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Resumen

En esta investigacion se tuvo como objetivo estudiar el efecto de distintas
concentraciones de nisina como bioconservante de suero de leche bovina procedente de
distintas zonas tomando en cuenta que el lactosuero es uno de los mayores
contaminantes ambientales proveniente de industrias queseras buscando asi
herramientas bioconservadoras que contribuyan a alargar su vida Util para posteriormente
darle valor agregado al producto en estudio. La presente investigacion se desarroll6 en el
laboratorio de bromatologia y biociencias de la Universidad de las Fuerzas Armadas
ESPE sede Santo Domingo, las muestras obtenidas para el andlisis fueron de
procedencia tradicional y artesanal. Se evaluaron variables fisicoquimicas como cenizas,
grasas y proteina a los sueros lacteos y durante 7 dias se analizaron las variables de pH
y acidez, asi como UFC en aerobios y en levaduras y hongos para evaluar su
comportamiento en dias. Para los resultados estadisticos se aplic6 un ANOVA con
modelo factorial (AXBxC) mediante un disefio de blogques completamente al azar
(D.B.C.A) en donde A corresponde a las concentraciones de nisina aplicada, B a la
temperatura a la que se conservé la muestray C a la procedencia de la muestra de suero,
cada tratamiento se desarroll6 con 3 repeticiones con un total de 36 unidades
experimentales. Para la diferencia entre medias de los tratamientos se aplico la prueba
de Tukey (p>0,05%). Los resultados obtenidos identificaron al tratamiento 5 (100
ppm*refrigeracién*elaboracion tradicional) que destaca a las variables de pH (6,32 a
6,13), acidez (0,12 a 0,14) desde el dia 0 al 7 analizados encontrandose dentro de los
parametros adecuados con respecto a las normas INEN 2594:2011 y con respecto a UFC
es el tratamiento que menos proliferacion de microorganismos reporté para bacterias

(8,04x108) y hongos (8,266x10°) comparado con el resto de tratamientos.

Palabras clave:

SUERO DE LECHE BOVINA
NISINA

PRUEBAS FISICOQUIMICAS
UFC
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Abstract

The objective of this research was to study the effect of different concentrations of nisin
as a biopreservative of bovine milk serum from different areas, taking into account that
whey is one of the greatest environmental pollutants from cheese industries, thus seeking
bioconservative tools that contribute to extend its useful life to later add value to the
product under study. The present investigation was developed in the laboratory of
bromatology and biosciences of the University of the Armed Forces ESPE Santo Domingo
headquarters, the samples obtained for the analysis were of traditional and artisan origin.
Physicochemical variables such as ashes, fats and protein were evaluated in the milk
serum and for 7 days the variables of pH and acidity as well as CFU in aerobic bacteria
and in yeasts and fungi were analyzed to evaluate their behavior in days. For the statistical
results, an ANOVA with a factorial model (AxBxC) was applied using a completely
randomized block design (DBCA) where A corresponds to the applied nisin
concentrations, B to the temperature at which the sample was stored and C to the origin
of the serum sample, each treatment was developed with 3 repetitions with a total of 36
experimental units. For the difference between means of the treatments, the Tukey test
was applied (p> 0.05%). The results obtained identified treatment 5 (100 ppm *
refrigeration * traditional preparation) that highlights the variables of pH (6.32 to 6.13),
acidity (0.12 to 0.14) from day 0 to 7 analyzed Being within the appropriate parameters
with respect to the INEN 2594: 2011 standards and with respect to CFU, it is the treatment
that reported the least proliferation of microorganisms for bacteria (8.04x108) and fungi
(8.266x1010) compared to the rest of the treatments.

Keywords:

* BOVINE MILK SERUM

* NISINA

* PHYSICOCHEMICAL TESTS
* UFC
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Capitulo |

Introduccion

El suero de leche es un producto lacteo que se obtiene de la separacion
entre el codgulo de leche y la leche descremada durante la elaboracion del
gueso, mediante accion acida o enziméatica del tipo de cuajo utilizado. A pesar
de poseer compuestos de importancia con potenciales beneficios nutricionales y
de salud, no constituye un sustituto integral de la leche; sin embargo, el
lactosuero es aprovechado en varios paises para la fabricacion de productos
alimenticios y suplementos, 0 como materia prima para producir otros

ingredientes y compuestos(Poveda E., 2013).

De cada 100 litro de leche, 90 de ellos son suero, conservando el 55% de
nutrientes de la leche. En Ecuador, la industria quesera genera 1.2 millones de
litros de suero de leche por dia, lo que significa que podria alimentar a 120,000
personar por dia; sin embargo, gran parte de este producto no es comercializado
lo que termina en desperdicio como comida de cerdos o desecho vertido sobre
el sistema de alcantarillado publico o quebradas, generando un grave problema
ambiental (La camara de comercio de Guayaquil, 2019). El problema de
descargar el suero en corrientes o plantas de tratamiento de aguas residuales es
su alta demanda bioldgica de oxigeno causada por las proteinas y
carbohidratos, por lo que se ha estimado que una DBO (demanda bioldgica de
oxigeno) representada en 100 Ib. de suero es equivalente al desperdicio

producido por 21 personas cada 24 horas (Ramirez, 2010).

Para analizar esta problematica es necesario mencionar sus causas. Una
de ellas es el desconocimiento de algunos productores sobre las bondades

nutricionales de este subproducto y la dificultad para acceder a las tecnologias
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apropiadas para su manejo, procesamiento y conservacion (Poveda E., 2013).
Ademads, en las ultimas décadas los estandares de calidad y conservacion en la

industria alimentaria son mas exigentes.(Heredia-Castro et al., 2017).

La investigacion de esta problematica se realiz6 con el interés de
conocer el valor agregado que el suero de leche bovina aportara a la industria
alimenticia y los efectos que puede provocar la aplicacion de la bacteriocina
(nisina) como método de bioconservacién del mismo. Por lo tanto, esto permitio
identificar el mejor tratamiento de conservacion aplicado en el suero de leche
bovina y su posterior uso como subproducto en la elaboracién de alimentos de la

industria alimenticia.

Para cumplir con lo propuesto se plantearon los siguientes objetivos

Objetivo General
Estudiar el efecto de distintas concentraciones de nisina como

bioconservante de suero de leche bovina procedente de distintas zonas.

Objetivos Especificos
Evaluar distintas concentraciones de nisina como bioconservante, del
suero de leche para su aplicacion como materia prima en el aprovechamiento

para posteriores procesos.

Estudiar la influencia de la temperatura en la conservacién del suero

mediante la aplicacion de la bacteriocina nisina.

Determinar la influencia del sistema de elaboracién de queso en las
caracteristicas del suero y su comportamiento en la conservacion mediante la

aplicacion de nisina.



Hipotesis
Hipotesis para el Factor A (Concentraciones de nisina)

Ho: Las distintas concentraciones de nisina aplicadas al suero de leche

no influyen en los parametros de conservacion.

Ha: Las distintas concentraciones de nisina aplicadas al suero de leche

influyen en los pardmetros de conservacion.

Hipotesis para el Factor B (Temperatura)
Ho: La temperatura aplicada al suero de la leche tratada con la

bacteriocina nisina, no influye en los parametros de conservacion.

Ha: Latemperatura aplicada al suero de leche tratada con la

bacteriocina nisina, influye en los parametros de conservacion.

Hipotesis para el factor C (Procedencia)

24

Ho: El sistema de elaboracién del queso, no influye en las caracteristicas

del suero y su comportamiento en la conservacion mediante la aplicacion de la

nisina.

Ha: El sistema de elaboracién del queso, influye en las caracteristicas del

suero y su comportamiento en la conservacion mediante la aplicacion de la

nisina.
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Capitulo 1l
Revision de literatura

Suero lacteo

El suero es un subproducto obtenido a partir de la produccién de queso
con gran importancia en la industria de los |lacteos por los grandes y
considerables volumenes que se producen, asi como también por la
composicion nutricional (EI-Tanboly, 2017) . La produccién anual a nivel
mundial del suero es de 180 a 190x108 ton/afio de tal manera que solo es
procesada el 50% para la produccion de nuevos alimentos y productos de tal
manera que la mitad de dicha cantidad se la emplea directamente, el 30% como
suero en polvo, el 15% como lactosa y subproductos y lo restante como
concentrados de proteina de suero de queso (El-Tanboly, 2017). En el caso de
Ecuador, el suero de leche no tiene un tratamiento adecuado para su
aprovechamiento, por lo que seria importante incrementar la rentabilidad de
operacion en la industria quesera. El suero generado en este pais esta
conformado por alrededor de 973000 toneladas de lactosa, producto con alta
capacidad de transformacién, asi como también 175 toneladas de proteina que

puede ser recuperable (Riofrio Grijalva, 2014).

Tipos de suero lacteo

Los tipos existentes de lactosueros dependen de la eliminacion de
caseina (R. A. Parra Huertas, 2009). El suero dulce es obtenido una vez que se
lleva a cabo la coagulacion enzimatica con un pH de alrededor de 5.6 (Paredes
et al., 2014) aunque la norma NTE INEN 2594:2011 establece que el suero de
leche dulce debe cumplir con un pH minimo de 6.8 y maximo de 6.4. Por otro

lado, el suero acido es el resultado de un proceso de fermentacion o por la
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afiadidura de acidos organicos o minerales para posteriormente lograr la
coagulacion de la caseina (Parra Huertas, 2009). De acuerdo a la norma NTE
INEN 2594:2011 el pH para este tipo de sueros es 5.5 como minimo y un

maximo de 4.8.

Tabla 1

Composicién del suero dulce y suero acido.

Componente Suero dulce Suero acido
% de agua 93-94 94-95
Gravedad especifica (kg/l)  1.026 1.024-1.025
% de grasa 0.8 0

% de proteina 0.9 0.9

% de lactosa 4.5-5.0 3.8-4.4

% &cido lactico 0.8 0.8

% minerales 0.5-0.7 07-0.8

pH 5.8-6.6 4.5-5.0

Fuente: Van der Schans (2002)

El suero lacteo y su impacto ambiental

Parte del suero obtenido en las industrias queseras son empleados como
alimento para animales de granja y fertilizantes, otro porcentaje se descarga a
cuerpos de agua generando un grave problema de contaminacioén (Iniesta
Planells, 2020). El suero de leche es un compuesto con alta demanda de DBO

por lo que una vez vertidos en alguna fuente de agua los microorganismos alli
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habitables y degradables requieren de una mayor cantidad de oxigeno disuelto
por tal motivo si la cantidad de oxigeno presente disminuye, se inducira a la
muerte de la fauna existente en dicho ecosistema y por consiguiente, se

produciran malos olores debido a la putrefaccion (Riofrio Grijalva, 2014).

Enfoque y valorizacion biotecnoldgica del suero parala generacion de
nuevos productos

Verter grandes cantidades de suero al medio ambiente resulta una
amenaza considerable para el medio ambiente debido a que la eliminacién de
este producto es una de las problematicas que afronta la industria
constantemente por lo que es necesario buscar y emplear tecnologias para un
manejo adecuado y sustentable del suero. Al poseer gran cantidad de nutrientes,
es capaz de actuar como un sustrato para el crecimiento de microorganismos y

su posterior produccién de productos con valor agregado (Kaur et al., 2020).

El suero es una amplia fuente de lactosa, proteinas funcionales, péptidos
y otros nutrientes de tal forma que puede ser empleado para producir una gran

cantidad de productos de valor agregado.

Tabla 2

Produccion microbiana de productos de valor agregado a partir del suero.

Productos Microorganismos Sustrato

Bioetanol Candida tropicalis y Suero de queso
Blastschizomyces capitatus mozzarella

Biobutanol Clostridium acetobutylicum DSM Suero de queso

792
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Biodiesel Crypthecodinium cohnii Suero de queso
Bacteriocina Enterococcus faecium Suero de queso
Leuconostoc mesenteroides All
Acido lactico L.helveticus Suero de queso

L.plantarum TISTR 2265
B-galactosidasa  A.Oryzae CCT 0977 Suero de queso

Proteasa Bacillus sp. SMIA-2 Suero de queso

Fuente: (Kaur et al., 2020).

Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos de origen ribosomal, que son secretados
al medio extracelular y poseen la capacidad de inhibicion del crecimiento de
microorganismos. Existe una diversidad de microorganismos y se ha estimado
gue un 99% de bacterias producen una bacteriocina (Heredia-Castro et al.,

2017).

Las bacteriocinas de mayor estudio son aquellas producidas por las
bacterias acido lacticas conocidas como BAL, y son generalmente reconocidos
como seguro (GRAS), cuya participacion en la fermentacion y conservacion de
alimentos es relevante para el mejoramiento de la calidad higiénica mediante la
inhibicion de la flora competitiva de microorganismos patégenos tales como:
Listenia monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium

botilinum y Salmonella, entre otros (Mondragon Preciado et al., 2013).
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Clasificacién de las bacteriocinas

Las bacteriocinas han sido clasificadas en cinco clases segun varios
criterios como: microorganismos productores, pesos moleculares, propiedades
fisicas, estructura quimica, modo de accidn y caracteristicas genéticas y

bioquimicas detalladas en la tabla 3.

Tabla 3

Clasificacion de bacteriocinas.

Clasificacion Caracteristicas Subcategoria Ejemplo
Clase | e Péptidos que e  Tipo A (moléculas lineales) e Nisina, subtilina,
) contienen epidermina.
(Lantib) e  Tipo B (moléculas globulares
aminoécidos
e  Mersacidina
modificados
Clase Il e Clase e Subclase Ila (pediocina- . Pediocina,
heterogénea antilisteria) enterocina,
de péptidos sakacina

. Subclase llb (compuesto de
termoestables

dos péptidos) . Plantaricina,
pequenios.
lacticina F.
. Subclase lic (otras
bacteriocinas) e Lactotococcina
e  Grupo de e Subclaselld . Lacticina Q
péptidos
e Subclasell e . Propionicina F.
lineales.

e  Degradacion
de proteinas

grandes
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Clase lll Péptidos grandes . Helveticina J,
millericina B
termoléabiles
Clase IV Péptidos ciclicos . Reutericina 6
Clase V Péptidos de estructura o Enterocina AS-48,
circular gasericina A

Fuente: (Heredia-Castro et al., 2017)
Nisina
La nisina es un péptido antimicrobiano producido por cepas de
Lactococcus lactis spp. que ataca la pared celular causando lisis del
microoganismo diana. Esta bacteriocina es utilizada en aplicaciones especificas

como la prevencién en la germinacion de esporas y crecimiento de bacterias

patégenas que contaminan productos alimenticios(Gharsallaoui et al., 2016).

Es producida por las BAL (bacterias &cido lacticas) de forma natural en la
leche cruda y productos lacteos; sin embargo, cuando es producida de manera
industrial, la nisina requiere condiciones nutricionales muy complejas lo que
implica un aumento en los costos de produccion (Gharsallaoui et al., 2016). La
nisina se encuentra clasificada dentro de los lantibioticos de la clase I, los cuales
son péptidos pequefios policiclicos, estables al calor, activos a nivel de

membrana (Cano-Serna et al., 2015).

Ha sido aprobada para su uso en mas de 50 paises, por lo que la FDA le
otorg6 el estado generalmente reconocido como seguro (GRAS) en 1988,
ademés el Comité del Codex de la FAO/OMS sobre la leche y productos lacteos
permite a la nisina como un aditivo alimentario para el queso procesado en una
concentracion de 12,5 mg/Kg de producto, mientras que la FDA de EE.UU,

permite 250 mg/Kg (Ibarra-Sanchez et al., 2020).
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Composicion quimicay fisica de la nisina

Tabla 4

Composicidn fisica y quimica de la nisina

Nombre Nisina

Formula C143H230N42037S7
Peso molecular 3.354,07 g/mol
Numero CAS 1414-45-5

Forma Polvo

Color Beige

Solubilidad Soluble en agua
Fuente Lactococcus lactis
Olor Sin datos disponibles
Concentracion 2.5% (saldo de NacCl)

Temp. de almacenamiento  2-8°C

pH Sin datos disponibles

Fuente: (Sigma-Aldrich, 2021)

Estructura de la nisina

La nisina pertenece a un grupo de bacteriocinas conocidos como
lantibiéticos, y estos se clasifican en dos subgrupos: los de tipo A que son los
lantibiéticos del tipo nisina y los de tipo B que son los lantibiéticos del tipo

duramicina.
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Los lantibiéticos son polipéptidos policiclicos relativamente pequefios; la
nisina consta de 34 amino&cidos con un peso de 3354 Da. Contiene
aminoacidos inusuales como la lantionina o b-metillantionina, ambos forman
puentes de tioéter de cadenas. La deshidroalanina y deshidrobutirina. En total, la
nisina tiene dos deshidroalanina (Dha), una deshidrobutirina (Dhb), una

lantionina y cuatro residuos de b-metillationina (Delves-Broughton, 2014).

Figura 1

Estructura de la nisina Aba:Acido aminobutirico); Dha :Dehydroalanina; Dhb
:Dehydrobutirina (B-metildehidroalanina); Ala-S-Ala:lantitonina; Aba-S-Ala: B-

metillantionina.

Fuente:(Delves-Broughton, 2014).

Propiedades fisicoquimicas de la nisina

La actividad antimicrobiana de la nisina es dependiente de la solubilidad
acuosa Yy estabilidad estructural que a su vez dependen el pH. La nisina es mas
soluble y més estable bajo condiciones acidas, con una solubilidad de 12% a pH
2.5y 4% a pH 5.0. Esta solubilidad es cercana a cero cuando el pH alcanza y

excede la neutralidad, asi mismo la actividad antimicrobiana es fuerte a pH acido
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y decrece gradualmente con el incremento del pH. Por otro lado, la actividad de
la nisina es altamente estable a bajas temperaturas, durante la congelacion, por
ejemplo, pero esta actividad puede perderse cuando el péptido es calentando

por un lapso largo de tiempo (Gharsallaoui et al., 2016).

Propiedades antimicrobianas

Esta bacteriocina es muy efectiva contra varias bacterias Gram positivas
patdgenas como Listeria monocytogenes y Clostridium botulinum asi como
algunos patégenos Gram negativos como Escherichia coli y Salmonella spp
cuando se combinan con quelantes como acido etilendiaminotetraacético
(EDTA), tratamientos térmicos, congelacién o cualquier tratamiento, provocando
la alteracion de la pared celular haciendo que esta se vuelva permeable para
gue favorezca el contacto entre la nisina y la membrana citoplasmatica

(Gharsallaoui et al., 2016).

La mayoria de bacterias Gran negativas, levaduras y hongos, no son
inhibidos por la bacteriocina, sin embargo, inhibe a la mayoria de baterias Gran
positivas particularmente a aquellas que producen esporas. Dentro de las
bacterias Gran positivas que inhibe la nisina estan ciertas cepas de especies
como Staphylococcus, Streptoccoccus, Lactobacillus, Micrococcus (Delves-

Brougton, 1990).

Modo de accién

Las bacteriocinas de clase | como la nisina poseen un modo de accion
dual, donde la bacteriocina se une a la pared celular mediante atracciones
electrostaticas en la etapa 1, posteriormente, la nisina se une al lipido II,
principal transportador de las subunidades de peptidoglucano que es el principal

compuesto de la pared celular, el cual lo utiliza para anclarse a la membrana
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celular en la etapa 2, luego la bacteriocina cambia su orientacion en relacién con
la membranay se inserta en la misma, y como paso final, la union de varios
péptidos en el lugar de insercidn desarrollan un poro transmembranal el cual
permite la salida de moléculas como los aminoacidos y ATP ocasionando la

muerte celular de la bacteria en la etapa 3 (Mondragon Preciado et al., 2013).

Figura 2

Mecanismo de accion dual de la nisina Lactococcus lactis.

Bactenocma _ (+)

?‘WQ P90 “Q]ﬂ'ﬁ
zuwwv e

Subunidad de 3 ’@
peptidoglucano "- —

Fuente:(Mondragén Preciado et al., 2013).

Limitaciones de la nisina

La nisina es menos eficaz en ciertos productos lacteos, sobre todo en
aquellos productos lacteos que poseen un pH neutro elaborados con leche
entera. Varios son los factores que explican estas limitaciones de la nisina en
ciertos productos lacteos, destacando entre ellos la falta de estabilidad de la
nisina a pH neutro, la posibilidad de que la nisina se divida en glébulos de grasa,

cuando la nisina se une a la caseina anidnica, por la presencia de cationes
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divalentes que bloguean el acceso a los fosfolipidos de la membrana celular y el
potencial para que se desarrolle la resistencia a la nisina (Ibarra-Sanchez et al.,

2020).

Aplicaciones de la nisina como preservativo alimenticio

La nisina es la Unica bacteriocina permitida para uso en alimentos, este
péptido fue adicionado a la lista de aditivos alimentarios bajo el nimero Europeo
E234. Su uso autorizado por muchas razones, entre las cuales se destacan la
siguientes: Es un péptido de facil degradacién con las proteasas intestinales, no
representa riesgos para la salud humana y no altera las propiedades
organolépticas y propiedades sensoriales del alimento (Gharsallaoui et al.,

2016).

