, de tal manera
gque no excedieron la norma NTE INEN 1829:2014, en los 90 dias de

investigacion.

Los tratamientos con mayor pH en las muestras de balanceados fueron T2 y el
T3 con valores de 5.71y 5.90 respectivamente, los demas tratamientos T1, T4,
T5 presentaron pH 5.89, 5.77 y 5.89 respectivamente. Mientras menor es el

valor del pH menor contaminacion por microorganismos existe.

Los tratamientos no presentaron niveles altos de peréxidos, la accion del
persevante natural formulado alcanzé la estabilidad del producto efectivamente

hasta 90 dias, libres de contaminacion por la presencia de peroxidos.
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5.2.Recomendaciones

Se recomienda realizar estudios de antioxidantes naturales con otros aceites

esenciales.

Se recomienda realizar un analisis de palatibidad de los balanceados a las que

se les ha aplicado las formulaciones de estudios.
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Anexos A-1
Resultados microbiologicos y fisicoquimicos

Tabla 1 Resultados de andlisis microbiolégicos mohos ufc

Replicas Tratamientos Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90
1 1 30 0 130 280
1 2 60 50 60 220
1 3 30 30 140 180
1 4 10 30 80 120
1 5 20 30 30 70
2 1 36 10 120 240
2 2 50 30 45 250
2 3 25 30 120 200
2 4 10 20 60 80
2 5 10 30 30 50
3 1 20 10 100 130
3 2 50 30 40 230
3 3 20 30 80 180
3 4 10 20 60 80
3 5 10 30 30 50




Tabla 2 Resultados de andlisis microbiolégicos levaduras ufc

Replicas Tratamientos Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90
1 1 60 110 700 800
1 2 130 250 500 800
1 3 80 110 130 150
1 4 30 70 80 110
1 5 20 30 40 60
2 1 50 110 600 1000
2 2 120 240 480 750
2 3 80 100 120 130
2 4 30 60 70 100
2 5 20 40 50 80
3 1 50 120 800 600
3 2 120 260 520 800
3 3 80 110 130 150
3 4 20 60 70 100
3 5 20 30 40 60




Tabla 3 Resultados de analisis microbiolégicos enterobacterias ufc

Replicas Tratamientos Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90
1 1 320 130 120 90
1 2 170 130 150 150
1 3 180 120 150 100
1 4 90 50 50 50
1 5 50 60 60 80
2 1 300 120 110 100
2 2 150 130 160 190
2 3 170 100 130 110
2 4 80 50 60 40
2 5 40 70 70 70
3 1 310 120 120 100
3 2 160 120 140 190
3 3 190 110 140 110
3 4 90 60 40 40
3 5 40 60 70 70




Tabla 4 Resultados de analisis microbiolégicos Salmonella ufc.

Replicas Tratamientos Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90
1 1 0 0 0 0
1 2 0 0 0 2
1 3 0 0 0 0
1 4 0 0 0 0
1 5 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0
2 2 0 0 0 3
2 3 0 0 0 0
2 4 0 0 0 0
2 5 0 0 0 0
3 1 0 0 0 0
3 2 0 0 0 2
3 3 0 0 0 0
3 4 0 0 0 0
3 5 0 0 0 0




Tabla 5 Resultados de andlisis pH de las muestras de balanceados.

Replicas Tratamientos Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90
1 1 5.99 5.97 5.87 5.79
1 2 6.33 6.36 6.12 6.23
1 3 5.87 5.90 5.89 5.91
1 4 5.92 6.12 6.01 5.98
1 5 6.03 5.58 6.02 6.21
2 1 5.78 5.69 5.89 5.62
2 2 6.11 6.27 6.34 6.27
2 3 5.78 5.86 5.78 5.89
2 4 5.34 6.09 5.97 5.56
2 5 5.98 5.56 5.67 5.56
3 1 5.89 5.83 5.88 5.71
3 2 6.22 6.315 6.23 6.25
3 3 5.83 5.88 5.84 5.90
3 4 5.63 6.105 5.99 5.77
3 5 6.01 5.57 5.85 5.89




Tabla 6 Resultados de andlisis perdxidos de las muestras de balanceados.