Son consideradas varias estrategias para la aplicacion de la nisina en la
preservacion de los alimentos como el uso de productos fermentativos con una
cepa productora de nisina como ingrediente, adicion de nisina purificada o
semipurificada como conservante y adicién de nisina encapsulada y/o la
inmovilizada de nisina en matrices sélidas para controlar su liberacion y

protegerlo de la degradacion de enzimas proteoliticas (Gharsallaoui et al., 2016).

Adicién de nisina en productos lacteos

En la leche, la nisina posee una eficacia de corto tiempo debido a la
interaccion existente entre la bacteriocina y los glébulos de la grasa y sus
proteinas, pese a esto varios estudios donde la leche fue la matriz estudiada, la
nisina tuvo un efecto antilisterial ideal, en la que se redujo la poblacién de
L.monocytogenes por debajo del limite de deteccion de 1log UFC/mL en 4 horas,

manteniendo este efecto hasta por 7 dias a 21°C (Cano-Serna et al., 2015).
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Ademads, otros productos lacteos, como postres refrigerados no pueden
someterse a una esterilizacion completa sin dafiar sus cualidades
organolépticas, por lo que a veces son conservados con nisina para prolongar su
vida util. La adicién de la nisina a la leche esta permitida en algunos paises
debido a problemas de vida Gtil asociados con el clima por su alta temperatura
ambiental, el transporte de larga distancia e inadecuada refrigeracion. Sin
embargo, no esta permitido en la Unién Europea, Estado Unidos y otros paises

con climas templados (Delves-Broughton, 2014).

Andlisis fisicoquimicos

Las caracteristicas fisicoquimicas de los subproductos de origen lacteo
deben ser evaluadas por la industria lactea para determinar el potencial de los
distintos tipos de suero para lograr convertirse en ingredientes de otros

productos (De Meneses et al., 2020).

pH

El pH del queso influye de manera directa en propiedades estructurales
del mismo, se presume que es por las interacciones quimicas entre los
componentes estructurales que dependen del pH. El contenido total de calcio
dentro de la cuajada que se controla por el pH de la leche en el fraguado y el de
la cuajada en drenaje del suero, determina el pH de la cuajada (Yazici et al.,
2010). El pH del suero se mide para el control de calidad de rutina debido a que
es una muestra mucho mas representativa que una muestra de cuajada en la

elaboracion del queso (Yazici et al., 2010).

Acidez titulable
Este parametro permite la deteccion de la acidez del suero presentado

principalmente como acido lactico. Cuando este valor incrementa en la acidez
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baja indica una mejor calidad del suero debido a que es posible un mejor
aprovechamiento determinando asi el destino para la produccion de otros

alimentos (Ramirez, 2010).

Unidades formadoras de colonias UFC

Debido a que cada microorganismo puede originarse como un grupo de
células se le afade el término de unidades formadoras de colonia para expresar
dicho resultado. Esto permite la determinacion del nimero de microorganismos
presenten en una muestra de acuerdo al medio de cultivo empleado (Ramirez,

2010).

Grasa

La cantidad de grasa en el suero depende de la calidad composicional de
la leche, asi como el tipo de trabajo de caracter mecanico antes y luego de la
coagulacion del producto lacteo. Cuando existen altos contenidos de grasa y
caseina en el suero el rendimiento de queso disminuye (Alava Viteri et al.,

2014).

Proteina

La proteina dentro del suero es uno de los elementos més
representativos al igual que algunas sales minerales, ademas, se le atribuye la
mayor potencialidad para su posterior aplicacion. El suero dulce, por otro lado,
es el mas empleado para la obtencion de proteinas a partir de la coagulacién

enzimatica (Alava Viteri et al., 2014).

Ceniza
La ceniza tiene un gran valor potencial al igual que la proteina para su

posterior uso industrial (Ricardo Enrique Lépez Barreto, Ménica Liliana Becerra



Jiménez, 2018). La cantidad de cenizas determina el contenido de minerales
neto en el suero lacteo, ademas, permite conocer la pureza de ciertos

ingredientes empleados para elaborar alimentos (Marquez, 2014).

38



39

Capitulo 1l
Metodologia
Ubicacion del area de investigacién
Ubicacion politica
Pais: Ecuador
Provincia: Santo Domingo de los Tsé&chilas
Cantoén: Santo Domingo de los Colorados

Parroquias: San Miguel de los Bancos y Santo Domingo

Ubicacion geogréfica

Las muestras de procedencia tradicional se obtuvieron en la
Agroindustria “El Campirano” ubicada en la via Chone km 1 % en Santo
Domingo de los Tsé&chilas. Por otro lado, las muestras de procedencia artesanal

se obtuvieron de una finca ubicada en Ganaderos Orenses.

La investigacion desarrollada en laboratorio tuvo lugar en la provincia de
Santo Domingo de los Tsachilas en las instalaciones de la Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE la misma que se encuentra ubicada en el kildbmetro 24
de la via Santo Domingo- Quevedo, perteneciente a la parroquia Luz de

América.

Ubicacién Ecolégica

Zona de vida: Bosque humedo tropical

Altitud: 224 msnm

Temperatura promedio: 24,6 °C

Precipitacion: 260 mm/afio
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Humedad relativa: 85%

Heliofania: 680 horas luz/afio

Suelo: Franco arenoso
Materiales

Adicién de las distintas concentraciones de nisina al suero

Tabla 5

Recursos empleados para la aplicacion de las distintas concentraciones de

nisina a evaluar en el suero.

Equipos Insumos Materiales/reactivos
Balanza Espétula Nisina A 2,5% marca
analitica Lactocomerce

Vaso de precipitado de 100 mL

Vidrio reloj

Lienzo

Suero Lacteo

Determinacién de pH

Tabla 6

Recursos utilizados para la determinacion de pH en las muestras de suero.

Equipos Insumos

Reactivo
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Potenciometro Vaso de precipitacion de 200 Agua destilada

mL

Agitador de vidrio

Determinacién de acidez titulable

Tabla 7

Recursos empleados para la determinacion de acidez titulable en las muestras

de suero.
Equipos Insumos Reactivos
Balanza Vaso de precipitacion Hidréxido de Sodio (NaOH)0.1 N
analitica

Agitador de vidrio Fenolftaleina

Material de limpieza

Bureta de 50 mL

Soporte universal
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Determinacién de ceniza

Tabla 8

Recursos empleados para la determinacion de ceniza en las muestras de suero.

Equipos Insumos Materiales

Bafio Maria Crisol Muestra de suero

Estufa ajustada a 103° £ 2°C  Vaso de precipitacion

Desecador Agitador de vidrio
Balanza analitica al 0,1 mg Guantes
Mufla Pinzas

Determinacion de grasas

Tabla 9

Recursos empleados para la determinacion de grasas en las muestras de suero.

Equipos Insumos Reactivos
Desecador Vaso de precipitacion Hexano
Balanza universal Agitador de vidrio

Estufa Crisol

Bafio Maria Soporte universal



Extractor de
humo/Sorbona o

colector

Aparato de Soxhlet

Pipetas graduadas 50 mL
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Determinacién de proteina

Tabla 10

Recursos empleados para la determinacion de proteinas en las muestras de

suero.
Equipos Insumos Reactivos
Unidad digestora Tubos de Acido sulfurico concentrado al
destilacién 96%

Plancha de calentamiento con

agitador magnético

Equipos de titulacién

Matraz Erlenmeyer

de 250 mL

Gotero

Solucién de Acido Bérico al

2% (HBOs)

Solucién de Acido Clorhidrico
0.1N (HCI), debidamente

estandarizada



Balanza analitica sensible al

0,1 mg

Extractor de humos/Sorbona o

colector

Unidad de destilacion

Termometro

Mortero

Bureta de 50 cm?
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Tabletas catalizadoras

Soluciéon de Hidréxido de

Sodio al 35% (NaOH)

Indicador Kjeldahl

Agua destilada

Determinacién de presencia de microorganismos

Tabla 11

Recursos empleados para la determinacion de la presencia de microorganismos.

Equipos Insumos Reactivos

Vortex Vasos de Agua peptonada
precipitacion Petrifilm para hongos y

Incubadora Micropipetas levaduras

Tubos de ensayo

Petrifilm para aerobios
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Métodos

Para el estudio del efecto de distintas concentraciones de nisina como
bioconservante de suero de leche bovina procedente de distintas zonas se
desarrollaron dos fases de tal manera que la primera fue la recoleccion de
muestras en las localidades tomadas en cuenta para el estudio y la segunda

consistio en el andlisis de la muestra aplicada el bioconservante en laboratorio.

Recoleccién de muestras
Para la recolecciéon de las muestras de suero lacteo se ha tomado como
referencia el instructivo para la toma de muestras de leche cruda y suero de

leche INT/CL/010 (Agrocalidad, 2017).

Tratamiento de suero lacteo con bioconservante (nisina)

Para la conservacion del suero lacteo se adicionaron varias
concentraciones de nisina (50, 100 y 200 ppm) en 200 mL de suero lacteo
siguiendo el detalle de la tabla 12 y tomando como referencia la norma general
para los aditivos alimentarios CODEX STAN 192-1995 la cual especifica 12,5
mg/Kg como dosis maxima. Pg 238.(CODEX ALIMENTARIUS, 2019) y se tomé

en consideracion el procedimiento realizado en el estudio de (Vinicio, 2010).

Tabla 12

Datos para tratamiento de suero lacteo con el bioconservante

Concentracién de nisina Volumen de muestra de Masa soluto de la

(ppm) suero empleado nisina
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50 ppm

100 ppm

200 ppm

0,20 L

0,20 L

0,20 L

10 mg.

20 mg

40 mg.

Disefio experimental

Factores del experimento

Tabla 13

Factores y niveles a probar en el estudio del efecto de distintas concentraciones

de nisina como bioconservante de suero de leche bovina procedente de distintas

Zonas.

Factores

Niveles

Concentraciones de nisina (A)

Temperatura de conservacion (B)

Procedencia del suero (C)

a0= 50 ppm

al= 100 ppm

a2= 200 ppm

b0= T. ambiente

b1= Refrigeracion

c0= Elaboracién tradicional

c1= Elaboracién artesanal
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Tratamientos a comparar

Tabla 14

Tratamientos a comparar en el estudio del efecto de distintas concentraciones
de nisina como bioconservante de suero de leche bovina procedente de distintas

zonas.

N° Tratamiento Tratamientos(interacciones) Descripcidn

T1 a0bO0c0 50 ppm+ T. ambiente+Elaboracién
tradicional
T2 alb0cO 100 ppm+ T. ambiente+

Elaboracion tradicional

T3 a2b0c0 200 ppm+ T. ambiente+

Elaboracion tradicional

T4 aOb1cO 50 ppm+ Refrigeracion+

Elaboracion tradicional

T5 alblcO 100 ppm+ Refrigeracion+

Elaboracion tradicional

T6 a2blc0 200 ppm+ Refrigeracién+

Elaboracion tradicional

T7 a0b0c1 50 ppm + T. ambiente+ Elaboracién
artesanal
T8 albOcl 100 ppm + T. ambiente +

Elaboracion artesanal
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T10

T11

T12
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a2b0cl 200 ppm + T. ambiente +

Elaboracion artesanal

a0blcl 50 ppm + Refrigeraciéon +

Elaboracion artesanal

alblcl 100 ppm + Refrigeracion +

Elaboracion artesanal

a2blcl 200 ppm + Refrigeracion +

Elaboracion artesanal

Tipo de disefio

Se empled ANOVA con modelo trifactorial (3x2x2) con un disefio de
bloques completamente al azar (D.B.C.A.) donde A corresponde a las
concentraciones de nisina aplicada, B a la temperatura a la cual va a estar
conservada y C la procedencia de la muestra de suero, cada tratamiento se

desarroll6 con 3 repeticiones.

Repeticiones
Los 12 tratamientos incluyeron 3 repeticiones por cada tratamiento,

dando un total de 36 unidades experimentales.

Caracteristicas de las unidades experimentales

Para esta investigacion se aplicd un modelo factorial en la cual se
emplearon 12 tratamientos (200 ml cada uno) con tres réplicas para cada uno,
de los cuales, 6 fueron de suero de leche de elaboracion tradicional y los 6

restantes del sistema artesanal, de estos 3 corresponden a la temperatura de
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refrigeracion con concentraciones de 50 ppm, 100 ppm y 200 ppm de nisina, de

igual manera se realiz6 en temperatura ambiente.

Analisis estadistico

Esquema del andlisis de varianza

Tabla 15

Esquema del analisis de varianza del estudio del efecto de distintas

concentraciones de nisina como bioconservante de suero de leche bovina

procedente de distintas zonas.

Fuentes de Variaciéon

Grados de Libertad

Concentraciones de nisina (A) a-1

Temperatura (B) b-1
Procedencia (C) c-1

AxB (a-1)(b-1)
AxC (a-1)(c-1)
BxC (b-1)(c-1)
AxBxC (a-1)(b-1)(c-1)
Blogque d-1

Error experimental abc (n-1)

Total

22

35
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Analisis funcional

Para aquellas variables con analisis de varianza significativos, se aplico

la prueba de significancia de Tukey al 5%.

Variables evaluadas

Para los analisis fisico-quimicos del suero lacteo se han tomado como

referencia las NTE-INEN 2494-2011 (NTE, 2011).

pH

Calibrar el potenciémetro con los buffer de pH 4y pH 7.
En un vaso de precipitacion colocar la muestra de suero lacteo.
Mezclar con el agitador de vidrio

Introducir el electrodo del potenciémetro para realizar la medicién respectiva.

Acidez titulable

El procedimiento se desarroll6 tomando en cuenta la norma NTE INEN 13

Colocar la muestra en el vaso de precipitacion y afadir 2 0 3 gotas de
fenolftaleina, tomando en cuenta que la misma cantidad deben ser afiadidas
en las demas muestras.

Agitar el contenido mientras cae por gotas la solucién de hidroxido de sodio
0.1 N, hasta que este se torne de color rosa palido de manera uniforme,
mostrandose asi la neutralizacién de acidos y bases.

Tomar lectura de la cantidad de solucién de NaOH consumida en la bureta,

el resultado se expresa en &cido lactico mediante el siguiente calculo.

mL de NaOH * N de NaOH = 0,090
*

% Acido Lactico = mL de la muestra

100
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Donde,
0,090 = Factor de &cido lactico
mL NaOH = mL de NaOH necesarios para titulacion de la muestra
N = Normalidad de NaOH 0.1 N
mL = mL de la muestra usados para titular.
Ceniza

Esta técnica se desarroll6 tomando en cuenta la norma NTE INEN 14 (Técnica,

1983).

Lavar cuidadosamente y secar el crisol en la estufa ajustada a 103° + 2°C
durante 30 min. Dejar enfriar en el desecador y pesar

Trasferir la muestra de suero lacteo al crisol y pesar aproximadamente 5g de
muestra.

Colocar el crisol en el bafio Maria a ebullicion por 30 min

Transferir el crisol a la estufa ajustada a 103° + 2°C por 3 h

Dejar enfriar el crisol con los sélidos totales en el desecador y pesar. Repetir
el calentamiento por periodos de 30 min, enfriando y pesando hasta que no
haya disminucion de masa.

Introducir el crisol en la mufla a 530°C + 20°C hasta la obtencion de cenizas
libres de particulas de carbon, obteniéndose al cabo de 2 6 3 h.

Sacar el crisol con las cenizas, dejar enfriar en el desecador y pesar, repetir
el proceso de incineracion por periodos de 30 min, enfriando y pesando
hasta que no haya disminucion de masa.

Determinar las cenizas mediante el siguiente calculo.
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C = mS——m * 100
m2—m
Donde,
m = masa de crisol vacio en g.
m2 = masa de crisol con suero lacteo (antes de la desecacion), en g
m3 = masa de crisol con cenizas (luego de incineracion), en g
C = cantidad de cenizas, en porcentaje de masa
Grasas

Esta técnica se desarroll6 de acuerdo a (Pasmay, 2015).

o Desecar la muestra para que el solvente penetre mejor

e Trocear y moler: rompiendo la estructura de la muestra, asi el solvente
extrae mejor los lipidos.

e Evapora el disolvente y se pesa el residuo y por la diferencia se conocen los

datos de cantidad grasa, mediante el siguiente célculo:

wi-w?2
% Grasa cruda = ——— % 100
w
Donde,
W1 = Peso de matraz con grasa, en g
W2 = Peso de matraz solo, en g

W = Peso de la muestra, en g
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Composicion proteica

Preparacion de la muestra

e Llevar la muestra a 20°C y mezclar hasta su homogenizacion

Digestion

o Pesar aproximadamente 0,3 g. de muestra y afiadir al microtubo digestor.

e Afiadir al microtubo una tableta catalizadora y 5mL de Acido Sulfdrico
concentrado.

e Colocar los tubos de digestion con las muestras en el block -digest con el
colector de humos funcionando.

¢ Realizar la digestion a una temperatura de 420°C y un tiempo que puede
variar entre 30 minutos.

e Alfinalizar el liquido contenido es de un color verde o azul transparente
dependiendo del catalizador utilizado.

e Dejar enfriar la muestra a temperatura ambiente.

e Evitar la precipitacion agitando de vez en cuando.

Destilacion

e En cada microtubo adicionar 10 mL de agua destilada.

e Colocar el microtubo y el matraz de recepcion con 50 mL de Acido Borico al
2% en el sistema de destilacion.

e Encender el sistema y adicionar 30 mL de Hidréxido de Sodio al 40%,
cuidando que exista un flujo normal de agua.

o Recoger aproximadamente 200 mL de destilado, retirar del sistema de los

accesorios y apagar.

Titulacidn

e Del destilado recogido en la matriz colocar tres gotas del indicador.
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e Titular con Acido Clorhidrico 0.1 N utilizando un agitador mecéanico
¢ Registrar el volumen de acido consumido mediante la siguiente formula.

(VHCL—Vb) * 1.401 « NHCL x F
9g. muestra

%PB =

Donde:

1.401 = Peso atémico del nitrégeno

NHCI = Normalidad de Acido Clorhidrico 0.1 N

F = Factor de conversion (6.25)

VHCI = Volumen del Acido Clorhidrico consumido en la titulacién

Vb = Volumen del Blanco (0.3)

Recuento de UFC (Ensayo para aerobios y para hongos y levaduras)

Preparacion de la muestra

e Se prepar6 una solucién de peptona al 5% y se afiadié 9 ml de la solucién en
cada tubo de ensayo empleado en el estudio.

e Se realizaron diluciones de las muestras de 10%, 102, 103, 104, 105, 10°%, 10
7,10%y 10°con 1 ml de la misma.

e Serealizé vortex a cada tubo de ensayo con solucién de peptona y muestra

de suero incluida.

Procedimiento
e En condiciones asépticas, se colocd 1 ml de la muestra en Petri film para
aerobios, de igual forma en los Petri film especificos para hongos y

levaduras.
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Posterior a ello se guardaron en la incubadora los Petri film durante 48 horas
a una temperatura de 38 °C en el caso de aerobios y para los Petri film
especificos para hongos y levaduras se incub6 durante 72 horas a
temperatura ambiente.

Con un contador de colonias, se determiné la cantidad de UFC de cada
muestra.

El nimero de microorganismos se calcul6 mediante la siguiente ecuacion:

() nes

ml v
Donde:
n= ndmero de colonias por placa
f=factor de dilucion

v= volumen inoculado en la placa
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Capitulo IV
Resultados

Anédlisis de varianza para la variable pH DIA 0

Tabla 16

Resultados de andlisis de varianza de pH dia 0 de suero lacteo a diferentes

concentraciones, temperatura y procedencia.

Fuente de variacion Suma de gl Cuadrados F Valor-P
cuadrados medios
Concentracion 0,022 2 0,011 1,340 0,282
Temperatura 0,086 1 0,086 10.501 0,004*
Procedencia 16,504 1 16,504 2025,631 0,000*
Repeticion 0,007 2 0,004 0,430 0,656
Concentracién *Temperatura 0,021 2 0,010 1,263 0,302
Concentracion*Procedencia 0,039 2 0,020 2,408 0,113
Temperatura*Procedencia 0,278 1 0,278 34,2 0,000*
Concentracion*Temperatura*Procedencia 0,029 2 0,015 1,810 0,187
Error 0,179 22 0,008
Total 1170,617 36

Total corregido 17,165 35

De acuerdo a la tabla 16 (Resultados de analisis de varianza pH de suero
lacteo en dia 0) indica, diferencia significativa en: Factor B (temperatura), Factor
C (procedencia) y en la interaccién entre (B*C) temperatura y procedencia,
mientras que en: Factor A(concentracién), e interacciones (A*B) concentracion-
temperatura, (A*C) concentracién-procedencia, (A*B*C) concentracion-

procedencia-temperatura y en repeticion, no se encontro diferencias significativas.



Andlisis de varianza para la variable pH DIA 1

Tabla 17

. Resultados de andlisis de varianza de pH dia 1 de suero lacteo a diferentes

concentracion, temperatura y procedencia.
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Fuente de variacion Suma de Gl Cuadrados F Valor-P
cuadrados medios

Concentracion 0,113 2 0,057 5,90 0,009*

Temperatura 11,868 1 11,868 1226,8 0,000*

Procedencia 6,477 1 6,477 669,5 0,000*

Repeticion 0,006 2 0,003 0,3 0,712

Concentracién *Temperatura 0,106 2 0,053 5,50 0,012*

Concentracion*Procedencia 0,098 2 0,049 5,10 0,015*

Temperatura*Procedencia 1,562 1 1,562 161,5 0,000*

Concentracién*Temperatura*Procedencia 0,106 2 0,053 5,50 0,011*

Error 0,213 22 0,009

Total 1003,373 36

Total corregido 20,551 35

De acuerdo a la tabla 17 (Resultados de analisis de varianza de pH para
dia 1) se encontro diferencia significativa en: Factor A (Concentracion), Factor B
(Temperatura), Factor C (Procedencia), e interacciones  A*B
(Concentracion*Temperatura), A*C (Concentracion*Procedencia), B*C
(Temperatura*Procedencia) y A*B*C (Concentracién*Temperatura*Procedencia),

mientras que en repeticién no se encontré diferencia significativa.
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Andlisis de varianza para la variable pH DIA 2

Tabla 18

Resultados de analisis de varianza de pH dia 2 de suero lacteo a diferentes

concentraciones, temperatura y procedencia.

Fuente de variacion Suma de Gl Cuadrados F Valor-P
cuadrados medios

Concentracion 0,005 2 0,003 0,475 0,628

Temperatura 23,168 1 23,168 4094,160 0,000*

Procedencia 4,810 1 4811 850,123  0,000*

Repeticion 0,022 2 0,001 0,198 0,822

Concentracién *Temperatura 0,039 2 0,020 3,452 0,049*

Concentracion*Procedencia 0,053 2 0,027 4,704 0,020*

Temperatura*Procedencia 3,324 1 3,325 587,496  0,000*

Concentracion*Temperatura*Procedencia 0,004 2 0,002 0,389 0,682

Error 0,124 22 0,006

Total 926,539 36

Total corregido 31,532 35

De acuerdo a la tabla 18 (Resultados de andlisis de varianza de pH dia 2)
se encontr6 diferencia significativa en: Factor B (Temperatura), Factor C
(Procedencia) e interacciones A*B (Concentracion*Temperatura), A*C
(Concentracion*Procedencia) y B*C (Temperatura*Procedencia), mientras que en
Factor A (Concentracion), interaccion A*B*C
(Concentracion*Temperatura*Procedencia) y repeticién no se encontro diferencia

significativa.
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Andlisis de varianza para la variable pH DIA 3

Tabla 19

Resultados de andlisis de varianza de pH dia 3 de suero lacteo a diferentes

concentraciones, temperatura y procedencia.

Fuente de variacion Suma de Gl Cuadrados F Valor-P
cuadrados medios

Concentracion 0,016 2 0,008 2,293 0,125

Temperatura 18,662 1 18,662 5403,460 0,000*

Procedencia 2,576 1 2576 745,855  0,000*

Repeticion 0,006 2 0,003 0,871 0,432

Concentracion *Temperatura 0,048 2 0,024 6,954 0,005*

Concentracién*Procedencia 0,028 2 0,014 4,077 0,031*

Temperatura*Procedencia 1,891 1 1,891 547,406  0,000*

Concentraciéon*Temperatura*Procedencia 0,014 2 0,007 2,043 0,154

Error 0,076 22 0,003

Total 867,801 36

Total corregido 23,317 35

De acuerdo a la tabla 19 (Resultados de andlisis de varianza de pH dia
3) se encontrd diferencia significativa en: Factor B (Temperatura), Factor C
(Procedencia), e interacciones A*B (Concentracion*Temperatura), A*C
(Concentracion*Procedencia) y B*C (Temperatura*Procedencia), mientras que
en: Factor A (Concentracion) e interaccion A*B*C
(Concentracion*Temperatura*Procedencia) y repeticiobn no se encontré

diferencia significativa.
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Andlisis de varianza para la variable pH DIA 4

Tabla 20

Resultados de andlisis de varianza de pH dia 4 de suero lacteo a diferentes

concentraciones, temperatura y procedencia.

Fuente de variacion Suma de Gl Cuadrados F Valor-P
cuadrados medios

Concentracion 0,043 2 0,021 4,808 0,019*

Temperatura 25,629 1 25,629 5733,196 0,000*

Procedencia 5,096 1 5,096 1140,046 0,000*

Repeticion 0,006 2 0,003 0,638 0,538

Concentracién *Temperatura 0,074 2 0,037 8,317 0,002*

Concentracién*Procedencia 0,068 2 0,034 7,562 0,003*

Temperatura*Procedencia 3,773 1 3,773 844,090 0,000*

Concentracién*Temperatura*Procedencia 0,022 2 0,011 2,420 0,112

Error 0,098 22 0,004

Total 880,892 36

Total corregido 34,809 35

De acuerdo a la tabla 20 (Resultados de andlisis de varianza de pH dia
4) se encontré diferencia significativa en: Factor A (Concentracién), Factor B
(Temperatura), Factor C (Procedencia) e interacciones A*C
(Concentracion*Temperatura), A*C (Concentracion*Procedencia) y B*C
(Temperatura*Procedencia), mientras que en: interaccion A*B*C
(Concentracion*Temperatura*Procedencia) y repeticion no se encontro

diferencia significativa.



Analisis de varianza para la variable pH Dia 7

Tabla 21
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Resultados de analisis de varianza de pH dia 7 de suero lacteo a diferentes

concentraciones, temperatura y procedencia.

Fuente de variacion Suma de Gl Cuadrados F Valor-P
cuadrados medios

Concentracion 0,012 2 0,006 4,119 0,030*

Temperatura 20,961 1 20,961 14751,395 0,000*

Procedencia 6,093 1 6,093 4287,715  0,000*

Repeticion 0,002 2 0,001 0,565 0,576

Concentracion *Temperatura 0,066 2 0,033 23,355 0,000*

Concentracién*Procedencia 0,000 2 0,000 0,119 0,888

Temperatura*Procedencia 0,944 1 0944 644,436 0,000*

Concentracion*Temperatura*Procedencia 0,016 2 0,008 5,515 0,011*

Error 0,031 22 0,001

Total 837,053 36

Total corregido 28,125 35

De acuerdo a la tabla 21 (Resultados de andlisis de varianza de pH dia 7

se encontrd diferencia significativa en: Factor A (Concentracion), Factor B
(Temperatura), Factor C (Procedencia), y en las interacciones entre A*B

(Concentracion*Temperatura), B*C (Temperatura*Procedencia) y A*B*C

(Concentracion*Temperatura*Procedencia), mientras que en la interaccion A*C

(Concentracion*Procedencia) y repeticion no se encontrd diferencia significativa.
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Analisis de varianza para la variable acidez titulable dia O

Tabla 22

Resultados de analisis de varianza de acidez dia O de suero lacteo a diferentes

concentraciones, temperaturas y procedencias.

Fuente de variacién Sumade gl Cuadrado F Sig
cuadrado s medios
s
Concentracion 0,000697 2 0,000348 5,16 0,015*
Temperatura 0,003721 1 0,003721 55,07 0,000*
Procedencia 0,379867 1 0,379867 5622,1 0,000*
9
Repeticion 0,000014 2 0,000007 0,905
0,10
Concentracion *Temperatura 0,001118 2 0,000559 8,27 0,002*
Concentracion*Procedencia 0,000337 2 0,000168 2,49 0,106
Temperatura*Procedencia 0,001118 1 0,001849 27,37 0,000030

Concentracion*Temperatura*Procedenci  0,001154 2  0,000577 8,54 0,0018*
a

Error 0,001486 2 0,000068
2

Total 0,39 3
5

De acuerdo a la tabla 22 (Resultados de andlisis de varianza de acidez
dia 0) se encontro diferencia significativa en: Factor A (Concentracion), Factor B
(Temperatura), Factor C (Procedencia), y en las interacciones entre A*B
(Concentracion*Temperatura), B*C (Temperatura*Procedencia) y A*B*C
(Concentracion*Temperatura*Procedencia), mientras que en la interaccion A*C

(Concentracion*Procedencia) y repeticion no se encontrd diferencia significativa.
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Analisis de varianza para la variable acidez titulable dia 1

Tabla 23

Resultados de analisis de varianza para la variable acidez titulable dia 1.

Fuente de variacién Suma de gl Cuadrados F Sig
cuadrados medios

Concentracion 0,007353 2 0,003676 5,139 0,015*
Temperatura 0,417101 1 0417101 582,995 0,000*
Procedencia 0,438023 1 0,438023 612,240 0,000*
Repeticion 0,000171 2 0,000085 0,119 0,888
Concentracion *Temperatura 0,010311 2 0,005155 7,206 0,004*
Concentracion*Procedencia 0,006003 2 0,003002 4,196 0,029*
Temperatura*Procedencia 0,020688 1 0,020688 28,916  0,000*

Concentracion*Temperatura*Procedencia 0,005817 2 0,002909 4,066 0,031*

Error 0,015740 22 0,000715

Total 0,92 35

De acuerdo a la tabla 23 (Resultados de andlisis de varianza de acidez
dia 1) se encontr6 diferencia significativa en: Factor A (Concentracion), Factor B
(Temperatura), Factor C (Procedencia) y en las interacciones A*B
(Concentracion*Temperatura), A*C (Concentracion*Procedencia), B*C
(Temperatura*Procedencia) y A*B*C (Concentracion*Temperatura*Procedencia).

En la repeticion no se evidencio diferencia significativa.
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Analisis de varianza para la variable acidez titulable dia 2

Tabla 24

Resultados de andlisis de varianza para la variable acidez titulable dia 2.

Fuente de variacion Suma de gl Cuadrados F Sig
cuadrados medios

Concentracion 0,010015 2 0,005008 6,248 0,007*
Temperatura 0,912662 1 0,912662 1138,8 0,000*
Procedencia 0,275975 1 0,275975 344,357 0,000*
Repeticion 0,002543 2 0,001271 1,586 0,227
Concentracién *Temperatura 0,007609 2 0,00304 4,747 0,019*
Concentracion*Procedencia 0,011737 2 0,005869 7,323 0,004*
Temperatura*Procedencia 0,01496 1 0,018496 23,079  0,000*

Concentracion*Temperatura*Procedencia 0,004265 2 0,002133 2,661 0,092*

Error 0,017631 22 0,000801

Total 1,260933 35

De acuerdo a la tabla 24 (Resultados de analisis de varianza de acidez
dia 2) se encontro diferencia significativa en: Factor A (Concentracion), Factor B
(Temperatura), Factor C (Procedencia) y en las interacciones A*B
(Concentracion*Temperatura), A*C (Concentracion*Procedencia), B*C
(Temperatura*Procedencia) y en interacciéon A*B*C
(Concentracion*Temperatura*Procedencia). En las repeticiones no se evidencio

diferencia significativa.
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Analisis de varianza para la variable acidez titulable dia 3

Tabla 25

Resultados de andlisis de varianza para la variable acidez titulable dia 3.

Fuente de variacion Suma de gl Cuadrados F Sig
cuadrados medios
Concentracion 0,000637 2 0,000318 0,387 0,684
Temperatura 1,156700 1 1,156700 1406,249 0,000*
Procedencia 0,196397 1 0,196397 238,768 0,000*
Repeticion 0,003481 2 0,001740 2,116 0,144
Concentracién *Temperatura 0,000386 2 0,000193 0,235 0,793
Concentracion*Procedencia 0,016892 2 0,008446 10,268 0,001*
Temperatura*Procedencia 0,021365 1 0,021365 25,974 0,000*
Concentracion*Temperatura*Procedencia 0,009947 2 0,004973 6,046 0,008*
Error 0,018096 22 0,000823
Total 1,423900 35

De acuerdo a la tabla 25 (Resultados de andlisis de varianza de la
variable acidez titulable dia 3 se encontré diferencia significativa en:
Temperatura (Factor B), Procedencia (Factor C) y en las interacciones: A*C
(Concentracion*Procedencia), B*C (Temperatura*Procedencia) y A*B*C
(Concentracion*Temperatura*Procedencia. En la concentracion (Factor A),
repeticiones e interaccion A*B (Concentracion*Temperatura) no existio diferencia

significativa.
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Analisis de varianza para la variable acidez titulable dia 4

Tabla 26

Resultados de andlisis de varianza para la variable acidez titulable dia 4

Fuente de variacion Suma de gl Cuadrados F Sig
cuadrados medios
Concentracion 0,001444 2 0,000722 0,93 0,409
Temperatura 1,676593 1 1,676593 2163,65 0,000*
Procedencia 0,320545 1 0,320545 413,66 0,000*
Repeticion 0,000140 2 0,000070 0,09 0,914
Concentracién *Temperatura 0,002915 2 0,001458 1,88 0,176
Concentracion*Procedencia 0,007924 2 0,003962 511 0,015*
Temperatura*Procedencia 0,027390 1 0,027390 35,35 0,000*
Concentracion*Temperatura*Procedencia 0,000678 2 0,000339 0,44 0,651
Error 0,017048 22 0,000775
Total 2,054678 35

De acuerdo a la tabla 26 (Resultados de andlisis de varianza para la
variable acidez titulable dia 4) se encontré diferencia significativa en: Factor B
(Temperatura), Factor C (Procedencia) y en las interacciones:
Concentracion*Procedencia (A*C), Temperatura*Procedencia (B*C). En el factor
A (Concentracion), repeticiones e interacciones Concentracion*Temperatura
(A*B), Concentracion*Temperatura*Procedencia (A*B*C) no existi6 diferencia

significativa.
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Analisis de varianza para la variable acidez titulable dia 7

Tabla 27

Resultados de andlisis de varianza para la variable acidez titulable dia 7

Fuente de variacion Suma de gl Cuadrados F Sig
cuadrados medios
Concentracion 0,013485 2 0,006742 2,693 0,899
Temperatura 2,526510 1 2,526510 1009,290 0,000*
Procedencia 0,796556 1 0,796556 318,208 0,000*
Repeticion 0,001998 2 0,000999 0,399 0,676
Concentracién *Temperatura 0,010592 2 0,005296 2,116 0,144
Concentracion*Procedencia 0,002177 2 0,001089 0,435 0,653
Temperatura*Procedencia 0,064093 1 0,064093 25,604 0,000*
Concentracion*Temperatura*Procedencia 0,006228 2 0,003114 1,244 0,308
Error 0,055072 22 0,002503
Total 3,476712 35

De acuerdo a la tabla 27 (Resultados de andlisis de varianza de la
variable acidez titulable dia 7) se encontré diferencia significativa en: Factor B
(Temperatura), Factor C (Procedencia) y en la interaccion B*C
(Temperatura*Procedencia). Por otro lado, en el factor A (Concentracién),
repeticiones e interacciones Concentracion*Temperatura (A*B),
Concentracién*Procedencia (A*C) y Concentracién*Temperatura*Procedencia

(A*B*C) no existi6 diferencia significativa.
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Analisis de varianza de bacterias dia 0 de suero lacteo a diferentes
concentraciones, temperatura y procedencia.

Tabla 28

Resultados de analisis de varianza de bacterias dia O de suero lacteo a

diferentes concentraciones, temperatura y procedencia.

Fuente de variacion Suma de Gl Cuadrados F Valor-P
cuadrados medios
Concentracion 1,659E+17 2 8,293E+16 4,184 0,029*
Temperatura 3,306E+17 1 3,306E+17 16,681 0,0004*
Procedencia 1,340E+19 1 1,340E+19 675,847 5,21E-18*
Repeticion 7,935E+16 2 3,967E+16 2,002 0,159
Concentracion *Temperatura 2,049E+18 2 1,024E+18 51,680 4,86E-09*
Concentracion*Procedencia 7,360E+17 2  3,680E+17 18,567  0,0000*
Temperatura*Procedencia 7,569E+17 1 7,569E+17 38,188 0,0000*

Concentracion*Temperatura*Procedencia 2,515E+18 2  1,257E+18 63,435 7,34E-10*

Error 4,361E+17 22 1,982E+16

Total corregido 2,046E+19 35

De acuerdo a la tabla 28 (Resultados de andlisis de varianza de UFC de
bacterias del suero lacteo en dia 0) indica diferencia significativa en: Factor A
(concentraciones de nisina), Factor B (temperatura), Factor C (procedencia) y en
las interacciones entre (A*B) concentracion-temperatura, (A*C) concentracion-

procedencia, (B*C) temperatura- procedencia y (A*B*C) concentracion-



procedencia-temperatura, mientras que, en repeticiones, no se encontrd

diferencia significativa.

Analisis de varianza de bacterias dia 7 de suero lacteo a diferentes

concentraciones, temperatura y procedencia.

Tabla 29

Resultados de andlisis de varianza de bacterias dia 7 de suero lacteo a

diferentes concentraciones, temperatura y procedencia.
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Fuente de variacion Suma de Gl  Cuadrado F Valor-P
cuadrados s medios
Concentracién 2,81E+15 2 1,41E+15 1767,93 0,000*
Temperatura 5,54E+15 1 5,54E+15 69,72,74  0,000*
Procedencia 4,00E+15 1 4,01E+15 5040,59 0,000~
Repeticion 6,02E+11 2 3,01E+11 0,38 0,6893
Concentracion *Temperatura 1,65E+15 2 8,28E+14 1042,44 0,000*
Concentracion*Procedencia 1,64E+15 2 8,20E+14 1032,74 0,000*
Temperatura*Procedencia 2,42E+15 1 2,42E+15 3045,12 0,000*
Concentracion*Temperatura*Procedencia 1,87E+15 2 9,35E+14 1176,43 0,000*
Error 1,75E+13 22 7,94E+11
Total corregido 1,99E+16 35

De acuerdo a la tabla 29 (Resultados de andlisis de varianza de UFC de

bacterias de suero lacteo en dia 7) indica diferencia significativa en: Factor A

(concentraciones de nisina), Factor B (temperatura), Factor C (procedencia) y en

las interacciones entre (A*B) concentracion-temperatura, (A*C) concentracion-

procedencia, (B*C) temperatura- procedencia y (A*B*C) concentracion-
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procedencia-temperatura, mientras que, en repeticiones, no se encontrd

diferencia significativa.

Andlisis de varianza de levaduras y hongos dia 0, de suero lacteo a
diferentes concentraciones, temperaturay procedencia

Tabla 30

Resultados de analisis de varianza de levaduras y hongos dia 0, de suero lacteo

a diferentes concentraciones, temperatura y procedencia

Fuente de variacion Suma de Gl Cuadrados F Valor-P
cuadrados medios

Concentracién 1,10E+22 2 5,51E+21 2,6669 0,092
Temperatura 1,45E+23 1 1,44E+23 70,0144 0,000*
Procedencia 9,11E+21 1 9,11E+21 4,4107 0,047*
Repeticion 1,39E+22 2 6,97E+21 3,3737 0,052
Concentracién *Temperatura 4,41E+21 2 2,21E+21 1,0685 0,3606
Concentracién*Procedencia 2,19E+22 2 1,09E+22 5,3090 0,0131*
Temperatura*Procedencia 3,49E+22 1 3,49E+22 16,900 0,0004*

Concentracion*Temperatura*Procedencia 2,35E+22 2 1,17E+22 5,7077  0,0100*

Error 4 55E+22 22 2,07E+21

Total corregido 3,09E+23 35

De acuerdo a la tabla 30 (Resultados de andlisis de varianza de UFC de

levaduras y hongos del suero lacteo en dia 0) indica diferencia significativa en:
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Factor B (temperatura), Factor C (procedencia) y en las interacciones entre,

(A*C) concentracion-procedencia, (B*C) temperatura- procedencia y (A*B*C)

concentracion-procedencia-temperatura, mientras que, en el Factor A

(concentraciones de nisina), en interacciones entre (A*B) concentracion-

temperatura y en repeticiones, no se encontré diferencia significativa.

Andlisis de varianza de levaduras y hongos dia 7, de suero lacteo a

diferentes concentraciones, temperaturay procedencia

Tabla 31

Resultados de andlisis de varianza de levaduras y hongos dia 7, de suero lacteo

a diferentes concentraciones, temperatura y procedencia.

Fuente de variacién Sumade Gl Cuadrado F Valor-P
cuadrados medio
Concentracion 5,43E+18 2 2,72E+18 253259  0,0001*
Temperatura 1,19E+19 1 1,19E+19 1112702 0,0001*
Procedencia 1,14E+18 1 1,14E+18 106724  0,0001*
Repeticion 6,60E+13 2  3,30E+13 3,0 0,0664
Concentracion *Temperatura 8,71E+18 2 4,35E+18 405740 0,0001*
Concentracion*Procedencia 152E+18 2  7,60E+17 70825 0,0001*
Temperatura*Procedencia 1,02E+18 1 1,02E+18 94903 0,0001*
Concentracion*Temperatura*Proceden.  1,51E+18 2  7,57E+17 70551 0,0001*
Error 2,36E+14 22 1,07E+13
Total corregido 3,13E+19 35
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De acuerdo a la tabla 31 (Resultados de analisis de varianza de UFC de
levaduras y hongos del suero lacteo en dia 7) indica diferencia significativa en:
Factor A (concentraciones de nisina), Factor B (temperatura), Factor C
(procedencia) y en las interacciones entre (A*B) concentracién-temperatura,
(A*C) concentracion-procedencia, (B*C) temperatura- procedencia y (A*B*C)
concentracion-procedencia-temperatura, mientras que, en repeticiones, no se

encontro diferencia significativa.