Replicas Tratamientos Dia 0 Dia 30 Dia 60 Dia 90
1 1 0 0 0 0
1 2 0 0 0 0
1 3 0 0 0 0
1 4 0 0 0 0
1 5 0 0 0 0
2 1 0 0 0 0
2 2 0 0 0 0
2 3 0 0 0 0
2 4 0 0 0 0
2 5 0 0 0 0
3 1 0 0 0 0
3 2 0 0 0 0
3 3 0 0 0 0
3 4 0 0 0 0
3 5 0 0 0 0




ANEXO A-2
Andlisis estadisticos de los resultados microbiolégicos y fisicoquimicos



Tabla 1 Andlisis estadisticos mohos en el dia 0.

Variable N R? R? Ajustado cVv

Dia 0 15 0.96 0.93 16.82

Tabla 2 Analisis de la varianza, para mohos en dia 0 (SC tipo IlI).

FV GL SC CM F p-Valor
Modelo 6 3675.07 612.51 31.85 <0.0001
Replicas 2 160.13 80.07 4.16 0.0577
Tratamientos 4 3514.93 878.73 45.69 <0.0001
Error 8 153.87 19.23
Total 14 3828.93

Tabla 3 Ponderacion de tratamientos para mohos en el dia 0.

Tratamientos Medidas n E.E
2 53.33 3 2.5 a
1 28.67 3 2.5 b
3 25.00 3 2.5 b c
5 13.33 3 2.5 c d
4 10.00 3 2.5 d

Medidas con una letras comun no son significativamente diferentes (p>0.05)
Test: Tukey Alfa=0.5 DMS=12.37081 Error: 19.2333 gl: 8
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Figura 41. Prueba de significancia de tukey hongos dia 0.



Tabla4 Analisis estadisticos mohos en dia 30.

Variable N R? R? Ajustado cVv

Dia 30 15 0.82 0.69 25.98

Tabla 5. Analisis de la varianza, para mohos en dia 30 (SC tipo Ill)

FV GL SC CM F p-Valor
Modelo 6 1626.67 271.11 6.26 0.0106
Replicas 2 53.33 26.67 0.62 0.5642
Tratamientos 4 1573.33 393.33 9.08 0.0045
Error 8 346.67 43.33
Total 14 1973.33

Tabla 6 Ponderacion de tratamientos para mohos en el dia 30

Tratamientos Medidas n E.E
2 36.67 3 3.80 a
5 30.00 3 3.80 a
3 30.00 3 3.80 a
4 23.33 3 3.80 a b
1 6.67 3 3.80 b

Medidas con una letras comun no son significativamente diferentes (p>0.05)
Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=18.56872 Error: 43.3333 gl:8
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Figura 42. Prueba de significancia de tukey hongos dia 30.



Tabla 7 Andlisis estadisticos mohos en dia 60.

Variable N R? R? Ajustado cVv

Dia 60 15 0.95 0.91 15.82

Tabla 8 Analisis de la varianza, para mohos en dia 60 (SC tipo 1lI)

FV GL SC CM F p-Valor
Modelo 6 19723.33 3287.22 23.34 0.0001
Replicas 2 1690.00 845.00 6.00 0.0256
Tratamientos 4 18033.33 4508.33 32.01 0.0001
Error 8 1126.67 140.83
Total 14 20850.00

Tabla 9 Ponderacion de tratamientos para mohos en el dia 60.

Tratamientos Medidas n E.E
1 116.67 3 6.85 a
3 113.33 3 6.85 a
4 66.67 3 6.85
2 48.33 3 6.85 b c
5 30.00 3 6.85 c

Medidas con una letras comun no son significativamente diferentes (p>0.05)
Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=33.47524 Error: 140.8333 gl: 8
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Figura 43. Prueba de significancia de tukey hongos dia 60.



Tabla 10 Analisis estadisticos mohos en dia 90

Variable N R? R? Ajustado cVv

Dia 90 15 0.89 0.80 22.25

Tabla 11 Analisis de la varianza, para mohos en dia 90 (SC tipo IlI)

FV GL SC CM F p-Valor
Modelo 6 77493.33  12915.56 10.54 0.0020
Replicas 2 4333.33 2166.67 1.77 0.2312
Tratamientos 4 73160.00 18290.00 14.93 0.0009
Error 8 9800.00 1225.00
Total 14 87293.33

Tabla 12 Ponderacion de tratamientos para mohos en el dia 90

Tratamientos Medidas n E.E
2.00 233.33 3 20.21 a
1.00 216.67 3 20.21 a
3.00 186.67 3 20.21 a
4.00 93.33 3 20.21 b c
5.00 56.67 3 20.21 c

Medidas con una letras comun no son significativamente diferentes (p>0.05)
Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=98.72770 Error: 1225.0000 gl: 8
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Figura 44. Prueba de significancia de tukey hongos dia 90.