Resultados de las pruebas fisicoquimicas (ceniza, grasay proteina) de los
sueros de las dos procedencias estudiadas.

Tabla 32

Resultados de las pruebas fisicoquimicas (ceniza, grasa y proteina) de los

sueros de las dos procedencias estudiadas.

Procedencia Norma
Parametro Tradicional Artesanal NTE INEN 2594:2011
Min Max
Cenizas % (m/m) 0,060 0,295 0,7
Proteina lactea, % (m/m) 1,22 0,91 0,8
Grasa lactea, % (m/m) 0,042 0,294 0,3

En la tabla 32 se indica los resultados de las pruebas fisicoquimicas de
los sueros de las dos procedencias estudiadas. En cuanto a la ceniza la

procedencia tradicional indic6é un valor promedio menor que la procedencia
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artesanal 0,060% y 0,295% respectivamente. En cuanto a la grasa la
procedencia tradicional present6 un valor menor (0,042%) en comparacion con
la procedencia artesanal (0,294%). Con respecto a la proteina la procedencia
tradicional presentd un valor de 1,22% en tanto que la procedencia artesanal

present6 un valor de 0,91%.

Prueba de significancia de Tukey de pH del estudio de tres
concentraciones de nisina, aplicados al suero de leche.

Tabla 33

Resultados de variable pH de Factor A (concentracién) (Tukey P>0,05).

pH
Factor A Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia7

a0
al
a2

50 ppm 565(@) 529 (b) 4,97(a) 4,82(a) 4,80 (a) 4,75 (ab)
100 ppm 563(@) 5,16 (a) 4,99(a) 4.84(a) 4,88 (b) 4,76 (b)
200 ppm 569 (a) 5,23(ab) 4,99(a) 4,87(a) 4,85 (ab) 4,71 (a)

La tabla 33 muestra los resultados de la variable pH desde el dia 0 hasta
el dia 7 del factor A (concentraciones de nisina) aplicados al suero lacteo que

tuvieron diferencia significativa.

Respecto al dia 1 el pH fue mayor con la concentracién de 50 ppm con
5,29 (grupo b), seguido de la concentracién 200 ppm con 5,23 (grupo ab), frente

a la concentracion de 100 ppm con 5,16 (grupo a) con el valor mas bajo.

En el dia 4 se obtuvo que el pH mas alto correspondié a la concentracion
de 100 ppm con 4,88(grupo b), seguido de la concentracién 200 ppm con 4,85

(grupo ab) y el valor mas bajo fue de la concentracion de 50 ppm con 4,80

(grupo a),
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En el dia 7 el pH fue mayor con la concentraciéon de 100 ppm con 4,76
(grupo b), seguido de la concentracién de 50 ppm con 4,75 ppm (grupo ab),

frente a la concentracién de 200 ppm con 4,71 (grupo a) con el valor mas bajo.

Con respecto a los dias 0, 2 y 3 no se obtuvo diferencia significativa en

las diferentes concentraciones de nisina aplicadas al suero lacteo.

Tabla 34

Resultados de variable acidez titulable de Factor A (concentracion) (Tukey

P>0,05).

Acidez
Factor A DiaO0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 7

a0 50ppm 0,23 (a) 0,32(a) 0,38(a) 0,41(a) 0,47(a) 0,49(a)

al 100 0,23 (ab) 0,34(ab) 0,4l(ab) 0,41(a) 047(a)  0,52(a)
ppm

a2 200 0,24 ()  0,36(b) 0,42(b) 042 048@)  0,53(a)
ppm

En la tabla 34 muestra los resultados de la variable acidez desde el dia 0
hasta el dia 7 del factor A (concentracion) aplicados al suero lacteo que

obtuvieron diferencia significativa.

En el dia 0 la acidez fue mayor con una concentracién de 200 ppm con
0,24% de acidez (grupo b), seguido de la concentracion 100 ppm y 50 ppm con

0,23% (grupo ab y a respectivamente).

En el dia 1 la acidez fue mayor con una concentracion de 200 ppm con
0,36% de acidez (grupo b), seguido de la concentracion 100 ppm 0,34% (grupo

ab) y 50 ppm con 0,32% (grupo a).
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En el dia 2, la acidez fue mayor con una concentracion de 200 ppm con
0,42% de acidez (grupo b), seguido de la concentracion 100 y 50 ppm (0,41 y

0,38% respectivamente) perteneciendo a los grupos ab y a.

Con respecto a los dias 3, 4 y 7 no se obtuvo diferencia significativa en

las diferentes concentraciones de nisina aplicadas al suero lacteo.

Tabla 35

Resultados de UFC Factor A (concentracion) (Tukey P>0,05%).

UFC/mL UFC/mL
Bacterias Levaduras Y hongos
Factor A Dia 0 Dia 7 Dia 0 Dia 7

a0
al
a2

50 ppm 9,90E+08 (b)  4,13E+07(c) 1,2E+11(a) 4,17E+08 (a)
100 ppm  8,24E+08 (a)  2,04E+07(a) 8,4E+10(a) 1,34E+09 (c)
200 ppm  9,08E+08 (ab) 3,59E+07(b) 8,5E+10(a) 6,91E+08 (b)

La tabla 35, se muestran los resultados de las UFC/mL (bacterias,
levaduras y hongos) del dia 0 y dia 7 del factor A (concentraciones de nisina)

aplicados al suero lacteo que tuvieron diferencia significativa.

Respecto al dia 0 en la UFC/mL de bacterias, hubo una mayor cantidad
de poblacién microbiana/mL de 9,90E+08 (grupo b) con una concentracion de
nisina de 50 ppm, seguido por aquellas a las que se traté con una concentracion
de nisina de 200 ppm con 9,08E+08 (grupo ab), frente a las que se aplico
concentracion de nisina de 100 ppm con 8,24E+08 (grupo a) el cual indicé el

valor mas bajo de microorganismos por mL.

En la UFC/mL de levaduras y hongos, no se encontr¢6 diferencia

significativa entre las concentraciones de nisina aplicadas al suero
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En el dia 7 en la UFC/mL de bacterias, hubo una mayor cantidad de
poblacién microbiana/mL de 4,13E+07 (grupo c) con una concentracion de nisina
de 50 ppm, seguido por aquellas a las que se traté con una concentracion de
nisina de 200 ppm con 3,59E+07 (grupo b), frente a las que se aplicé
concentracion de nisina de 100 ppm con 2,04E+07 (grupo a) el cual indico el

valor mas bajo de microorganismos por mL.

En la UFC/mL de levaduras y hongos, hubo una mayor cantidad de
poblacion microbiana/mL de 1,34E+09 (grupo c) con la aplicacion de nisina a
una concentracién de 100 ppm, seguido de las tratadas a una concentraciéon de
nisina de 200 ppm con una cantidad de poblacién microbiana/mL de 6,91E+08
(grupo b) por otro lado, hubo una menor cantidad de poblacion microbiana/mL
de 4,17E+08 (grupo a) en las que fueron tratadas con una concentracion de

nisina de 50 ppm.

Figura 3

Resumen de resultados de pH Factor A (concentracion), para prueba de

significancia de Tukey.

pH (%) DIA 0 pH(%) DIA 1
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Figura 4

Resumen de resultados de pH Factor A (concentracion), para prueba de

significancia de Tukey.
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Figura 6

Resumen de resultados de Levaduras y hongos Factor A (concentracion), para

prueba de significancia de Tukey.

LEVADURAS Y HONGOS
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Prueba de significancia de Tukey de pH de la temperatura (T. ambiente y T.
refrigeracién) del estudio de estudio de distintas concentraciones de nisina
aplicada en suero lacteo.

Tabla 36

Resultados de variable pH de Factor B (Temperatura) (Tukey P>0,05)

pH
Factor B Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 7

T.ambiente 561(a) 465(@) 4,18(a) 4,12(a) 4,00(@) 3,98 (a)
Refrigeracion 5,71(b) 5,80(b) 5,79(b) 556(b) 5,69 (b) 5,50 (b)

La tabla 36 muestra los resultados de la variable pH desde el dia 0 hasta
el dia 7 del factor B que corresponde a la temperatura del estudio del efecto de
distintas concentraciones de nisina como bioconservante de suero de leche

bovina procedente de distintas zonas.
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Respecto al dia 0 el pH fue mayor a Temperatura de refrigeracién con

5,71 (grupo b) frente al pH mas bajo a temperatura ambiente con 5,61 (grupo a).

En el dia 1 se obtuvo que el pH mas alto se present6 a temperatura de
refrigeracion con 5,80 (grupo b) frente al pH més bajo dado a temperatura

ambiente con 4,65 (grupo a).

En el dia 2 el pH fue mayor a temperatura de refrigeracion con 5,79

(grupo b), frente al pH mas bajo a temperatura ambiente con 4,18 (grupo a).

En el dia 3 se obtuvo que el pH mas alto correspondié al de temperatura
de refrigeracion con 5,56 (grupo b), frente al valor méas bajo de pH dado a

temperatura ambiente con 4,12 grupo (a).

En el dia 4 se obtuvo que el pH mas alto correspondi6 al de temperatura
a temperatura de refrigeracion con 5,69 (grupo b) y el valor mas bajo fue a

temperatura ambiente con 4,00 (grupo a).

En el dia 7 el pH fue mayor a temperatura de refrigeracién con 5,50
(grupo b), frente a la temperatura ambiente con 3,98 (grupo a) con el valor mas

bajo.
Tabla 37

Resultados de variable acidez de Factor B (Temperatura) (Tukey P>0,05)

Acidez
Factor B Dia 0 Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia7

bl
b0

Refrigeracion 0,22 (a) 0,23(a) 0,25(a) 0,23(a) 0,26(a) 0,25(a)
T.ambiente 0,24 (b) 0,45(b) 0,56(b) 0,59(b) 0,69(b) 0,78(b)
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En la tabla 37 muestra los resultados de la variable acidez desde el dia O
hasta el dia 7 del factor B que corresponde a la temperatura del estudio del
efecto de distintas concentraciones de nisina como bioconservante de suero de

leche bovina procedente de distintas zonas.

En el dia 0 la mayor acidez se present6 en temperatura ambiente
(0,24%, grupo b) frente al valor mas bajo a temperatura de refrigeracion (0,22%,

grupo a).

En el dia 1 la mayor acidez se presentd en temperatura ambiente
(0,45%, grupo b) frente al valor mas bajo a temperatura de refrigeracién (0,23%,

grupo a).

En el dia 2 la mayor acidez se presentd en temperatura ambiente (0,56%, grupo

b) frente al valor mas bajo a temperatura de refrigeracion (0,25%, grupo a).

En el dia 3 la mayor acidez se present6 en temperatura ambiente
(0,59%, grupo b) frente al valor mas bajo a temperatura de refrigeracion (0,23%,

grupo a).

En el dia 4 la mayor acidez se present6 en temperatura ambiente
(0,69%, grupo b) frente al valor mas bajo a temperatura de refrigeracién (0,26%,

grupo a).

En el dia 7 la mayor acidez se presenté en temperatura ambiente
(0,78%, grupo b) frente al valor mas bajo a temperatura de refrigeracion (0,25%,

grupo a).
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Tabla 38

Resultados de UFC Factor B (Temperatura) (Tukey P>0,05)

BACTERIAS LEVADURAS Y HONGOS
Factor B Dia 0 Dia 7 Dia 0 Dia 7

b0
bl

T.ambiente 1,00E+09 (b) 4,50E+07(b) 1,6E+11 (b) 1,4E+09 (b)
T.refrigeracion 8,11E+08 (a) 2,01E+07(a) 3,4E+10 (a) 2,4E+08 (a)

La tabla 38 indica los resultados de las UFC/mL de bacterias, levaduras y
hongos del dia 0 y dia 7 del factor B que corresponde al Factor B (temperatura)
del estudio del efecto de distintas concentraciones de nisina como
bioconservante de suero de leche bovina procedente de distintas zonas que

tuvieron diferencia significativa.

Respecto al dia 0 en la UFC de bacterias, hubo una mayor cantidad de
poblacién microbiana/mL de 1,00E+09 (grupo b) en las que fueron tratadas a
temperatura de ambiente, frente a las que fueron conservadas a temperatura de
refrigeracion con una cantidad de poblacién microbiana/mL de 8,11E+08 (grupo

a) siendo este el valor mas bajo de microorganismos/mL.

En la UFC de levaduras y hongos, hubo una mayor cantidad de
poblacion microbiana/mL de 1,6E+11 (grupo b) en las que fueron tratadas a
temperatura ambiente; por otro lado, hubo una menor cantidad de poblacion
microbiana/mL de 3.4E+10 (grupo a) en las que fueron conservadas a

temperatura de refrigeracion.

En el dia 7 en la UFC de bacterias, hubo una mayor cantidad de
poblacién microbiana/mL de 4,5E+07 (grupo b) en las que se trataron a

temperatura ambiente, frente a las fueron conservadas a temperatura de
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refrigeracion con 2,01E+07 (grupo a) el cual indicé el valor mas bajo de

microorganismos/mL.

En la UFC de levaduras y hongos, hubo una mayor cantidad de
poblacién microbiana/mL de 1,4E+09 (grupo b) en las conservadas a

temperatura ambiente; por otro lado, hubo una menor cantidad de poblacion

microbiana/mL de 2,4E+08 (grupo a) en las que fueron tratadas a temperatura

de refrigeracion.

Figura 7

Resumen de resultados de pH del Factor B (Temperatura), para prueba de

significancia de Tukey.
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Resumen de resultados de acidez del Factor B (Temperatura), para prueba de

significancia de Tukey.
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Figura 9
Resumen de resultados de acidez del Factor B (Temperatura), para prueba de
significancia de Tukey.
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prueba de significancia de Tukey
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Resumen de resultados de Levaduras y Hongos Factor B (temperatura), para
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Prueba de significancia de Tukey de la procedencia (p.artesanal y

p.tradicional) del estudio de distintas concentraciones de nisina aplicadas

en suero lacteo.

Tabla 39

Resultados de variable pH de Factor C (Procedencia) (Tukey P>0,05)

pH
Factor C Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 7
cO  Tradicional 6,34(b) 565(b) 535(b) 511(b) 522(b) 5,15 (b)
cl Artesanal 498(a) 480(a) 462(a) 458(a) 447(a) 4,33(a)
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La tabla 39 muestra los resultados de la variable pH desde el dia 0 hasta
el dia 7 del factor C que corresponde a la procedencia de elaboracion del
estudio del efecto de distintas concentraciones de nisina como bioconservante

de suero de leche bovina procedente de distintas zonas.

Respecto al dia 0 el pH fue mayor desde procedencia tradicional con

6,34 (grupo b) frente al pH mas bajo desde procedencia artesanal con 4,98

(grupo a).

En el dia 1 se obtuvo que el pH mas alto fue de procedencia tradicional

con 5,65 (grupo b) frente al pH mas bajo de procedencia artesanal con 4,80

(grupo a).

En el dia 2 el pH fue mayor desde procedencia tradicional con 5,35

(grupo b), frente al pH mas bajo desde procedencia artesanal con 4,62 (grupo a).

En el dia 3 se obtuvo que el pH mas alto correspondié al de procedencia
tradicional con 5,11(grupo b), frente al valor mas bajo de pH dado con

procedencia artesanal con 4,58 grupo (a).

En el dia 4 se obtuvo que el pH mas alto correspondié al de procedencia
tradicional con 5,22(grupo b) y el valor mas bajo fue el de procedencia artesanal

con 4,47(grupo a).

En el dia 7 el pH fue mayor desde procedencia tradicional con 5,15(grupo

b), frente al de procedencia artesanal con 4,33 (grupo a) con el valor mas bajo.
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Resultados de variable acidez titulable de Factor C (Procedencia) (Tukey

P>0,05)
Acidez
Factor C Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 7
cO  Tradicional 0,13 (a) 0,23(a) 0,32(a) 0,34(a) 0,38(a) 0,36(a)
cl Artesanal 0,34 (b) 0,45(b) 0,49(b) 0,49(b) 0,57(b) 0,66(b)

La tabla 40 muestra los resultados de la variable acidez desde el dia 0

hasta el dia 7 del factor C que corresponde a la procedencia de elaboracion del

estudio del efecto de distintas concentraciones de nisina como bioconservante

de suero de leche bovina procedente de distintas zonas.

En el dia 0 se obtuvo que el valor de acidez mas alto correspondio al de

procedencia artesanal con un porcentaje de 0,34% (grupo b) frente al valor mas

bajo de acidez dado por la procedencia tradicional con 0,13% (grupo a).

En el dia 1 se obtuvo un valor de acidez mas alto en la procedencia

artesanal con un porcentaje del 0,45% (grupo b) frente al valor mas bajo de

acidez dado por la procedencia tradicional con 0,23% (grupo a).

En el dia 2 se obtuvo un valor de acidez mas alto en la procedencia

artesanal con un porcentaje de 0,49% (grupo b) frente al valor mas bajo de

acidez dado por la procedencia tradicional con 0,32% (grupo a).

En el dia 3 se obtuvo un valor de acidez més alto en la procedencia

artesanal con un porcentaje de 0,49% (grupo b) frente al valor méas bajo de

acidez dado por la procedencia tradicional con 0,34% (grupo a).
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En el dia 4 se obtuvo un valor de acidez mas alto en la procedencia
artesanal con un porcentaje de 0,57% (grupo b) frente al valor mas bajo de

acidez dado por la procedencia tradicional con 0,38% (grupo a).

En el dia 7 se obtuvo un valor de acidez mas alto en la procedencia
artesanal con un porcentaje de 0,66% (grupo b) frente al valor mas bajo de

acidez dado por la procedencia tradicional con 0,36% (grupo a).

Tabla 41

Resultados de variable UFC de Factor C (Procedencia) (Tukey P>0,05)

BACTERIAS LEVADURAS Y HONGOS
Factor C Dia 0 Dia 7 Dia 0 Dia 7

cO
cl

Tradicional 2,97E+08 (a) 4,31E+07(b) 8,1E+10(a)  9,9E+08 (b)
Artesanal  1,52E+09 (b) 2,20E+07(a) 1,1E+11(b)  6,4E+08 (a)

La tabla 41 indica los resultados de las UFC/mL de bacterias, levaduras y
hongos del dia 0 y dia 7 del factor B que corresponde al Factor C (procedencia
del suero), del estudio del efecto de distintas concentraciones de nisina como
bioconservante de suero de leche bovina procedente de distintas zonas que

tuvieron diferencia significativa.

Respecto al dia 0 en la UFC/mL de bacterias, hubo una mayor cantidad
de poblacién microbiana/mL de 1,52E+09 (grupo b) del suero de leche con
procedencia artesanal, frente al de procedencia tradicional con una cantidad de
poblacién microbiana/mL de 2,97E+08 (grupo a) siendo este el valor mas bajo

de microorganismos/mL.
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En la UFC de levaduras y hongos, hubo una mayor cantidad de
poblacién microbiana/mL de 1,1E+11 (grupo b) del suero de leche de
procedencia artesanal; por otro lado, hubo una menor cantidad de poblacion
microbiana/ml de 8,1E+10 (grupo a) en el suero de leche de procedencia

tradicional.

En el dia 7 en la UFC/mL de bacterias, hubo una mayor cantidad de
poblacion microbiana/mL de 4,31E+07 (grupo b) presente en el suero de leche
de procedencia tradicional, frente a la poblacién microbiana presente en el suero
de leche de procedencia artesanal con 2,20E+07 (grupo a) el cual indicé el valor

mas bajo de microorganismos.

En la UFC de levaduras y hongos, hubo una mayor cantidad de
poblacion microbiana/mL de 9,9E+08 (grupo b) en el suero de leche con
procedencia tradicional; por otro lado, se encontr6 una menor cantidad de
poblacién microbiana de 6,4E+08 (grupo a) en el suero de leche de procedencia

artesanal.



Figura 11

94

Resumen de resultados de pH del Factor C (Procedencia), para prueba de

significancia de Tukey.
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Resumen de resultados de acidez del Factor C (Procedencia), para prueba de

significancia de Tukey
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Figura 13
Resumen de resultados de Bacterias Factor C (procedencia), para prueba de
significancia de Tukey
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Box Plot of UFC grouped by C Box Plot of UFC grouped by C
Hoial in Bacterias Dia 0 rep. 5v*36¢ Hojal in Bacterias dia 7 rep 7v*36¢c
2,2E9 1E8
-
2E9 9E7
1,8E9
8E7
1,6E9 o
1,4E9 =
1,2E9 6E7
O 8
=}
5 1E9 T
8ES8 -
4E7
6E8
o
4E8 SE7
2E8 o 2E7 @
0 P — I o Median
[ 25%-75%
5 g’?,}uo'f, A 0 1 T Non-Outlier Range
-2E8 T No-C © Outliers
® 4 o Qutlie c + Extfemes
C + Extfemes




Figura 14

98

Resumen de resultados de Levaduras y hongos Factor C (procedencia), para

prueba de significancia de Tukey.
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Prueba de significancia de Tukey de pH de la interaccion AxB

(concentracion/temperatura) del estudio de distintas concentraciones de

nisina aplicadas en suero lacteo, con diferente temperaturay procedencia.

Tabla 42

Pruebas de significancia (Tukey) de pH de interaccion AxB

(concentracion/temperatura)

Conc. Temperatura  Dia O Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 7

100 ppm T. ambiente 5657(@) 451(a) 4,16(a) 4,09(a) 3,99(a) 3,94 (a)
200 ppm T. ambiente 5,63 (ab) 4,67 (ab) 4,18 (a) 4,13 (a) 3,99(a) 3,94 (a)
50 ppm  T. ambiente 5,64 (ab) 4,77(b) 4,21(a) 4,15(a) 4,02(a) 4,05 (b)
50 ppm  T.refrigeracion 5,67 (ab) 5,82 (c) 5,73(b) 549(b) 5,59 (b) 5,46 (c)
100 ppm T.refrigeracion 5,70 (ab) 5,81(c) 5,84 (b) 5,59 (bc) 5,78 (c) 5,56 (d)
200 ppm T.refrigeracion 5,76 (b) 5,78 (c) 5,80(b) 5,61(c) 5,71(c) 5,49 (c)
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En la tabla 42 se muestra la interaccién A*B de la variable pH de las

cuales se obtuvo diferencia significativa en los siguientes dias:

Dia 0 se obtuvo el mayor valor de pH en la interaccion entre la
concentracion de 200 ppm y temperatura de refrigeracioén con 5,76 (grupo b) y el
menor valor con la interaccidon entre la concentracion de 100 ppm a una

temperatura ambiente con 5,57 (grupo a).

Dia 1 se encontr6 un valor alto de pH en interacciones entre una
concentracion de 50 ppm a una temperatura de refrigeracion con 5,82 (grupo c),
frente al menor valor de pH presente en la interaccidén entre una concentracion

de 100 ppm a temperatura ambiente con 4,51 (grupo a).

Dia 2 se obtuvo un valor alto de pH en la interaccion entre concentracion
de 100 ppm a una temperatura de refrigeracion con 5,84 (grupo b), frente al
menor valor de pH presente en la interaccion entre la concentracién de 100 ppm

a temperatura ambiente con 4,16 (grupo a).

Dia 3 se encontr6 un valor alto de pH en la interaccion entre una
concentracion de 200 ppm a temperatura de refrigeracion con 5,61 (grupo c),
mientras que se obtuvo el menor valor de pH en la interaccién entre la

concentracion de 100 ppm a temperatura ambiente con 4,09 (grupo a).

Dia 4 se obtuvo un valor mayor de pH presente en la interaccion entre
una concentracion de 100 ppm a temperatura de refrigeracién con 5,78 (grupo
c), frente a un menor valor de pH presente en la interaccion entre la
concentracion 100 ppm a temperatura ambiente y la concentracion a 200 ppm a

temperatura ambiente, ambas con 3,99 (grupo a).
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Dia 7 se encontr6 un valor alto de pH en la interaccion entre una
concentracion de 100 ppm a temperatura de refrigeracion con 5,56 (grupo d),
frente a un menor valor de pH presente en la interaccion entre la concentracion
100 ppm a temperatura ambiente y la concentracion 200 a temperatura ambiente

ambas con 3,94 (grupo a).
Tabla 43

Prueba de significancia de Tukey de acidez titulable la interacciébn AxB

(concentracién/temperatura)

Conc. Temperatura Dia0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 7

100 ppm Refrigeracion 0,21 (a) 0,20(a) 0,24(a) 0,23(a) 0,26(a) 0,24(a)
200 ppm Refrigeracion 0,23(b) 0,25(a) 0,25(a) 0,23(a) 0,26(a) 0,26(a)
50 ppm Refrigeracion 0,23 (bc) 0,24(a) 0,24(a) 0,23(a) 0,26(a) 0,24(a)
50 ppm  T.ambiente 0,24(bcd) 0,41(b) 0,52(b) 0,59(b) 0,67(b) 0,73(b)
100 ppm T.ambiente 0,24(cd) 0,47(c) 0,58(c) 0,58(b) 0,69(b) 0,80(b)
200 ppm T.ambiente 0,25(d) 0,47(c) 0,59(c) 0,60(b) 0,71(b) 0,80(b)

En la tabla 43 se muestra la interaccion A*B de la variable acidez

obteniéndose diferencia significativa en los siguientes dias:

En el dia 0 se obtuvo el mayor valor de acidez en la interaccion entre la
concentracion de 200 ppm y temperatura ambiente con 0,25% (grupo d) y el
menor valor con la interaccion entre la concentracion de 100 ppm a una

temperatura de refrigeracién con 0,21% (grupo a).

En el dia 1 se obtuvo un valor menor de acidez en las interacciones del
grupo a: 50 ppm* temperatura de refrigeracion (0,24%), 100 ppm* temperatura
de refrigeracion (0,20%), 200 ppm* temperatura de refrigeracion (0,25%). Las de

valores mayor formaron parte del grupo b cuyas interacciones fueron 100
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ppm*temperatura ambiente y 200 ppm* temperatura ambiente con un porcentaje

de acidez del 0,47%.

En el dia 2 se obtuvo un valor mayor de acidez en las interacciones

pertenecientes al grupo c: 100 ppm*temperatura ambiente (0,58%) y 200

ppm*temperatura ambiente (0,59%). Los valores menores formaron parte del

grupo ay fueron los siguientes: 50 ppm*temperatura de refrigeracion y 100 ppm*

temperatura de refrigeracién con un porcentaje de 0,24% y 200 ppm*

temperatura de refrigeracién con un porcentaje de 0,25%.

En los dias 3,4 y 7 no obtuvieron diferencia significativa en esta variable.

Tabla 44

Pruebas de significancia Tukey de UFC de la interaccién AxB

(concentracién/temperatura)

BACTERIAS LEVADURAS Y HONGOS

Conc. Temperatura  Dia 0 Dia 7 Dia 0 Dia 7

100 ppm T. ambiente 6,15E+08(ab) 2,34E+07(b) 1,57E+11(c) 2,60E+09 (f)
200 ppm  T. ambiente 1,28E+09(d) 5,45E+07(d) 1,56E+11(bc) 8,02E+08 (e)
50 ppm T. ambiente 1,11E+09(cd) 5,70E+07 (e) 1,70E+11(c) 7,78E+08 (d)
50 ppm T.refrigeracion 8,68E+08(bc) 2,55E+07 (¢) 7,42E+10(ab) 5,75E+07 (a)
100 ppm  T.refrigeracion 1,03E+09(cd) 1,75E+07 (a) 1,15E+10(a) 8,75E+07 (b)
200 ppm  T.refrigeracion 5,35E+08 (a) 1,74E+07 (a) 1,60E+10(a) 5,80E+08 (¢)

La tabla 44 indica la interaccion A*B (concentracion-temperatura) de las

UFC/mL de bacterias, levaduras y hongos de las cuales se obtuvo diferencia

significativa en los siguientes dias:

Respecto al dia 0 en la UFC/mL de bacterias, hubo una mayor cantidad

de poblacién microbiana/mL de 1,28E+09 (grupo d) en la interaccién entre una

concentracion de nisina de 200 ppm y la temperatura ambiente, frente a la

interaccioén entre la concentracion de nisina de 200 ppm y temperatura de
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refrigeracion con una cantidad de poblacién microbiana/ml de 5,35E+08 (grupo

a) siendo este el valor mas bajo de microorganismos/mL.

En la UFC/mL de levaduras y hongos, hubo una mayor cantidad de
poblacién microbiana de 1,70E+11 (grupo c) en las interacciones entre la
concentracion de nisina de 50 ppm- temperatura ambiente; por otro lado, hubo
una menor cantidad de poblacién microbiana/mL de 1,15E+10 (grupo a) en la
interaccion entre la concentracion de nisina de 100 ppm y temperatura de

refrigeracion.

En el dia 7 en la UFC/mL de bacterias, hubo una mayor cantidad de
poblacién microbiana de 5,70E+07 (grupo €) en la interaccion entre la
concentracion de nisina de 50 ppm y temperatura ambiente, frente a la poblacion
microbiana/mL de 1,74E+07(grupo a), de la interaccién entre la concentracién de
200 ppm y temperatura de refrigeracion, el cual indico el valor mas bajo de

microorganismos/mL.

En la UFC de levaduras y hongos, hubo una mayor cantidad de
poblaciéon microbiana/mL de 8,02E+08 (grupo €) en la interaccién entre la
concentracion de nisina de 200 ppm y temperatura ambiente; por otro lado, se
encontré una menor cantidad de poblacién microbiana/mL de 5,75E+07 (grupo
a) en la interaccion entre la concentracion de 50 ppm y temperatura de

refrigeracion.
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Resumen de resultados de pH de interaccion AxB (concentracion/temperatura),

para prueba de significancia de Tukey.
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pH (%)DIA 4
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Resumen de resultados de acidez de interaccion AxB
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Figura 17

Resumen de resultados de la interaccién AxB (concentracion/temperatura) de

bacterias, para prueba de significancia de Tukey
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DIA O

DIA 7

A'B; LS Means
Current effect: F(2, 22)=51,680, p=,00000
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Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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bacterias, para prueba de significancia de Tukey.
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(concentracion/procedencia) del estudio de distintas concentraciones de

nisina aplicadas en suero lacteo, con diferente temperaturay procedencia.

Tabla 45

Pruebas de significancia (Tukey) de pH de interaccion AxC

(concentracién/procedencia)

Conc. Procedencia Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 7

100 ppm Artesanal 491(a) 4,80(a) 4,67(a) 4,60(a) 4,54 (b) 4,35(a)
50 ppm  Artesanal 500(a) 4,82(a) 4,55(a) 451(a) 4,36 (a) 4,34 (a)
200 ppm  Artesanal 503(a) 4,77(d 464(a) 461(a) 4,51(b) 4,30 (a)
50 ppm Tradicional 6,30 (b) 5,76 (c) 5,39(b) 5,12(b) 5,24 (c) 5,17 (b)
200 ppm  Tradicional 6,36 (b) 5,67 (bc) 5,34 (b) 5,12(b) 5,20(c) 5,13 (b)
100 ppm Tradicional 6,36 (b) 551() 533(b) 5,08 () 5,23(c) 5,16 (b)

En la tabla 45 se muestra la interaccién A*C de la variable pH de las

cuales se obtuvo diferencia significativa en los siguientes dias:

Dia 0 se obtuvo el mayor valor de pH en la interaccion entre la

concentracion de 100 ppm y procedencia tradicional y concentracion de 200 ppm

y procedencia tradicional con 6,36 (grupo b) ambas y el menor valor con la

interaccion entre la concentracion de 100 ppm y procedencia artesanal con 4,91

(grupo a).

Dia 1 se encontr6 un valor alto de pH en interacciones entre una

concentracion de 50 ppm y procedencia tradicional con 5,76 (grupo c), frente al

menor valor de pH presente en la interaccion entre una concentracion de 200

ppm y procedencia artesanal con 4,77 (grupo a).

Dia 2 se obtuvo un valor alto de pH en la interaccién entre concentracién

de 5 ppm y procedencia tradicional con 5,39 (grupo b), frente al menor valor de
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pH presente en la interaccion entre la concentracion de 50 ppm y procedencia

artesanal con 4,55 (grupo a).

Dia 3 se encontr6 un valor alto de pH en la interaccion entre una
concentracion de 50 ppm y procedencia tradicional y la concentracion de 200
ppm y procedencia tradiconal con 5,12 (grupo b) ambas, mientras que se obtuvo
el menor valor de pH en la interaccién entre la concentracion de 50 ppm y

procedencia artesanal con 4,51 (grupo a).

Dia 4 se obtuvo un valor mayor de pH presente en la interaccion entre
una concentracion de 5 ppm y procedencia tradicional con 5,24 (grupo c), frente
a un menor valor de pH presente en la interaccion entre la concentracion 50 ppm

y procedencia artesanal con 4,36 (grupo a).

Dia 7 se encontr6 un valor alto de pH en la interaccion entre una
concentracion de 50 ppm y procedencia tradicional con 5,17 (grupo b), frente a
un menor valor de pH presente en la interaccion entre la concentracion 200 ppm

y procedencia artesanal con 4,30 (grupo a).

Tabla 46

Pruebas de significancia (Tukey) de acidez titulable de interaccién AxC

(concentracién/procedencia)

Conc. Procedencia Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 7

50 ppm  Tradicional 0,13(a) 0,20(a) 0,27(a) 0,30(a) 0,35(a) 0,34(a)
200 ppm  Tradicional 0,13(a) 0,24(ab) 0,35(b) 0,36(b) 0,40(a) 0,39(a)
100 ppm Tradicional 0,13(a) 0,25(b) 0,34(b) 0,34(ab) 0,39(a) 0,36(a)
100 ppm Artesanal 0,33(b) 0,44(c) 0,48(c) 0,47(c) 0,56(b) 0,68(b)
50 ppm  Artesanal 0,34(b) 0,45(c) 0,50(c) 0,51(c) 0,58(b) 0,63(b)
200 ppm Artesanal 0,34(b) 0,47(c) 0,50(c) 0,47(c) 0,57(b) 0,67(b)
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En la tabla 46 se muestra la interaccion A*C de la variable acidez de las

cuales se obtuvo diferencia significativa en los siguientes dias:

En el dia 1 se obtuvo una acidez mayor en las interacciones
pertenecientes al grupo c: en la interaccion 100 ppm*procedencia artesanal
(0,44%), 50 ppm* procedencia artesanal (0,45%) y 200 ppm*procedencia
artesanal (0,47%). Por otro lado, el valor menor de acidez se obtuvo en el grupo

a correspondiente a la interaccion 50 ppm* procedencia tradicional (0,20%)

En el dia 2 se obtuvo una acidez mayor en las interacciones
correspondientes al grupo c: en la interacciéon 100 ppm*procedencia artesanal
(0,48%), 50 ppm* procedencia artesanal y 200 ppm* procedencia artesanal
(0,50%). Por otro lado, el valor menor de acidez se obtuvo en el grupo a

correspondiente a la interaccion 50 ppm*procedencia tradicional (0,27%).

En el dia 3 se obtuvo una acidez mayor en las interacciones
correspondientes al grupo c: en la interaccion 100 ppm*procedencia artesanal y
200 ppm*procedencia artesanal (0,47%),50 ppm*procedencia artesanal (0,51%).
Por otro lado, el valor menor de acidez se obtuvo en el grupo a correspondiente

a la interaccién 50 ppm*procedencia tradicional (0,30%).

En el dia 4 se obtuvo una acidez mayor en las interacciones
correspondientes al grupo b: 100 ppm*procedencia artesanal (0,56%), 200
ppm*procedencia artesanal (0,57%), 50 ppm*procedencia artesanal (0,58%). Por
otro lado, el valor menor de acidez se obtuvo en el grupo a correspondiente a los
grupos: 50 ppm*procedencia tradicional (0,35%), 100 ppm*procedencia

tradicional (0,39%) y 200 ppm* procedencia tradicional (0,40%).
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Con respecto a los dias 0 y 7 no existi6 diferencia significativa.

Tabla 47

Pruebas de significancia (Tukey) de UFC de interaccién AxC

(concentracién/procedencia)

Concentracién

Procedencia

BACTERIAS
Dia0

Dia 7

LEVADURAS
Dia 0

Y HONGOS
Dia 7

100 ppm Artesanal 1,61E+09(d) 1,86E+07(a) 1,33E+11(b) 1,04E+Q9 (e)
50 ppm Artesanal 1,59E+09(cd)  2,98E+07(c) 1,13E+11(ab) 7,28E+07 (a)
200 ppm Artesanal 1,35E+09(c) 1,76E+07 (a) 9,24E+10(ab) 8,02E+08 (d)
50 ppm Tradicional 3,88E+08(b) 5,28E+07(d) 1,30E+11(b) 7,62E+08 (c)
200 ppm Tradicional 4,7E+08(b) 5,43E+07(d) 7,93E+10(ab) 5,80E+08 (b)
100 ppm Tradicional 3,5E+07(a) 2,23E+07(b) 3,44E+10(a) 1,64E+09 (f)

La tabla 47 indica la interacciéon A*C (concentracién-procedencia) de las

UFC/mL de bacterias, levaduras y hongos de las cuales se obtuvo diferencia

significativa en los siguientes dias:

Respecto al dia 0 en la UFC/mL de bacterias, hubo una mayor cantidad

de poblacién microbiana/mL de 1,61E+09 (grupo d) en la interaccién entre una

concentracion de nisina de 100 ppm y la procedencia artesanal, frente a la

interaccion entre la concentracion de nisina de 100 ppm y procedencia

tradicional con una cantidad de poblacion microbiana/mL de 3,5E+07 (grupo a)

siendo este el valor mas bajo de microorganismos/mL.

En la UFC/mL de levaduras y hongos, hubo una mayor cantidad de

poblaciéon microbiana/mL de 1,33E+11 (grupo b) en la interaccién entre la

concentracion de nisina de 100 ppm- procedencia artesanal; por otro lado, hubo

una menor cantidad de poblacién microbiana/mL de 3,44E+10 (grupo a) en la

interaccion entre la concentracion de nisina de 100 ppm y procedencia

tradicional.
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En el dia 7 en la UFC/mL de bacterias, hubo una mayor cantidad de
poblacién microbiana/mL de 5,43E+07 (grupo d) en la interaccién entre la
concentracion de nisina de 200 ppm y procedencia tradicional, frente a la
poblacion microbiana de 1,76E+07(grupo a), de la interaccién entre la
concentracion de 200 ppm y procedencia artesanal, el cual indico el valor mas

bajo de microorganismos/mL.

En la UFC/mL de levaduras y hongos, hubo una mayor cantidad de
poblacion microbiana/mL de 1,64E+09 (grupo f) en la interaccién entre la
concentracion de nisina de 100 ppm y procedencia tradicional; por otro lado, se
encontré una menor cantidad de poblacién microbiana/mL de 7,28E+07 (grupo

a) en la interaccion entre la concentracion de 50 ppm y procedencia artesanal.

Figura 19

Resumen de resultados de pH de interaccién AXC (concentracién/procedencia),

para prueba de significancia de Tukey
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pH(%) DIA 2

pH(%) DIA 3

A*C; LS Means
Current effect: F(2, 22)=4,7040, p=,01992
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

A*C; LS Means
Current effect: F(2, 22)=4,0770, p=,03118
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Resumen de resultados de pH de interaccién AxC (concentracién/procedencia),

para prueba de significancia de Tukey
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a’c; LS Means
Current effect: F(2, 22)=2,4930, p=,10571
Effective hypothesis decomposition
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ACIDEZ (%) DIA 4 ACIDEZ (%) DIA 7
a‘c; LS Means arc; LS Means
Current effect: F(2, 22)=5,1130, p=,01501 Current effect: F(2, 22)=,43487, p=,65280
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Figura 21

Resumen de resultados de bacterias de interaccion AxC

(concentracién/procedencia), para prueba de significancia de Tukey
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Figura 22

Resumen de resultados de Hongos y levaduras de interaccién AxC

(concentracién/procedencia) de bacterias, para prueba de significancia de Tukey
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DiAO DiA7
A*C; LS Means A*C; LS Means
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Prueba de significancia de Tukey de pH de la interaccién BxC

(temperatura/procedencia) del estudio de distintas concentraciones de

nisina aplicadas en suero lacteo, con diferente temperatura y procedencia.

Tabla

48

. Pruebas de significancia (Tukey) de pH de interaccion BxC

(temperatura/procedencia)

Temp. Procedencia Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 7

T. ambiente  Artesanal 485(a) 4,43(a) 4,12(a) 4,08(a) 3,95(a) 3,73(a)
Refrigeracion Artesanal 512 () 5,17(c) 5,12(c) 5,07(b) 4,99(c) 4,93 (c)
Refrigeracion Tradicional 6,30(c) 6,43(d) 6,46(d) 6,06(c) 6,39 (d) 6,08 (d)
T.ambiente Tradicional 6,38(c) 487(b) 425((Mb) 4,16(a) 4,05(b) 4,23 (b)

En la tabla 48 se muestra la interaccion B*C de la variable pH de las

cuales se obtuvo diferencia significativa en los siguientes dias:

Dia 0 se obtuvo el mayor valor de pH en la interaccion entre Temperatura

ambiente y procedencia tradicional con 6,38 (grupo c) y el menor valor con la
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interaccion entre temperatura ambiente y procedencia artesanal con 4,85 (grupo

a).

Dia 1 se encontré un valor alto de pH en interacciones entre Temperatura
de refrigeracion y procedencia tradicional con 6,43 (grupo d), frente al menor
valor de pH presente en la interaccion entre temperatura ambiente y procedencia

artesanal con 4,43 (grupo a).

Dia 2 se obtuvo un valor alto de pH en la interaccién entre temperatura
de refrigeracion y procedencia tradicional con 6,46 (grupo d), frente al menor
valor de pH presente en la interaccion entre temperatura ambiente y procedencia

artesanal con 4,12 (grupo a).