Tabla 13 Analisis estadisticos levaduras en dia O.

Variable N R? R? Ajustado cVv

Dia 0 15 1.00 0.99 6.02

Tabla 14 Analisis de la varianza, para levaduras en dia 0 (SC tipo IlI).

FV GL SC CM F p-Valor
Modelo 6 21586.67 3597.78 269.83 <0.0001
Replicas 2 93.33 46.67 3.50 0.0809
Tratamientos 4 21493.33 5373.33 403.00 <0.0001
Error 8 106.67 13.33
Total 14 21693.33

Tabla 15 Ponderacion de tratamientos para levaduras en el dia O.

Tratamientos Medidas n E.E
2.00 123.33 3 2.11 a
3.00 80.00 3 2.11 b
1.00 53.33 3 2.11 c
4.00 26.67 3 2.11 d
5.00 20.00 3 2.11 d

Medidas con una letras comun no son significativamente diferentes (p>0.05)
Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=10.30007 Error: 13.3333 gl: 8
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Figura 45. Prueba de significancia de tukey levaduras dia O.



Tabla 16 Analisis estadisticos levaduras en dia 30.

Variable N R? R? Ajustado cVv

Dia 30 15 1.00 0.99 6.03

Tabla 17 Analisis de la varianza, para levaduras en dia 30 (SC tipo Ill).

FV GL SC CM F p-Valor
Modelo 6 82960.00 13826.67 296.29 <0.0001
Replicas 2 93.33 46.67 1.00 0.4096
Tratamientos 4 82866.67 20716.67 443.93 <0.0001
Error 8 373.33 46.67
Total 14 83333.33

Tabla 18 Ponderacion de tratamientos para levaduras en el dia 30.

Tratamientos Medidas n E.E
2.00 250.00 3 3.94 a
1.00 113.33 3 3.94 b
3.00 106.67 3 3.94
4.00 63.33 3 3.94 c
5.00 33.33 3 3.94 d

Medidas con una letras comun no son significativamente diferentes (p>0.05)
Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=19.26967 Error: 46.6667 gl: 8
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Tabla 19 Analisis estadisticos levaduras en dia 60.

Variable N R? R? Ajustado cVv

Dia 60 15 0.99 0.97 15.11

Tabla 20 Analisis de la varianza, para levaduras en dia 60 (SC tipo Ill).

FV GL SC CM F p-Valor
Modelo 6 1045746.67 174291.11 91.57 <0.0001
Replicas 2 5773.33 2886.67 1.52 0.2764
Tratamientos 4 1039973.33 259993.33 136.60 <0.0001
Error 8 15226.67 1903.33
Total 14 1060973.33

Tabla 21 Ponderacion de tratamientos para levaduras en el dia 60.

Tratamientos Medidas n E.E
1.00 700.00 3 25.19 a
2.00 500.00 3 25.19 b
3.00 126.67 3 25.19 c
4.00 73.33 3 25.19 c
5.00 43.33 3 25.19 c

Medidas con una letras comun no son significativamente diferentes (p>0.05)
Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=123.06326 Error: 1903.3333 gl: 8
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Figura 47. Prueba de significancia de tukey levaduras Dia 60.



Tabla 22 Analisis estadisticos levaduras en dia 90.

Variable N R? R? Ajustado cVv

Dia 90 15 0.96 0.93 24.63

Tabla 23 Analisis de la varianza, para levaduras en dia 90 (SC tipo Ill).

FV GL SC CM F p-Valor
Modelo 6 1721840.00 286973.33 32.87 <0.0001
Replicas 2 12413.33 6206.67 0.71 0.5198
Tratamientos 4 1709426.67 427356.67 48.94 <0.0001
Error 8 69853.33 8731.67
Total 14 1791693.33

Tabla 24 Ponderacion de tratamientos para levaduras en el dia 90.

Tratamientos Medidas n E.E
1.00 800.00 3 53.95 a
2.00 783.33 3 53.95 a
3.00 143.33 3 53.95 b
4.00 103.33 3 53.95 b
5.00 66.67 3 53.95 b

Medidas con una letras comun no son significativamente diferentes (p>0.05)
Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=263.58432 Error: 8731.6667 gl:8
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Tabla 25 Analisis estadisticos enterobacterias en dia O.