Dia 3 se encontr6 un valor alto de pH en la interaccion entre temperatura
de refrigeracion y procedencia tradicional con 6,06 (grupo c), mientras que se
obtuvo el menor valor de pH en la interaccion temperatura ambiente y

procedencia artesanal con 4,08 (grupo a).

Dia 4 se obtuvo un valor mayor de pH presente en la interaccion entre
temperatura de refrigeracion y procedencia tradicional con 6,39 (grupo d), frente
a un menor valor de pH presente en la interaccién entre temperatura ambiente y

procedencia artesanal con 3,95 (grupo a).

Dia 7 se encontr6 un valor alto de pH en la interaccion entre temperatura
de refrigeracion y procedencia tradicional con 6,08 (grupo d), frente a un menor
valor de pH presente en la interaccion entre temperatura ambiente y procedencia

artesanal con 3,73 (grupo a).



Tabla 49

Pruebas de significancia (Tukey) de acidez titulable de interaccién

BxC(temperatura/procedencia)
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Temp. Procedencia Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 7

Refrigeracion Tradicional 0,13 (a) 0,15(a) 0,14(a) 0,13(a) 0,14(a) 0,14(a)
T.ambiente Tradicional 0,13 (a) 0,31(b) 0,50(c) 0,54(c) 0,62(c) 0,59(c)
Refrigeracion Artesanal 0,32 (b) 0,32(b) 0,36(b) 0,33(b) 0,38(b) 0,35(b)
T.ambiente Artesanal 0,35(c) 0,58(c) 0,63(d) 0,64(d) 0,76(d) 0,97(d)

En la tabla 49 se muestra la interaccion B*C de la variable acidez de las

cuales se obtuvo diferencia significativa en los siguientes dias:

En el dia 0 se encontré un valor mayor de acidez en el grupo ¢

correspondiente a la interaccion temperatura ambiente*procedencia artesanal

(0,35%) y un valor menor de acidez en las interacciones del grupo a:

temperatura de refrigeracion*procedencia tradicional y temperatura ambiente*

procedencia tradicional (0,13%).

En el dia 1 se encontré un valor mayor de acidez en el grupo ¢

correspondiente a la interaccion temperatura ambiente*procedencia artesanal

(0,58%) y un valor menor de acidez en la interaccion del grupo a: temperatura de

refrigeracion*procedencia tradicional (0,15%).

En el dia 2 se encontré un valor mayor de acidez en el grupo d

correspondiente a la interaccion temperatura ambiente*procedencia artesanal

(0,63%) y un valor menor de acidez en la interaccion temperatura de

refrigeracion*procedencia tradicional (0,14%, grupo a).

En el dia 3 se encontré un valor mayor de acidez en el grupo d

correspondiente a la interaccion temperatura ambiente*procedencia artesanal
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(0,64%) y un valor menor de acidez en la interaccién de temperatura de

refrigeracion*procedencia tradicional (0,13%, grupo a).

En el dia 4 se encontré un valor mayor de acidez en el grupo d
correspondiente a la interaccion temperatura ambiente*procedencia artesanal
(0,76%) y un valor menor de acidez en la interaccién de temperatura de

refrigeracion*procedencia tradicional (0,14%).

En el dia 7 se encontré un valor mayor de acidez en el grupo d
correspondiente a la interaccion temperatura ambiente*procedencia artesanal
(0,97%) y un valor menor de acidez en la interaccién de temperatura de

refrigeracion*procedencia tradicional (0,14%, grupo a).

Tabla 50

Pruebas de significancia (Tukey) de UFC de interaccién BxC

(temperatura/procedencia)

BACTERIAS LEVADURAS Y HONGOS
Temperatura Procedencia Dia 0 Dia 7 Dia 0 Dia 7
T. ambiente Artesanal 1,76E+09(c) 2,62E+07 (c) 2,08E+11(c) 1,04E+0Q9 (c)
T.refrigeracion  Artesanal 1,28E+09(b) 1,78E+07 (a) 1,86E+10(a) 2,31E+08 (a)
T.refrigeracion  Tradicional 3,47E+08(a) 2,25E+07 (b) 4,91E+10(a) 2,52E+08 (b)
T.ambiente Tradicional 248E+08(a) 6,37E+07(d) 1,14E+11(b) 1,73E+09 (d)

La tabla 50 indica la interaccion B*C (temperatura-procedencia) de

las UFC/mL de bacterias, levaduras y hongos de las cuales se obtuvo

diferencia significativa en los siguientes dias:

Respecto al dia 0 en la UFC/mL de bacterias, hubo una mayor

cantidad de poblacion microbiana/mL de 1,76E+09 (grupo c) en la

interaccion entre la temperatura ambiente y la procedencia artesanal,
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frente a la interaccion entre la temperatura ambiente y procedencia
tradicional con una cantidad de poblacién microbiana/mL de 2,48E+08

(grupo a) siendo este el valor méas bajo de microorganismos/mL.

En la UFC/mL de levaduras y hongos, hubo una mayor cantidad de
poblacién microbiana/mL de 2,08E+11 (grupo c) en la interaccion entre
temperatura ambiente y la procedencia artesanal; por otro lado, hubo una
menor cantidad de poblacion microbiana de 1,86E+10 (grupo a) en la

interaccidon entre temperatura de refrigeracion y procedencia artesanal.

En el dia 7 en la UFC/mL de bacterias, hubo una mayor cantidad
de poblacion microbiana/mL de 6,37E+07 (grupo d) en la interaccién entre
la temperatura ambiente y procedencia tradicional, frente a la poblaciéon
microbiana de 1,78E+07(grupo a), de la interaccion entre la temperatura
de refrigeracion y procedencia artesanal, el cual indico el valor mas bajo

de microorganismos/mL.

En la UFC/mL de levaduras y hongos, hubo una mayor cantidad de
poblacion microbiana/mL de 1,73E+09 (grupo d) en la interaccién entre la
temperatura ambiente y procedencia tradicional; por otro lado, se
encontrdé una menor cantidad de poblacion microbiana de 2,31E+08
(grupo a) en la interaccion entre la temperatura de refrigeracion y

procedencia artesanal.



Figura 23

Resumen de resultados de pH de interaccién BxC (temperatura/procedencia)
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Current effect: F(1, 22)=34,152, p=,00001
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

B*C; LS Means
Current effect: F(1, 22)=161,51, p=,00000
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pH (%)DIA 4

pH(%) DIA 7

B*C; LS Means
Current effect: F(1, 22)=844,09, p=0,0000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

B*C; LS Means
Current effect: F(1, 22)=664,44, p=0,0000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figura 24
Resumen de resultados de acidez de interaccion BxC (temperatura/procedencia)
ACIDEZ (%) DIA O ACIDEZ (%) DIA 1
b*c; LS Means b*c; LS Means
Current effect: F(1, 22)=27,366, p=,00003 Current effect: F(1, 22)=28,916, p=,00002
Effective hypothesis decomposition Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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ACIDEZ (%) DIA 2

ACIDEZ (%) DIA 3

b¥c; LS Means
Current effect: F(1, 22)=23,079, p=,00008
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

b¥c; LS Means
Current effect: F(1, 22)=25,974, p=,00004
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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ACIDEZ (%) DIA 4 ACIDEZ (%) DIA 7
b*c; LS Means b*c; LS Means
Current effect: F(1, 22)=35,347, p=,00001 Current effect: F(1, 22)=25,604, p=,00005
Effective hypothesis decomposition Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figura 25

Resumen de resultados de la interaccién BxC (temperatura/procedencia) de

bacterias, para prueba de significancia de Tukey
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B*C; LS Means B*C; LS Means
Current effect: F(1, 22)=38,188, p=,00000 Current effect: F(1, 22)=3045,1, p=0,0000
Effective hypothesis decomposition Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Resumen de resultados de la interaccion BxC (temperatura/procedencia) de
Levaduras y hongos, para prueba de significancia de Tukey
LEVADURAS Y HONGOS
Z -
DIAO DIA 7
B*C; LS Means B*C; LS Means
Current effect: F(1, 22)=16,901, p=,00046 Current effect: F(1, 22)=94903,, p=0,0000
Effective hypothesis decomposition Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
3E11 2E9
1,889
2,5E11
1,6E9
2E11
1,4E9
1,511 1,2E9
£ o
1E11 LDL 1S
8E8
5E10 —
{ ;{ 6E8
© 4E8
_5E10 E =) 2E8 e
0 1 0
c & B 0 =B
1 0 1 0
@ =8




Prueba de significancia de Tukey de pH de la interaccién AxBxC

(concentracion/temperatura/procedencia) del estudio de distintas
concentraciones de nisina aplicadas en suero lacteo, con diferente

temperaturay procedencia.

Tabla 51

Pruebas de significancia (Tukey) de pH de interaccion

AxBxC(concentracién/temperatura/procedencia)
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Conc. Temperatura Procedencia Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 7
100 ppm T. ambiente Artesanal 4,74 (a) 4,44 (a) 4,15 (ab) 4,09 (ab) 3,97(a) 3,70 (a)
200 ppm T. ambiente Artesanal 4,86 (ab) 4,41 (a) 4,13 (ab) 4,12(ab) 3,95(a) 3,71 (a)
50 ppm T. ambiente Artesanal 4,94 (abc) 4,46 (a) 4,09 (a) 4,05 (a) 394 (@) 3,77 (a)
50 ppm Refrigeracion Artesanal 5,07 (bc) 5,19 (b) 5,01 (c) 4,98 (c) 4,79 (b) 4,90 (d)
100 ppm  Refrigeracion Artesanal 5,09 (bc) 5,17 (b) 5,19 (c) 5,11 (c) 5,12 (c) 5,00 (d)
200 ppm  Refrigeracion Artesanal 5,20 (¢) 5,15 (b) 5,16 (c) 5,11 (c) 5,07 (c) 4,89 (d)
50 ppm Refrigeracion Tradicional 6,26 (d) 6,45 (c) 6,45 (d) 5,99 (d) 6,38 (d) 6,01 (e)
200 ppm  Refrigeracion Tradicional 6,32 (d) 6,41 (c) 6,44 (d) 6,11 (d) 6,36 (d) 6,09 (ef)
100 ppm  Refrigeracion Tradicional 6,32 (d) 6,44 (c) 6,49 (d) 6,08 (d) 6,44 (d) 6,13 (f)
50 ppm T. ambiente Tradicional 6,33 (d) 5,09 (b) 4,33 (b) 4,26 (b) 410(@) 4,32(c)
100 ppm T. ambiente Tradicional 6,40 (d) 457 (a) 4,17 (ab) 4,09(ab) 4,03(a) 4,20 (b)
200 ppm T. ambiente Tradicional 6,40 (d) 494 (b) 423(ab) 4,12(ab) 4,05(@) 4,16 (b)

En la tabla 51 se muestra la interaccién A*B*C de la variable pH de las

cuales se obtuvo diferencia significativa en los siguientes dias:

Dia 0 se obtuvo el mayor valor de pH en la interaccion entre

concentracion 100 ppm, Temperatura ambiente y procedencia tradicional y

concentracion 200 ppm, temperatura ambiente y procedencia tradicional con

6,40 (grupo d) ambas y el menor valor con la interaccion entre concentracion

100 ppm, temperatura ambiente y procedencia artesanal con 4,74 (grupo a).

Dia 1 se encontr6 un valor alto de pH en interacciones entre

concentracion 50 ppm, temperatura de refrigeracion y procedencia tradicional

con 6,45 (grupo c), frente al menor valor de pH presente en la interaccion entre
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concentracion 200 ppm, temperatura ambiente y procedencia artesanal con 4,41

(grupo a).

Dia 2 se obtuvo un valor alto de pH en la interaccidn entre concentracion
100 ppm temperatura de refrigeracion y procedencia tradicional con 6,49 (grupo
d), frente al menor valor de pH presente en la interaccion entre concentracioén 50

ppm temperatura ambiente y procedencia artesanal con 4,09 (grupo a).

Dia 3 se encontr6 un valor alto de pH en la interaccion entre
concentracion 200 ppm temperatura de refrigeracion y procedencia tradicional
con 6,11 (grupo d), mientras que se obtuvo el menor valor de pH en la
interaccién concentracion 50 ppm, temperatura ambiente y procedencia

artesanal con 4,05 (grupo a).

Dia 4 se obtuvo un valor mayor de pH presente en la interaccion entre
concentracion 100 ppm, temperatura de refrigeracién y procedencia tradicional
con 6,44 (grupo d), frente a un menor valor de pH presente en la interaccion
entre concentracion 50 ppm. temperatura ambiente y procedencia artesanal con

3,94 (grupo a).

Dia 7 se encontr6 un valor alto de pH en la interaccion entre
concentracion 100 ppm, temperatura de refrigeracion y procedencia tradicional
con 6,13 (grupo f), frente a un menor valor de pH presente en la interaccion
entre concentracion 100 ppm, temperatura ambiente y procedencia artesanal

con 3,70 (grupo a).



Tabla 52
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Pruebas de significancia (Tukey) de acidez titulable de interaccién AxBxC

(concentracién/temperatura/procedencia).

Conc. Temperatura Procedencia Dia 0 Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 7
100 ppm  Refrigeracion Tradicional 0,12(a) 0,14(a) 0,14(a) 0,14(a) 0,14(a) 0,14(a)
50 ppm Refrigeracién Tradicional 0,13(a) 0,15(a) 0,12(a) 0,12(a) 0,13(a) 0,14(a)
200 ppm  Refrigeracion Tradicional 0,13(a) 0,15(a) 0,14(a) 0,14(a) 0,14(a) 0,15(a)
100 ppm T.ambiente Tradicional 0,13(a) 0,37(c) 0,53(c) 0,55(cd) 0,63(c) 0,59(c)
200 ppm T.ambiente Tradicional 0,13(a) 0,33(c) 0,55(cd)  0,59(d) 0,66(c) 0,63(c)
50 ppm T.ambiente Tradicional 0,14(a) 0,24(b) 0,42(b) 0,49(c) 0,58(c) 0,54(c)
100 ppm  Refrigeracion Artesanal 0,30(b) 0,30(bc)  0,34(b) 0,33(b) 0,37(b) 0,34(b)
200 ppm  Refrigeracion Artesanal 0,32(c) 0,34(c) 0,36(b) 0,33(b) 0,37(b) 0,37(b)
50 ppm Refrigeracién Artesanal 0,33(cd) 0,32(bc)  0,36(b) 0,33(b) 0,40(b) 0,35(b)
50 ppm T. ambiente Artesanal 0,34(cd) 0,57(d) 0,63(d) 0,69(e) 0,77(d)  0,91(d)
100 ppm T. ambiente Artesanal 0,36(de) 0,57(d) 0,63(d) 0,62(de)  0,75(d) 1,02(d)
200 ppm T. ambiente Artesanal 0,36(e) 0,60(d) 0,63(d) 0,61(de) 0,76(d) 0,97(d)

En la tabla 52 se muestra la interaccion A*B*C de la variable acidez de

las cuales se obtuvo diferencia significativa en los siguientes dias:

ambiente*procedencia artesanal de 036% correspondiente al grupo e. Por otro

En el dia 0 se obtuvo un alto valor en la interaccién 200 ppm*temperatura

lado, los valores menores de acidez los atribuyé el grupo a: 100

ppm*temperatura de refrigeracion*procedencia tradicional (0,12%), 50
ppm*temperatura de refrigeracion*procedencia tradicional (0,13%), 200

ppm*temperatura de refrigeracion*procedencia tradicional (0,13%), 50

ppm*temperatura ambiente*procedencia tradicional (0,14%), 100

ppm*temperatura ambiente*procedencia tradicional (0,13%), 200 ppm*

temperatura ambiente*procedencia tradicional (0,13%).
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En el dia 1 se obtuvo un alto valor de acidez en las interacciones
correspondientes al grupo d: 50 ppm*temperatura ambiente*procedencia
artesanal (0,57%), 100 ppm*temperatura ambiente*procedencia artesanal
(0,57%), 200 ppm*temperatura ambiente*procedencia artesanal (0,60%). Por
otro lado, los valores menores de acidez los atribuy6 el grupo a: 50
ppm*temperatura de refrigeracion*procedencia tradicional (0,15%), 100
ppm*temperatura de refrigeracion*procedencia tradicional (0,14%) y 200

ppm*temperatura de refrigeracion*procedencia tradicional (0,15%).

En el dia 2 se obtuvo un alto valor de acidez en las interacciones
correspondientes al grupo d: 50 ppm*temperatura ambiente*procedencia
artesanal (0,63%), 100 ppm*temperatura ambiente*procedencia artesanal
(0,63%), 200 ppm*temperatura ambiente*procedencia artesanal (0,63%). Por
otro lado, los valores menores de acidez los atribuy6 el grupo a: 50
ppm*temperatura de refrigeracion*procedencia tradicional (0,12%), 100
ppm*temperatura de refrigeracion*procedencia tradicional (0,14%) y 200

ppm*temperatura de refrigeracion*procedencia tradicional (0,14%).

En el dia 3 se obtuvo un alto valor de acidez en la interaccion
correspondiente al grupo e: 50 ppm*temperatura ambiente*procedencia
artesanal (0,69%). Por otro lado, los valores menores de acidez los atribuyé el
grupo a: 50 ppm*temperatura de refrigeracion*procedencia tradicional (0,12%),
100 ppm*temperatura de refrigeracién*procedencia tradicional (0,14%) y 200

ppm*temperatura de refrigeracion*procedencia tradicional (0,14%).



Tabla 53

Pruebas de significancia (Tukey) de UFC de interaccién

AxBxC(concentracion/temperatura/procedencia)
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BACTERIAS LEVADURAS Y HONGOS
Conc. Temperatura  Procedenci Dia 0 Dia 7 Dia 0 Dia 7
a

100 ppm T. ambiente Artesanal 1,18E+09(d) 1,67E+07(ab) 2,49E+11 (c)  1,99E+09 (i)
200 ppm T. ambiente Artesanal 2,05E+09(e) 1,80E+07(bc) 1,58E+11(bc) 1,03E+09(g)
50 ppm T. ambiente Artesanal 2,05E+09(e)  4,40E+07(f) 2,16E+11 (c) 1,11E+08(d)
50 ppm  T.refrigeraciéon Artesanal 1,13E+09(d) 1,56E+07(ab) 1,09E+10(a) 3,50E+07(a)
100 ppm  T.refrigeracion Artesanal 2,05E+09(e) 2,05E+07(c) 1,81E+10(a) 9,00E+07(c)
200 ppm  T.refrigeracion Artesanal 6,45E+08(c) 1,73E+07 (b) 2,71E+10(ab) 5,70E+08(e)
50 ppm  T.refrigeraciéon Tradicional 6,0E+08(c) 3,55E+07(e) 1,37E+11(abc) 8,00E+07(b)
200 ppm  T.refrigeracion Tradicional  4,25E+08(abc) 1,75E+07(b) 5,01E+09(a) 5,90E+08 (f)
100 ppm  T.refrigeracion Tradicional 1,50E+07(a) 1,45E+07(a) 4,95E+09(a) 8,50E+07(bc)
50 ppm T. ambiente Tradicional 1,8E+08(ab) 7,01E+07(g) 1,24E+11(abc) 1,45E+09(h)
100 ppm T. ambiente Tradicional 5,5E+07(a) 3,01E+07(d) 6,37E+10(ab)  3,20E+09 (j)
200 ppm T. ambiente Tradicional 5,2E+08(bc)  9,10E+07(h) 1,54E+11 (bc) 5,70E+08(e)

La tabla 53 indica la interaccion A*B*C (concentracién de nisina-

temperatura-procedencia) de las UFC/mL de bacterias, levaduras y hongos de

las cuales se obtuvo diferencia significativa en los siguientes dias:

Respecto al dia 0 en la UFC/mL de bacterias, hubo una mayor cantidad

de poblacion microbiana/mL de 2,05E+09 (grupo €) en la interaccién entre

concentracion de nisina de 200 ppm, temperatura ambiente y procedencia

artesanal, concentracién de nisina de 50 ppm, temperatura ambiente y

procedencia artesanal y concentracion de nisina de 100 ppm, temperatura de

refrigeracion y procedencia artesanal frente a la interaccién entre la

concentracion de nisina de 100 ppm, temperatura e refrigeracion y procedencia

tradicional con una cantidad de poblacion microbiana de 1,5E-07 (grupo a)

siendo este el valor mas bajo de microorganismos/mL.

En la UFC/mL de levaduras y hongos, hubo una mayor cantidad de

poblacién microbiana/mL de 2,49E+11 (grupo c) en la interaccién entre la
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concentracion de nisina de 100 ppm, temperatura ambiente y procedencia
artesanal; por otro lado, hubo una menor cantidad de poblacién microbiana/mL
de 1,09E+10 (grupo a) en la interaccion entre la concentracion de nisina de 50

ppm, temperatura de refrigeracion y procedencia artesanal.

En el dia 7 en la UFC/mL de bacterias, hubo una mayor cantidad de
poblacién microbiana/mL de 3,20E+09 (grupo j) en la interaccion entre la
concentracion de nisina de 100 ppm, temperatura ambiente y procedencia
tradicional, frente a la poblacién microbiana/mL de 3,50E+07(grupo a), de las
interacciones entre la concentracion de nisina de 200 ppm-temperatura de
refrigeracion -procedencia tradicional y la concentracién de nisina de 100 ppm-
temperatura ambiente-procedencia tradicional, el cual indic6 el valor mas bajo de

microorganismos.

En la UFC de levaduras y hongos, hubo una mayor cantidad de
poblacién microbiana de 3,0E-05 (grupo g) en la interaccion entre la
concentracion de nisina de 100 ppm, temperatura ambiente y procedencia
artesanal; por otro lado, se encontré una menor cantidad de poblacion
microbiana de 3,5E-09 (grupo a) en la interaccién entre la concentracion de

nisina de 50 ppm, temperatura de refrigeracion y procedencia artesanal.



Figura 27

Resumen de resultados de pH de interaccion AXxBxC

(Concentracion/temperatura/procedencia), para prueba de significancia de

Tukey.
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pH (%)DIA 0

pH (%)DIA 1

A*B*C; LS Means
Current effect: F(2, 22)=1,809, p=,18725
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

A*B*C; LS Means
Current effect: F(2, 22)=5,4662, p=,01182
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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pH (%)DIA 4

pH (%)DIA 7

A'B*C; LS Means
Current effect: F(2, 22)=2,4202, p=,11220
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

A*B*C; LS Means
Current effect: F(2, 22)=5,5147, p=,01145
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figura 28
Resumen de resultados de acidez de interacciéon AxBxC
(Concentracion/temperatura/procedencia), para prueba de significancia de
Tukey.
ACIDEZ (%) DIA 0 ACIDEZ (%) DIA 1
a*b*c; LS Means a*b*c; LS Means
Current effect: F(2, 22)=8,5398, p=,00180 Current effect: F(2, 22)=4,0656, p=,03144
Effective hypothesis decomposition Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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ACIDEZ (%) DIA 2

ACIDEZ (%) DIA 3

0,8

arb*c; LS Means
Current effect: F(2, 22)=2,6610, p=,09226
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

ab’c; LS Means
Current effect: F(2, 22)=6,0463, p=,00808
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals

0,8
0,7
0,7
0,6
i 0,6
0,5 \
\
04 \ \ RS
A\
03 \\\ 0,4
A\
0.2 \\ 03
01 =0 8
0,0 °
3 a
b 0 1 b 0 1 = 1 01
*a =g
co el 2 p
0,0 A
0 1 b: 0 i
“p
c0 @4l R
ACIDEZ (%) DIA 4 ACIDEZ (%) DIA 7
ab*c; LS Means ab*c; LS Means
Current effect: F(2, 22)=,43759, p=,65109 Current effect: F(2, 22)=1,2439, p=,30775
Effective hypothesis decomposition Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figura 29

Resumen de resultados de la interaccion AxBxC

(Concentracion/temperatura/procedencia) de bacterias, para prueba de

significancia de Tukey.
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DIA O

DIA 7

A*B*C; LS Means

Current effect: F(2, 22)=63,435, p=,00000
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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A*B*C; LS Means

Current effect: F(2, 22)=1176,4, p=0,0000

Effective hypothesis decomposition

Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Figura 30

Resumen de resultados de la interaccion AxBxC

(Concentracion/temperatura/procedencia) de levaduras y bacterias, para prueba

de significancia de Tukey.

LEVADURA Y HONGOS

DIA O

DIA 7

A*B*C; LS Means

Current effect: F(2, 22)=5,7077, p=,01007
Effective hypothesis decomposition
Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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A*B*C; LS Means

Current effect: F(2, 22)=70551,, p=0,0000
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Vertical bars denote 0,95 confidence intervals
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Resultados de control de calidad para las variables pH, acidez y UFC
(bacterias, y hongos y levaduras)

Figura 31

Resultado del comportamiento del pH del suero lacteo con el bioconservante

nisina, desde el dia O al dia 7 de analisis.
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La figura 29, indica el comportamiento que tuvo el pH del suero lacteo
con el bioconservante nisina, en el transcurso del tiempo desde el dia 0 hasta el
dia 7 de analisis, con un promedio de pH 5.05 donde se muestra un descenso
del mismo, el limite superior corresponde a pH de 5,31 y el limite inferior
corresponde a pH 4,79. El pH fue mas alto en el dia 0, con una disminucion en el
dia 1 y dia 2 y permanece sin variacion el dia 3 y dia 4, y posteriormente sigue

en descenso en el dia 7.
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Figura 32

Resultado de comportamiento de acidez del suero lacteo con el bioconservante

nisina desde el dia 0 al dia 7 de analisis
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La figura 32, indica el comportamiento que tuvo la acidez del suero lacteo
con el bioconservante nisina en el transcurso del tiempo desde el dia 0 hasta el
dia 7 de analisis, con un promedio de acidez 0,3959 donde se muestra un
ascenso del mismo, el limite superior corresponde a 0,498 y el limite inferior
corresponde a 0,293. La acidez mas baja correspondio al dia 0, el cual fue en
aumento en los dias 1 y 2, manteniéndose estable en los dias 2 y 3 para

posteriormente subir desde el dia 3 hasta el dia 7.
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Figura 33

Resultados de UFC (Bacterias acido lacticas) del suero lacteo con el

bioconservante nisina, desde el dia 0 hasta el dia 7 de analisis.
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La figura 33, indica el recuento bacteriano (aerobios) en el suero lacteo
con el bioconservante nisina en el transcurso del tiempo desde el dia 0 hasta el
dia 7 de analisis, con un promedio de crecimiento de 4,7E+08 UFC/mL donde se
muestra un descenso del mismo, el limite superior corresponde a 5,97E+08
UFC/mL y el limite inferior corresponde a 3,42E+08 UFC/mL. En el dia O hubo
un crecimiento de poblacién microbiana superior a 8,0E+08, y en el dia 7 se
observé un descenso el crecimiento de poblacion microbiana con 2,0E+08

UFC/MI.
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Figura 34

Resultados de UFC (Hongos y levaduras) del suero lacteo con el bioconservante

nisina, desde el dia 0 hasta el dia 7 de analisis
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La figura 34, indica el recuento microbiolégico (Hongos y levaduras) en
el suero lacteo con el bioconservante nisina en el transcurso del tiempo desde el
dia 0 hasta el dia 7 de analisis, con un promedio de crecimiento de 4,90E+10
UFC/mL donde se muestra un descenso del mismo, el limite superior
corresponde a 6,61E+10 UFC/mL y el limite inferior corresponde a 3,19E+10. En
el dia 0 hubo crecimiento de poblacién microbiana superior a 8,0E+08 UFC/mL,
el cual fue en descenso hasta lograr la inhibicion del crecimiento microbiano con

valores inferiores a 2,0E+10 UFC/mL en el dia 7.
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Tabla 54

Matriz de correlacion de componentes principales
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pH pH pH pH pH pH Acid. Acid. Acid.  Aci. Acid. Aci. Bact. Bact- HyL Hyl
Dia0 Dial Dia2 Dia 3 Dia4 Dia7 dial dia 2 Dia0 Dia7
dia0 dia3 dia4d dia7 dia0 dia?7
pH Dia 0 1,00 ,565 ,401 ,352 ,396 ,496 -,990 -,732 -,494  -398 -431 -,560 -,823 ,455 -293 ,150
pHDia1 ,565 1,00 ,968 ,952 ,961 ,972 -,609 -,889 -,967  -941  -940 -,882 -,489 -,170 -475  -,485
pH Dia 2 ,401 ,968 1,00 ,996 ,999 ,984 -,449 -,810 -,961 -,966 -970 -872  -359 -,382 -528 -,519
pH Dia 3 ,352 ,952 ,996 1,00 ,995 ,982 -,397 -,800 -,961  -973 -978 -,882 -325 -420 -570  -,542
pH Dia 4 ,396 961 ,999 ,995 1,00 ,982 -,444 -,799 -,955 -960 -,969 -870 -,348 -,392 -533 -,516
pH Dia 7 ,496 972 ,984 ,982 ,982 1,00 -,535 -,881 -,981 -975 -986 -,940 -,443  -311 -,621  -,484
Acidez -990 -609 -449 -,397 -444  -535 1,00 ,756 ,536 ,438 ,470 ,574 ,800 -,427 ,265 -,127
dia 0
Acidez -732  -889 -810 -,800 -799 -881 ,756 1,00 ,913 ,866 ,873 ,924 ,661 -,051 ,582 ,310
dia1l
Acidez -,494  -967 -,961 -,961 -,955 -981 .536 ,913 1,00 ,986 ,977 ,939 ,463 ,274 ,579 ,460
dia 2
Acidez -398 -941 -,966 -,973 -960 -975 ,438 ,866 ,986 1,00 ,985 ,923 ,408 ,384 ,599 ,466
dia 3
Acidez -431  -940 -970 -,978 -,969 -986 ,470 ,873 ,977 ,985 1,00 ,940 ,415 ,342 ,631 ,492
dia 4
Acidez -560 -,882 -,872 -,882 -,870 -940 ,574 ,924 ,939 ,923 ,940 1,00 ,500 ,180 ,753 ,432
dia7
Bacterias -,823 -,489 -,359 -,325 -,348 -,443 ,800 ,661 ,463 ,408 ,415 ,500 1,00 -,221 ,299 -,308
Dia 0 0
Bacterias  ,455 -179  -,382 -,420 -392  -311  -427 -,051 ,274 ,384 ,342 ,180 -,221 1,000 ,347 ,051
Dia 7
Hong. Y -296 -475 -,528 -,570 -533  -621 ,265 ,582 ,579 ,599 ,631 ,753 ,299 ,347 1,00 ,225

lev. dia 0
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Hong. Y ,150 -,485 -519 -,542 -516 -,484 -1,27 ,310 ,460 ,466 ,492 ,432 -,308 051 ,225 1,00
lev. dia7

En la tabla 54 se observa que el pH en el dia 1 est& correlacionado con
el pH de los dias 2, 3, 4y 7 siendo (0,968; 0,952; 0,961y 0,972
respectivamente), del mismo el pH del dia 2 esta correlacionado con el pH de los
dias 1, 3, 4y 7 con (0,968; 0,996; 0,999 y 0,984 respectivamente), asi mismo el
pH del dia 3 estéa correlacionado con el pH de los dias 1,2,4 y 7 con (0,952;
0,996; 0,995 y 0,982 respectivamente) de igual modo el pH del dia 4 esta
correlacionado con el pH de los dias 1,2,3y 7 con (0,961; 0,999; 0,995y 0,982
respectivamente) y el pH del dia 7 esta correlacionado con el pH de los dias
1,2,3y 4 con (0,972: 0,984; 0,982 y 0,982 respectivamente). Asi mismo la
variable acidez del dia 1 esta correlacionada con la acidez del dia 2 y del dia 7
con (0,913 y 0,924 respectivamente), con respecto a la acidez del dia 2 esta
correlacionada con la acidez producida en los dias 1,3,4y 7 con (0,913; 0,986;
0,977 y 0,939 respectivamente), para la acidez del dia 3 esta correlacionada con
la acidez producida en los dias 1,2,4y 7 con (0,986; 0,985y 0,923
respectivamente), para la acidez del dia 4 esta correlacionada con la acidez
producida en los dias 2,3y 7 con (0,977; 0,985 y 0940 respectivamente) y la
acidez del dia 7 esta correlacionada con la acidez producida en los dias 1, 2,3y
4 con (0,924; 0,939; 0,912 y 0,940 respectivamente). Para bacterias de dia 0
existe correlacion con acidez de dia 0 con 0,800 y en hongos y levaduras del dia
0 existe correlacion con acidez del dia 7 con 0,753. En cuanto a las bacterias del

dia 7 presentan correlacion con el pH del dia 0 con 0,455.
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Matriz de componente

Tabla 55

Matriz de componente

Matriz de componente

1 2 3
pH Dia 0 -,582 ,800 ,028
pH Dia 1 -,973 ,003 ,131
pH Dia 2 ,-963 -,198 ,033
pH Dia 3 -,959 -,251 ,015
pH Dia 4 -,959 -,206 ,025
pH Dia 7 -,992 -,098 ,004
Acidez dia 0 ,604 -,768 -,050
Acidez dia 1 ,928 -,280 -,064
Acidez dia 2 ,985 ,069 -,020
Acidez dia 3 ,970 ,173 ,045
Acidez dia 4 ,980 ,149 ,015
Acidez dia 7 ,958 -,021 ,028
Bacterias Dia 0 ,523 -, 717 ,280
Bacterias Dia 0 ,235 7129 ,606
Hong y Lev dia O ,636 ,105 ,385

Hong y Lev dia 7 ,440 ,529 -,670
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Figura 35

Gréfico de sedimentacion del andlisis de componentes principales
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En la figura 35 se evaluaron 16 variables y de acuerdo a la varianza total
explicada, el pH en el dia 0 se obtuvo el mayor porcentaje de varianza con un
68,54%, para el componente 2 (pH dia 1) y 3 (pH dia 2), los porcentajes fueron
17,85%, 6,70% respectivamente, mientras que en el resto de componentes

evaluados se obtuvieron porcentajes menores a 4.
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Tabla 56

Tabla de comunalidades

Comunalidades
Inicial Extraccién

pH Dia 0 1,000 967
pH Dia 1 1,000 ,963
pH Dia 2 1,000 ,967
pH Dia 3 1,000 ,983
pH Dia 4 1,000 ,962
pH Dia 7 1,000 ,994

Acidez dia 0 1,000 ,958
Acidez dia 1 1,000 ,943
Acidez dia 2 1,000 ,976
Acidez dia 3 1,000 974
Acidez dia 4 1,000 ,983
Acidez dia 7 1,000 ,919
Bacterias Dia0 1,000 ,866
Bacterias Dia 0 1,000 ,955
Hong y Lev dia 1,000 ,564
0

Hong y Lev dia 1,000 ,921
7
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Figura 36

Graéfico de sedimentacion del analisis de los componentes principales

Componente 2

En la figura 36 se indica los resultados de los componentes principales,
en el que dentro del componente 2 se muestran varios grupos de mayor
correlacion y que corresponden a los formados por el pH de los dias 0 al 7. Con
respecto al componente 1 se muestra un grupo que se correlaciona siendo este
el de bacterias del dia 7 y pH del dia 0, y finalmente el componente 3 muestra
grupos positivos y negativos relacionados, siendo estos grupos con mayor
correlacion los formados por la acidez de los dias del 0 al 7; el segundo grupo el
de hongos y lev del dia 0 y la acidez del dia 7, y el tercer grupo de la correlacion

entre acidez dia 0 y bacterias dia 0.
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(Lopez, A. y Barriga, 2016) sefiala que la mayoria de bacterias, hongos y
levaduras crecen a pH neutro, aunque los rangos de crecimiento pueden ser
mas amplios. Los microorganismos tienen unos valores minimo, 6ptimo y
maximo de pH, ademas un bajo pH influye en el crecimiento microbiano ya que
afecta al funcionamiento de las enzimas metabdlicas y a la permeabilidad y

transporte a través de la membrana.
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Capitulo V

Discusion
Pruebas fisicoquimicas en la procedencia del suero lacteo
Para ceniza

Se obtuvo que el valor mas alto fue dado en las muestras con

procedencia artesanal con 0.295, el cual se encuentra dentro de los pardmetros
gue establece la norma INEN NTE 2594. Valores que estuvieron por debajo de
los reportados por Enrique et al. (2018) con el 0.42% (4.2 g/L), constituyéndose
como uno de los elementos mas representativos del suero por su potencialidad
para uso industrial. Por otro lado, el valor mas bajo se obtuvo en la procedencia
tradicional con 0.060 mismo que también cumple con el rango establecido por la

norma INEN NTE 2594,

Para grasa

En la procedencia se puede evidenciar notablemente que la procedencia
artesanal posee mayor porcentaje de grasa 0,294% con respecto a la
procedencia tradicional 0,042%, no obstante; de acuerdo a la norma NTE INEN
2594:2011 se encuentran dentro de los parametros establecidos. La variacién en
cuanto al porcentaje de grasa obtenido por la procedencia puede indicar
diferencias en cuanto a la elaboracién del proceso, asi como también de la
alimentacion del ganado del que proviene la materia prima (Paredes et al., 2014)

lo que puede influir en los resultados fisicoquimicos del suero.

Las caracteristicas fisicoquimicas del lactosuero se encontraron dentro
de los pardmetros establecidos, motivo por el cual se hace importante para el

alargamiento de su vida util y su posterior produccion y elaboracion de bebidas
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tanto proteicas, fermentadas, probioticas, energizantes (Molero-Méndez et al.,

2017), asi como también para otras innovadoras aplicaciones.

Para proteina

Tanto la procedencia artesanal como la tradicional presentaron valores
dentro de los parametros establecidos por la norma NTE INEN 2594 que indica
un porcentaje de proteina minimo de 0,8% en suero dulce de leche, por otro
lado, (Montesdeoca Parraga & Piloso Chavez, 2020) en el trabajo que evaluaron
lactosuero de queso fresco pasteurizado obtuvieron valores de proteina de
0,94% similar a lo reportado por la procedencia tradicional y con las mismas
caracteristicas del lactosuero. Por otro lado, (Molero-Méndez et al., 2017) en su
trabajo reportaron valores de proteina con un promedio del 1% en lactosuero
obtenido de la produccién de queso mediante un método artesanal, cuyas
caracteristicas son semejantes a los obtenidos por la procedencia artesanal

analizada en este estudio.

Concentracién (Factor A)

Con respecto al pH

En la aplicacion de las diferentes concentraciones del bioconservante
(nisina) en el suero lacteo y la evaluacién de la variable pH para el Factor A
(Concentracion: 200 ppm, 100 ppm, 50 ppm) y mediante las pruebas de

significacion Tukey (p>0,05) se determiné lo siguiente:

La Norma técnica ecuatoriana NTE INEN 2594:2011 establece que el
suero de leche dulce debe cumplir con valor de pH minimo de 6.8 y maximo de
6.4. Por lo que para el dia 0 no se obtuvo diferencia significativa entre
concentraciones: 50 ppm 5.65, 100 ppm 5.63 y 200 ppm 5.69, considerando de

este modo segun NTE INEN 2594, (2011), que ninguno de los valores de pH se
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encuentra dentro de los parametros establecidos. Por otro lado Enrique,
Becerra-jim, & Borr (2018) obtuvieron valores similares de pH: 5.6, 5.7 y 5.8 de
lactosuero de queso Paipa de varias zonas; sin embargo, estos datos fueron
obtenidos sin aplicar ningun bioconservante en el suero. Segun De la Cruz
Gonzalez, Aquino Ruiz, Rocha, & Bonifaz (2018) sugieren que las muestras
presentaron valores por debajo de las permitidas por la horma, posiblemente por
el pH inicial de la leche, como también de la capacidad de la lactosa para

transformarse en acido lactico a medida que avanza el tiempo.

Para el dia 1 se obtuvo que el mayor valor de pH fue dado a una
concentracion de 50 ppm con 5,29 y el menor valor a una concentracién de 100
ppm con 5,16. Debido esto a que la nisina es mas soluble y mas estable bajo
condiciones acidas segun lo establece Gharsallaoui, Oulahal, Joly, & Degraeve
(2016). Explicando esto el menor valor de pH a una mayor concentracioén de
nisina. Por otro lado, Vinicio (2010) en su estudio, determiné que en el factor
concentracion no hubo diferencia significativa en el dia 1 al cual aplicé

concentraciones de 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm y 250 ppm.

Para el dia 2 no se encontré diferencia significativa para las
concentraciones de la nisina y segun el estudio de Ramirez (2010) establecio
gue en el dia 2 tampoco obtuvo diferencia significativa en el mismo factor de
estudio al cual aplicé concentraciones de 50 ppm, 100 ppm, 150 ppm, 200 ppm y

250 ppm.

En el dia 3 las concentraciones de nisina no tuvieron diferencia
significativa; sin embargo, el paso de los dias hizo que el potencial de hidrégeno
disminuya con una concentracién de 50 ppm:4.80, 100 ppm:4.88 y 200 ppm:4,85

causado segun Ibarra-Sanchez, El-Haddad, Mahmoud, Miller, & Karam (2020)
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por la adicion de la nisina al suero lacteo ya que esta se ve muy afectada por el

pH teniendo una maxima solubilidad y estabilidad a pH 3.

En el dia 4 se obtuvo que el valor mas alto de pH fue con la
concentracion de 100 ppm:4,88 y el menor a una concentracion de 50 ppm:4,80
y contrastando con los datos obtenidos por Ramirez(2010) donde obtuvo que a
una concentracion de 100 ppm: 5,86 el valor mas alto de pH y en una
concentracion de 50 ppm: 5,69 el menor valor de pH, determinandose de este

modo la influencia del efecto de la concentracion.

Para el dia 7 se obtuvo que el mayor valor de pH lo determiné la
concentracion a 100 ppm con 4,76 y el menor valor de pH fue dado a una
concentracion de 200 ppm con 4,71, debido a que como lo determiné Liu &
Hansen, (1990) el efecto del pH en la solubilidad y estabilidad de la nisina es
una propiedad notable que se incrementa a medida que el pH se reduce; Sin
embargo Vinicio (2010) encontrd que a una concentracion de 250 ppm obtuvo el
mayor valor de pH 3,84 y a una concentracién de 50 ppm obtuvo el menor valor
de pH 3,71 siendo valores casi parecidos lo que explica que la nisina a
diferentes concentraciones han adquirido un comportamiento similar en el tltimo

dia de analisis.