Variable N R? R? Ajustado cVv

Dia 0 15 1.00 1.00 3.31

Tabla 26 Analisis de la varianza, para enterobacterias en dia 0 (SC tipo III).

FV GL SC CM F p-Valor
Modelo 6 125946.67 20991.11 787.17 <0.0001
Replicas 2 520.00 260.00 9.75 0.0072
Tratamientos 4 125426.67 31356.67 1175.88 <0.0001
Error 8 213.33 26.67
Total 14 126160.00

Tabla 27 Ponderacion de tratamientos para enterobacterias en el dia O.

Tratamientos Medias n E.E
1.00 310.00 3 2.98 a
3.00 180.00 3 2.98 b
2.00 160.00 3 2.98 c
4.00 86.67 3 2.98 d
5.00 43.33 3 2.98 e

Medidas con una letras comun no son significativamente diferentes (p>0.05)

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=14.56650 Error: 26.6667 gl: 8
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Figura 49. Prueba de significancia de tukey enterobacterias dia 0.



Tabla 28 Analisis estadisticos enterobacterias en dia 30.

Variable N R? R? Ajustado cVv

Dia 30 15 0.97 0.95 7.54

Tabla 29 Analisis de la varianza, para enterobacterias en dia 30 (SC tipo III).

FV GL SC CM F p-Valor
Modelo 6 14360.00 2393.33 46.32 <0.0001
Replicas 2 53.33 26.67 0.52 0.6154
Tratamientos 4 14306.67 3576.67 69.23 <0.0001
Error 8 413.33 51.67
Total 14 14773.33

Tabla 30 Ponderacion de tratamientos para enterobacterias en el dia 30.

Tratamientos Medidas n E.E
2.00 126.67 3 4.15 a
1.00 123.33 3 4.15 a
3.00 110.00 3 4.15 a
5.00 63.33 3 4.15 b
4.00 53.33 3 4.15 b

Medidas con una letras comun no son significativamente diferentes (p>0.05)
Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=20.27572 Error: 51.6667 gl: 8
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Tabla 31 Analisis estadisticos enterobacterias en dia 60.

Variable N R? R? Ajustado cVv

Dia 60 15 0.97 0.95 8.81

Tabla 32 Analisis de la varianza, para enterobacterias en dia 60 (SC tipo III).

FV GL SC CM F p-Valor
Modelo 6 23693.33 3948.89 46.46 <0.0001
Replicas 2 53.33 26.67 0.31 0.7393
Tratamientos 4 23640.00 5910.00 69.53 <0.0001
Error 8 680.00 85.00
Total 14 24373.33

Tabla 33 Ponderacion de tratamientos para enterobacterias en el dia 60.

Tratamientos Medidas n E.E
2.00 150.00 3 5.32 a
3.00 140.00 3 5.32 a
1.00 116.67 3 5.32
5.00 66.67 3 5.32 c
4.00 50.00 3 5.32 c

Medidas con una letras comun no son significativamente diferentes (p>0.05)
Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=26.00641 Error: 85.0000 gl: 8
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Tabla 34 Analisis estadisticos enterobacterias en dia 90.

Variable N R? R? Ajustado cVv

Dia 90 15 0.96 0.94 11.91

Tabla 35 Analisis de la varianza, para enterobacterias en dia 90 (SC tipo III).

FV GL SC CM F p-Valor
Modelo 6 29773.33 4962.22 35.44 <0.0001
Replicas 2 213.33 106.67 0.76 0.4979
Tratamientos 4 29560.00 7390.00 52.79 <0.0001
Error 8 1120.00 140.00
Total 14 30893.33

Tabla 36 Ponderacion de tratamientos para enterobacterias en el dia 90.

Tratamientos Medidas n E.E
2.00 176.67 3 6.83 a
3.00 106.67 3 6.83
1.00 96.67 3 6.83
5.00 73.33 3 6.83 b c
4.00 43.33 3 6.83 c

Medidas con una letras comun no son significativamente diferentes (p>0.05)
Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=33.37606 Error: 140.0000 gl: 8
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Figura 52. Prueba de significancia de tukey enterobacterias dia 90.



Tabla 37 Analisis estadisticos pH en dia 0.

Variable N R? R? Ajustado cVv

Dia 0 15 0.89 0.81 1.77

Tabla 38 Analisis de la varianza, de pH en dia 0 (SC tipo IlI).

FV GL SC CM F p-Valor
Modelo 6 0.71 0.12 10.76 0.0018
Replicas 2 0.13 6.05 6.05 0.0251
Tratamientos 4 0.57 13.11 13.11 0.0014
Error 8 0.09 0.01
Total 14 0.79

Tabla 39 Ponderacion de pH de tratamientos en dia 0 (SC tipo IlI).

Tratamientos Medidas n E.E
2.00 6.22 3 0.06 a
5.00 6.01 3 0.06 a
1.00 5.89 3 0.06 b c
3.00 5.83 3 0.06 b c
4.00 5.63 3 0.06 c

Medidas con una letras comun no son significativamente diferentes (p>0.05)
Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.29504 Error: 0.0109 gl: 8
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Figura 53. Prueba de significancia de tukey pH dia 0.



Tabla 40 Analisis Estadisticos pH en dia 30

Variable N R? R? Ajustado cVv

Dia 30 15 0.98 0.96 0.91

Tabla 41 Analisis de la Varianza, de pH en dia 30 (SC tipo IlI)

FV GL SC CM F p-Valor
Modelo 6 0.98 0.16 55.65 <0.0001
Replicas 3 0.02 0.01 3.60 0.0769
Tratamientos 4 0.96 0.24 81..68 <0.0001
Error 8 0.02 2.9 E-03
Total 14 1.00

Tabla 42 Ponderacion de pH de tratamientos en dia 30 (SC tipo IIl)

Tratamientos Medias n E.E
2.00 6.32 3 0.03 a
4.00 6.11 3 0.03 b
3.00 5.88 3 0.03 c
1.00 5.83 3 0.03 c
5.00 5.57 3 0.03 d

Medidas con una letras comun no son significativamente diferentes (p>0.05)
Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.15301 Error: 0.0029 gl: 8
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Figura 54. Prueba de significancia de tukey pH dia 30.



Tabla 43 Analisis estadisticos pH en dia 60.

Variable N R? R? Ajustado cVv
Dia 30 15 0.79 0.64 1.74
Tabla 44 Analisis de la varianza, de pH en dia 60 (SC tipo III).

FV GL SC CM F p-Valor
Modelo 6 0.33 0.06 5.15 0.0187
Replicas 3 0.01 3.4 E-03 0.32 0.7378

Tratamientos 4 0.32 0.08 7.57 0.0079
Error 8 0.09 0.01
Total 14 0.42
Tabla 45 Ponderacion de pH de tratamientos en dia 60 (SC tipo IlI).
Tratamientos Medidas n E.E

2.00 6.23 3 0.06 a

4.00 5.99 3 0.06 a b

1.00 5.88 3 0.06 b

5.00 5.85 3 0.06 b

3.00 5.84 3 0.06 b

Medidas con una letras comun no son significativamente diferentes (p>0.05)

Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.29206 Error: 0.0107 gl: 8
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Tabla 46 Analisis estadisticos pH en dia 90.

Variable N R? R? Ajustado cVv

Dia 30 15 0.80 0.66 2.44

Tabla 47 Analisis de la varianza, de pH en dia 90 (SC tipo III).

FV GL SC CM F p-Valor
Modelo 6 0.68 0.11 5.46 0.0159
Replicas 2 0.15 0.07 3.59 0.0773
Tratamientos 4 0.53 0.13 6.39 0.0131
Error 8 0.17 0.02
Total 14 0.85

Tabla 48 Ponderacion de pH de tratamientos en dia 90 (SC tipo IlI).

Tratamientos Medidas n E.E
2.00 6.25 3 0.08 a
3.00 5.90 3 0.08 a b
5.00 5.89 3 0.08 a b
4.00 5.77 3 0.08 b
1.00 5.71 3 0.08 b

Medidas con una letras comun no son significativamente diferentes (p>0.05)
Test: Tukey Alfa=0.05 DMS=0.40643 Error: 0.0208 gl: 8

pH Dia 90

.37 1

A
5.19
5.02
5.854
B
I E
567
2.00 3.00 1.00

5.00 4 00
Tratamientos

pH

Figura 56. Prueba de significancia de tukey pH dia 90.



ANEXO A-3

ALIMENTOS PARA ANIMALES. ALIMENTOS BALANCEADOS PARA AVES
DE PRODUCCION ZOOTECNICA. REQUISITOS. NTE INEN 1829:2014.

Primera revision

1.4.1 OBJETO
Esta norma establece los requisitos que deben cumplir los alimentos

balanceados destinados a la alimentacién de aves de produccién zootécnica.

1.4.2 ALCANCE

v' Esta norma aplica para alimentos balanceados para todas las especies

de aves de engorde, reproductoras y ponedoras.

v Esta norma se aplica a los alimentos balanceados que se comercializan

en forma de harina, pellets y migas.

1.4.3 DEFINICIONES

v' Para efectos de esta norma se adoptan las definiciones contempladas

en la NTE INEN 1643, y las que a continuacion se detallan:

v' Alimento balanceado para aves de produccidon zootécnica. Es el
alimento para ser suministrado durante la o las fases de un programa de
alimentacion para aves de produccion zootécnica (aves de engorde,
reproductoras y ponedoras) y estan en funcion de la especie, genética,

del fin productivo y de otras variables.



v" Ave de Engorde. Es un animal cuyo fin de produccion es la obtencion de

carne y coproductos.

v" Ave Reproductora. Es un animal cuyo fin de produccién es la obtencion

de huevos fértiles.

v" Ave Ponedora. Es un animal cuyo fin de produccién es la obtencién de

huevos para consumo.

v" Huevo fértil. Es un évulo fertilizado que contiene un embrién viable cuya

principal finalidad es perpetuar la especie.

1.4.4 CLASIFICACION

Los alimentos balanceados para aves segun el objetivo de produccion
zootécnica se clasifica en:

v' Alimentos para aves de engorde
v' Alimentos para aves reproductoras
v' Alimentos para aves ponedoras

v Los diferentes tipos de alimentos balanceados para aves, se definiran
acorde a los programas, planes y/o sistemas de alimentaciéon de cada

granja y empresa balanceadora.

1.4.5 DISPOSICIONES GENERALES

v' El alimento balanceado debe tener las caracteristicas fisicas, quimicas, y

biolégicas aptas para la alimentacibn de las aves de produccién
zootécnica.



1.4.6

El alimento balanceado debe estar libre de insectos (insectos vivos o
partes de éstos, huevos o larvas), plaguicidas, elementos extrafios y de

adulterantes.

El alimento balanceado no debe contener ingredientes o aditivos que se

encuentren de uso prohibido por la Autoridad Nacional Competente.

Los ingredientes para alimentos balanceados deben obtenerse de
fuentes seguras, y someterse a un analisis de riesgos desde el punto de

vista de la inocuidad de los alimentos.

REQUISITOS

Requisitos generales

Los alimentos balanceados deben cumplir con una homogeneidad de
mezclado de los ingredientes no menor al 90% (coeficiente de variacion
menor o igual al 10%). El método de ensayo se realizara de conformidad
con el método *AOAC 969.10

El alimento balanceado debe cumplir con la composicion declarada en el
rotulado con los rangos de tolerancia establecidos en la tabla 03.

La verificacion de la composicion declarada en el rotulado debe
realizarse con los analisis bromatolégicos de la tabla 4.



Tabla 1 Métodos de Ensayo para los analisis bromatologicos

Parametro (%) Método de ensayo Tolerancias

+3 puntos porcentuales del
contenido declarado para
proteina cruda igual o superior al

24%.
Proteina Cruda IS0 58831
+2 5 puntos porcentuales del
contenido declarado para
proteina cruda entre el 8% vy el
24 %,
Fibra cruda IS0 GBS +1,7 puntos porcentuales del
contenido declarado para fibra
cruda inferior al 10%.
+2 5 puntos porcentuales del
contenido declarado para grasa
Grasa Cruda IS0 5492 cruda entre el 8% v el 24%

+1 punto porcentual del
contenido declarado para
Cenizas.

Ceniras IS0 5384 + 1 punto porcentual del
contenido declarado para
Cenizas.

Calcio IS0 EAD0-1 +1 punto porcentual del
contenido declarado para calcio.

Foasforo 150 6401 +1 punto  porcentual  del
contenido declarado para fosforo
total.

Tomada de (INEN, 2014)

1.4.7 REQUISITOS ESPECIFICOS

v" Requisito fisico-quimico. El alimento balanceado debe cumplir con el

requisito indicado en la tabla 5.

Tabla 2 Requisito fisico-quimico de los alimentos balanceados

o Valor Método de
Requisito _ _
Minimo Maximo Ensayo
Humedad % - 13,0% ISO 6496

v" Requisitos microbioldgicos. El alimento balanceado debe cumplir con los

requisitos indicados en la tabla 06.



Tabla 3 Requisitos microbiolégicos de los alimentos balanceados

Microorganismo Caso n C m M  Método de ensayo
Enterobacteriaceae 1 ) 3
2 5 2 10 10 ISO 21528-1
ufc/g
) Ausencia ISO 6579
Salmonella* 10 5 0 -
/259 NTE INEN 1529-15
*Evaluar Salmonella cuando el resultado de Enterobacteriaceae un riesgo para la
inocuidad.
Dénde:

Caso: Rigurosidad del muestreo y las condiciones de uso.

(1) El caso 2 es para una contaminacion general, sin cambios en el riesgo

(2) El caso 10 es un peligro serio que usualmente no amenaza la vida, las
secuelas son raras, de duracibn moderada sin cambios en el riesgo

n: ndmero de muestras de lote que deben analizarse

c: numero de muestras defectuosas aceptables con resultados entre my M

m: limite de aceptacion

M: limite de rechazo

v Contaminantes. El limite méaximo de aflatoxina B1 en el alimento

balanceado debe cumplir con los requisitos indicados en la tabla 7.

Tabla 4 Contaminantes

Contaminante Requisito Método de Ensayo

ISO 17375

Aflatoxina B1 20 pa/k b
Ha/kg (ppb) AOAC 990.32*

*Métodos generales recomendados

v' Los alimentos balanceados se ajustaran a los limites maximos de
residuos de plaguicidas establecidos por la Comision del Codex
Alimentarius, CAC/LMR 01 vigente.
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INSPECCION

v" El muestreo se debe efectuar de acuerdo con la Norma 1SO 6497

Criterios de aceptacion y rechazo

v' Si la muestra ensayada no cumple con uno o mas de los requisitos

149

indicados en esta norma, se debe rechazar el lote. En caso de
discrepancia se debe repetir los ensayos sobre la muestra reservada
para tales efectos. Cualquier resultado no satisfactorio en este segundo,

es motivo para rechazar el lote.

ENVASADO Y EMBALADO

Los empaques deben ser de material resistente a la accion del producto
y que mantengan la calidad del mismo sin transmitir sabores ni olores
extrafios. Ademas deben permitir el manejo conveniente del producto
hasta su destino en buenas condiciones e impedir la pérdida o deterioro

del producto.

No se permite la utilizacion de empagues que hayan contenido alimentos
para animales, fertilizantes, plaguicidas y otros productos que puedan
ofrecer cualquier posibilidad de contaminacién.

En los locales de venta o almacenes los alimentos deben mantenerse
separados de plaguicidas o productos afines de facil absorcién por los

Mmismaos.

El producto debe ser almacenado en adecuadas condiciones de
temperatura y humedad de acuerdo con las buenas practicas de manejo

y almacenaje.

1.4.10 ROTULADO

v' Las etiquetas o roétulos en los empaques deben llevar impresa con

caracteres legibles e indelebles la informacion requerida en la Decision

Andina para el Registro, Control, Comercializacién y Uso de



Productos Veterinarios vigentes, y los que a continuacion se detallan:
v' 9.1.1 Andlisis de composicién garantizada, expresado en porcentaje con

los siguientes datos:

a) Contenidos minimos de proteina y grasa,
b) Contenidos maximos de fibra, humedad y cenizas,
v Lista de ingredientes declarados en orden decreciente de las

proporciones usadas.
v Fechas de produccién y nimero de lote
v Pais de origen
v" Fecha de vencimiento

El producto consignado a granel debe ir acompafiado por la documentacion
pertinente que lo ampara, la cual debe incluir la siguiente informacion:

v" Nombre del producto.

v' El analisis garantizado, expresado en porcentaje con los siguientes

datos:

a) Contenidos minimos de proteina y grasa,
b) Contenidos maximos de fibra, humedad y cenizas,
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v' 9.2.3 Lista de ingredientes declarados en orden decreciente de las

proporciones usadas.
v 9.2.4 Fecha de produccién y nimero de lote

v' 9.2.5 Pais de origen.

v 9.2.6 Fecha de vencimiento