Con respecto ala acidez

En el dia 0 el valor mas alto de acidez se obtuvo en la concentracion de
200 ppm con 0,24% de acidez y el valor mas bajo en la concentracion 50 ppm,
con 0,23%. La Norma técnica ecuatoriana NTE INEN 2594:2011 determina que
el suero de leche dulce debe cumplir con un valor méximo de acidez titulable
calculada como &cido lactico de 0,16% de tal forma que en esta investigacion los

resultados obtenidos no cumplen con los requisitos establecidos, no obstante;
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(Paredes et al., 2014) obtuvo valores similares a los presentados en esta

investigacion.

En el dia 1 el valor mas alto de acidez se obtuvo en la concentracion de

200 ppm con 0,36% Y el valor mas bajo en la concentracion 50 ppm con 0,32%.

En el dia 2 el valor més alto de acidez se obtuvo en la concentraciéon de

200 ppm con 0,42% y el valor mas bajo con 0,38% con la concentracion de 50

ppm.

En el dia 3 no se evidencid diferencia significativa para este factor. No

obstante, se obtuvieron valores que oscilan entre 0,41-0,42%.

En el dia 4 no existi6 diferencia significativa para este factor. No

obstante, se obtuvieron valores entre 0,47-0,48%.

En el dia 7 no existi6 diferencia significativa para este factor tomando en

cuenta que se obtuvieron valores entre 0,49-0,53%.

La aplicacién de la nisina cono bioconservante explicaria el retraso en
cuanto al descenso del pH y al incremento de la acidez conforme pasan los dias
de acuerdo a lo mencionado por (Rodriguez Delgado & Plazas Paredes, 2016)
tomando en cuenta que la relacion pH-acidez es inversamente proporcional.
Ademas, el suero analizado tuvo un incremento en la acidez de forma gradual en
los dias transcurridos presumiéndose que se debe al posible crecimiento de
microrganismos principalmente las bacterias acidéfilas que generalmente no

presentan riesgo de patogenicidad (Rodriguez & Playas, 2016).
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Con respecto a UFC

En el estudio de las distintas concentraciones de nisina aplicado en el
suero lacteo y la evaluacion de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/mL
de Bacterias aerobias, hongos y levaduras para el Factor A (Concentracién: 200
ppm, 100 ppm, 50 ppm) y mediante las pruebas de Tukey (p>0,05) se determiné

lo siguiente:

Para el dia O en el recuento de bacterias aerobias se observo un alta
cantidad de colonias de 9,90E+08 UFC/mL, en el tratamiento aplicado al suero
lacteo con el bioconservante a una concentracion de 50 ppm y considerando las
norma NTE INEN 2594 (2011) para el suero de leche liquido en la que se
establece un indice maximo permisible de bacterias aerobias de 1,0E+05
podemos decir que sobrepasa los valores permitidos. Por lo tanto, Diaz et
al.(2017) , establece que un recuento elevado puede significar la posibilidad de
gue existan patdgenos, pues estos son mesdfilos, ademas de una excesiva

contaminacion de la materia prima y la inmediata alteracién del producto.

Para el recuento de hongos y levaduras no hubo diferencia significativa
entre las concentraciones de nisina aplicadas al suero lacteo obteniendo un
valor de UFC/mL de 8,4E+10y 8,5E+10 para las concentraciones de nisina de
100 ppm y 200 ppm, y en la concentracion de nisina de 50 ppm se obtuvo una
UFC/mL de 1,2 E+11 y que segun Jama (2017) estos valores no se ajustan a
los establecidos por la norma de Cuba NC585 , ya que indica que el limite
méximo de existencia de microorganismos es 2E+02 UFC/mL, se usa esta
norma debido a que en Ecuador no hay especificaciones sobre hongos en

lactosuero.
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Con respecto al dia 7 de recuento de bacterias aerobias se obtuvo una
menor cantidad con 2,04E+07 UFC/mL en el tratamiento aplicado a una
concentracion de nisina de 100 ppm, que comparado con las existentes en el dia
0 a esta misma concentracién de nisina se observa que el recuento de colonias
disminuyd, sin embargo, tampoco cumple con el rango establecido por la norma
para identificar un nivel aceptable de calidad del suero lacteo. Esto segun, Cano-
Serna, Gémez-Marin, Oviedo-Gallego, & Rios-osorio (2015) puede deberse a
gue la nisina exhibe una actividad altamente antibacteriana hacia una amplia
gama de bacterias Gram positivas, en las que incluyen bacterias formadoras de

esporas y otras bacterias patdgenas.

En el recuento de hongos y levaduras se obtuvo que a una concentracion
de nisina de 100 ppm hubo un recuento mayor con 4,17E+08 UFC/mL, y en
comparacion con la misma concentracién 100 ppm en el dia 0, se encontré que
hubo un descenso del mismo. Y segin Ramirez (2010) esto pudo haberse

causado por el poder de conservacion de la nisina.

Temperatura (Factor B)

Con respecto al pH

En el dia 0 se obtuvo que el mayor valor de pH fue a temperatura de
refrigeracion con 5,71 y el menor valor de pH a temperatura ambiente con 5,61
valores que no se ajustan a los parametros requeridos por la NTE INEN
2594:2011 de suero de leche liquido el cual establece como valores minimos un
pH de 6,8 y maximo de 6,4 en suero de leche dulce. De la Cruz Gonzélez et al.
(2018) obtuvieron que un 15% de las muestras de lactosuero analizadas
tampoco cumplieron con los valores permitidos por la norma esto debido

posiblemente al pH inicial de la leche, capacidad de transformacion a acido



152

lactico de la lactosa en el transcurso del tiempo, sefialando ademas, que los
componentes del suero dependeran de la calidad composicional de la leche

original y del tipo de tecnologia que se use en su proceso.

En el dia 1 Ramirez (2010), mostré un valor mayor de pH a temperatura
de refrigeracion con 6,48 y un valor menor de 6,44 a temperatura ambiente,
valores mas altos frente a los obtenidos donde el pH més alto corresponde al de
temperatura de refrigeracién con 5,80 y el menor valor que corresponde a
temperatura ambiente con 4,65. Por lo que establece que la temperatura
ambiente contribuye a la disminucién del pH con el criterio de lo “mayor es
mejor”, es decir que el valor mas alto de pH es mejor determinando de este

modo que el pH es inversamente proporcional a la temperatura.

Para el dia 2 (Vinicio, 2010) encontr6 que el mayor valor de pH fue a
temperatura de refrigeracion con 5.65 y el menor valor de pH a temperatura
ambiente con 5.62 valores que se asemejan al mayor valor de pH a temperatura
de refrigeracion con 5.79; mientras que a temperatura ambiente el pH fue menor
con 4,18. Esto segun lo establece Ramirez, (2010) que a temperatura ambiente
el pH disminuye, siendo esta una temperatura idénea para el desarrollo de los
microorganismos generandose asi grandes cantidades de acido lactico que

emiten al realizar su metabolismo.

Para el dia 3 se obtuvo que a temperatura de refrigeracion el pH fue
mayor con 5,56 y a temperatura ambiente el pH fue menor con 4,12 datos
similares a los obtenidos por Vinicio, (2010) con un pH mayor de 5,62 a
temperatura de refrigeracion y un pH menor de 5,22 a temperatura ambiente.
Gharsallaoui et al.(2016) establece que la actividad de la nisina es muy estable a

temperaturas bajas, pero esta actividad se puede perder cuando el péptido se
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somete a temperaturas altas por mucho tiempo. Ademas, la termoestabilidad de
la nisina esté relacionada en gran medida con el pH, es decir a menor valor de

pH la estabilidad térmica de la nisina aumenta.

En el dia 4 el mayor valor de pH fue de 5,69 a temperatura de
refrigeracion y el menor valor de pH con 4.00 a temperatura ambiente, valores
similares a los obtenidos por Vinicio (2010) con un pH alto de 5,25 a temperatura
de refrigeracion y 3,99 a temperatura ambiente. Cano-Serna, Gédmez-Marin,
Oviedo-Gallego, & Rios-osorio (2015) establecen que la nisina es estable a un
pH acido teniendo su maxima solubilidad y estabilidad a un pH 2 siendo
irreversiblemente estable aun pH de 7.0; su solubilidad aumenta al incrementar

la temperatura y disminuir el pH.

En cuanto al dia 7 el pH mayor fue dado a una temperatura de
refrigeracion con 5.69 y el menor valor de pH a una temperatura ambiente con
un valor de 3.98 siendo este Ultimo un valor similar al obtenido por Vinicio (2010)
con 3.57 dado a temperatura ambiente y un pH mayor de 4.0 dado a
temperatura de refrigeracién. Por lo tanto, los resultados para este dia no se
ajustan a los parametros requeridos por (NTE INEN 2594, 2011) en ninguno de

los casos.

Con respecto ala acidez

En el dia 0 se obtuvo que el valor mayor de acidez lo atribuia la
temperatura ambiente 0,24% mientras que la temperatura de refrigeracion
reflejaba el menor porcentaje 0,22%. Los valores de acidez obtenidos en este
dia ajustados a la temperatura indica que poseen valores similares entre los

niveles a los reportados por (Ramirez, 2010) debido a que se trata del primer dia
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de experimentacion donde las condiciones aun no influyen en el proceso de

estudio.

En el dia 1 la temperatura ambiente tuvo un incremento brusco con un
valor de 0,45% mientras que la temperatura de refrigeracion indicaba un menor
porcentaje (0,23%) situacién que coincide con lo reportado por (Ramirez, 2010)
gue obtuvo un valor menor en acidez a temperatura de refrigeracion. De acuerdo
a lo reportado por (Ramirez, 2010) la temperatura es un factor determinante en

el ascenso de la acidez del suero.

En el dia 2 la temperatura ambiente tuvo un porcentaje de 0,56% en
tanto que la temperatura de refrigeracion indicaba un valor menor de 0,25%
situacion similar a la reportada por (Ramirez, 2010) donde el menor ascenso de

acidez se lo adquiere a la temperatura de refrigeracion.

En el dia 3, la temperatura ambiente tuvo un porcentaje de 0,59% en
tanto que la temperatura de refrigeracion indicé un valor menor de 0,23% lo que
segun (Ramirez, 2010) la temperatura de refrigeracion es la mas adecuada
porque no permite experimentar cambios drasticos en los niveles de acidez al
transcurso de los dias pues en dicho estudio también se reporta una situacion

similar en cuanto a los cambios de acidez en el transcurso de los dias.

En el dia 4, la temperatura ambiente increment6 a un porcentaje de
0,69% en comparacion con la temperatura de refrigeracion que reflejé un valor

de 0,26% situacion que se contrasta con lo reportado por (Ramirez, 2010).

En el dia 7, la temperatura ambiente increment6 a un porcentaje de

0,78% en tanto que la temperatura de refrigeracién que reflejo un valor de 0,25%
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en donde también se evidencia un incremento brusco en el factor temperatura

ambiente, situacion similar experimentada por (Ramirez, 2010).

En el estudio de las distintas concentraciones de nisina aplicado en el
suero lacteo y la evaluacion de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/mL
de Bacterias aerobias, hongos y levaduras para el Factor B (Temperatura:
ambiente y refrigeracion) y mediante las pruebas de Tukey (p>0,05) se

determind lo siguiente:

En el dia 0 de recuento de bacterias aerobias se obtuvo un valor alto en
el tratamiento aplicado a temperatura ambiente con un valor de 1,00E+09
UFC/mL y un valor méas bajo de 8,11E+08 UFC/mL, los cuales no se encuentra
dentro del rango permitido por la norma NTE INEN 2594 (2011). Y comparando
con los datos mostrados por Enrique, Becerra-jim, & Borr (2018) se encontré que
obtuvo un valor de 11E+15 UFC/mL microorganismos aerobios el cual tampoco
cumplié con los parametros microbioldgicos del Colombia, el cual explica que un
recuento alto de UFC de estos parametros en un subproducto indica que
probablemente sea causado por el tipo de conservacion y temperatura lo que

permite el desarrollo de microorganismos.

Respecto al dia 7 se obtuvo un recuento alto de bacterias aerobias de
4,50E+07 UFC/mL del tratamiento realizado a temperatura ambiente mientras
gue el valor mas bajo es de 2,01E+07 UFC/mL con tratamiento a temperatura de
refrigeracion, y comparado con los datos obtenidos en el dia 0 con los mismos
tratamientos se nota un descenso en el crecimiento de las bacterias aerobias. Y
segun Vinicio (2010) el agregado de nisina produce un efecto inhibitorio sobre

las bacterias presentes en las muestras tratadas con diferentes concentraciones
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y en temperaturas de refrigeracion el efecto de la nisina se refuerza con la

utilizacion de bajas temperaturas.

Para el dia 0 en el recuento de hongos y levaduras se encontr6 que el
valor mas alto fue de 1,6E+11UFC/mL del tratamiento a temperatura ambiente y
el tratamiento mas bajo fue de 3,4E+10 UFC/mL del tratamiento a temperatura
de refrigeracion, sin embargo, ninguno de estos datos se apega a lo que estable
la norma INEN para suero de leche. Ademas, comparando con los resultados
obtenidos al dia 7 se obtuvo un descenso en el crecimiento de los mismos
siendo los valores més altos los obtenidos del tratamiento a temperatura
ambiente con 1,4E+09 UFC/mL y el valor mas bajo el obtenido por los
tratamientos aplicados a temperatura de refrigeracién con 2,4E+08 UFC/mL.
Segun Vinicio (2010) establece, que la influencia de la temperatura sobre el
crecimiento de los microorganismo es en realidad una medida de la influencia de
la temperatura sobre las actividades enzimaticas de la célula. Por lo tanto,
cuando desciende la temperatura disminuye la actividad enzimatica y en
consecuencia el crecimiento de los microorganismos. Por otro lado Cano-Serna
et al. (2015) explica que el efecto antimicrobiano de la nisina es mas efectivo
cuando se lo aplica de forma libre, a pesar de que una temperatura de
refrigeracion representa un factor determinante para evitar la proliferacion de

microorganismos patdgenos.

Factor C (Procedencia)

Con respecto al pH
Con respecto al dia 0 se obtuvo que el pH mas alto fue con la
elaboracion tradicional con 6. 34 valor algo similar al reportado por Montesdeoca

(2020) con un pH de 6,71 datos que se ajustan a lo que establece la norma sin
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embargo, el menor valor con el pH obtenido por elaboracién artesanal con 4.9,
present6 un valor por debajo a lo establecido por la norma, al igual que el
reportado por Paredes et al. (2014) con un promedio de 5,75 afirmando en este
caso que la composicion fisico quimica del suero pudo verse afectada por
factores como el proceso de manufactura, la calidad inicial de la leche y el tipo

de almacenamiento que se le da al suero.

En el dia 1 el mayor valor de pH fue de 5,65 de suero obtenido por
elaboracion tradicional, valor mas bajo que el reportado por Montesdeoca (2020)
el cual establece que el suero al ser obtenido de un queso elaborado con leche
pasteurizada cumple con los parametros que establece la norma técnica
ecuatoriana INEN 0009 garantizandose asi una materia prima de calidad y el
menor valor fue de 4,80 de suero obtenido de forma artesanal valor menor al
obtenido en el estudio de Enrique et al. (2018) con un promedio de 5,7
afirmando que es un pH caracteristico de sueros obtenidos de la coagulacién
enzimatica de la leche, obedeciendo seguramente a que dicho suero proviene

de un queso elaborado con leche cruda.

Con respecto al dia 2 se obtuvo que el valor mas alto de pH correspondi6
al suero de procedencia tradicional con 5.35 valor similar al reportado por
Paredes et al. (2014) el cual obtuvo un valor de pH de 5,45 de un suero
procedente de leche pasteurizada. Sin embargo, el pH de suero procedente de
leche cruda no obtuvo un valor similar siendo este de 6.04 con el de menor valor

obtenido en este estudio el cual fue de 4,62 con procedencia artesanal.

En el dia 3 el mayor valor de pH fue el de procedencia tradicional con
5,11 y el menor valor de pH fue el de procedencia artesanal con 4,58. Los

resultados obtenidos demuestran un claro descenso del pH en relacién al dia 0
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condiciones muy similares a las reportadas por Alfaro & Chang (2017) los cuales
afirman que este descenso mejora la accion de la nisina al alejarse del valor de

pH 7.

Con respecto al dia 4, Tafreshi & Mirdamadi (2015) reporto en su
estudio que obtuvo una reduccion de pH de 0,5 desde el dia 0 hasta el dia 4
con pH 6.80y 6.75 respectivamente en leche pasteurizada con 200 IU/mL de
nisina, valores que difieren de los resultados obtenidos con pH 5,22 de
procedencia tradicional y 4,47 de procedencia artesanal y en comparacién con el
dia 0 se tuvo una reduccion de pH de 1,12 en el suero con procedencia
tradicional y de pH 0,51 en el suero de procedencia artesanal. Esto, debido a
como menciona Alfaro & Chang (2017) el descenso del pH se disminuye a
través del tiempo debido a las bacterias acido lacticas (BAL) que producen &cido

lactico como metabolito de fermentacion a partir de lactosa.

En el dia 7 Alfaro & Chang ( 2017), establece que obtuvo un pH de 6,18
eneldia7y pHde 6,23 en el dia 0, existiendo una reduccién de pH de 0.06
desde el dia 0 hasta el dia 7, en leche pasteurizada con una concentracion de
200 IU/mL de nisina, valores que se diferencian de los obtenidos en este
estudio, con pH 5,15 de procedencia tradicional y pH 4,33 de procedencia
artesanal existiendo una reduccion obtenido en el suero de procedencia
tradicional con respecto al dia O de pH 1,19 y en el suero de procedencia

artesanal de pH 0,65.

Con respecto ala acidez
En el dia 0 el valor mas alto lo reporta la procedencia artesanal con
0,34% de acidez en tanto que la procedencia tradicional se reporta con un

porcentaje de 0,13%. El alto porcentaje de acidez de la procedencia artesanal no
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se encuentra dentro de los parametros de las normas NTE-INEN 2594:2011 esto
se presume que puede deberse al empleo y tipo de cultivo lactico y si existio o
no la accién de las bacterias acido lacticas durante el proceso de elaboracion y
antes de la separacion del suero, asi como también el tipo de cuajo aplicado
durante la elaboracion del queso de acuerdo a los resultados que también
reporta (Paredes et al., 2014). Otra consideracién es que pudo haber influido la
forma de almacenamiento del suero obtenido (Paredes et al., 2014). Por otro
lado, el factor procedencia tradicional se encontrd dentro de los parametros
establecidos por la norma INEN empleada asimilandose a lo reportado por
(Gorostidi, 2014) cuyas caracteristicas del lactosuero analizado en dicho estudio

son similares al de esta investigacion.

En el dia 1 el valor de la acidez en cuanto a la procedencia artesanal se
increment6 a 0,45% en tanto que la procedencia tradicional reporté un ascenso

a 0,23%.

En el dia 2 ambos valores obtenidos se incrementaron teniendo asi en la
procedencia artesanal un valor de 0,49% en tanto que la procedencia tradicional

un valor de 0,32%.

En el dia 3 también existié un incremento en la acidez. Es asi que en la
procedencia artesanal se tuvo un valor de 0,49% en tanto que la procedencia

tradicional un valor de 0,34%.

En el dia 4 ambos niveles tuvieron un incremento en su acidez, de tal
manera que en la procedencia artesanal se tuvo un valor de 0,57% en tanto que

la procedencia tradicional un valor de 0,38%.
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En el dia 7 ambos niveles tuvieron un incremento en el valor de la acidez
tal como se venia presentando en los dias anteriores de tal forma que se obtuvo
un valor de 0,36% para la procedencia tradicional y un valor de 0,66 para la

procedencia artesanal.

El incremento de la acidez titulable conforme pasan los dias se debe al
metabolismo de los microorganismos sobre el suero lacteo que transforman la
lactosa en acido lactico, por lo tanto, a mas produccién de acido lactico, mayor
cantidad de microorganismos (Zavala, 2005). Por otro lado, también nos indica
la efectividad de la pasteurizacion, asi como de la actividad que ejercen las
bacterias en el lactosuero (Zavala, 2005) es asi que es por ello que la
procedencia tradicional la misma que involucra un proceso de pasteurizacion
desde el dia 0 presenta una acidez considerable dentro de los rangos permitidos
por la norma INEN en comparacion con la procedencia artesanal que no incluye
un proceso de pasteurizacion y que refleja valores mas altos en cuanto a su

acidez.

Con respecto a UFC

En el estudio de las distintas concentraciones de nisina aplicado en el
suero lacteo y la evaluacion de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/mL
de Bacterias aerobias, hongos y levaduras para el Factor C (Procedencia:
tradicional y artesanal) y mediante las pruebas de Tukey (p>0,05) se determind

lo siguiente:

En el dia 0 de recuento de bacterias aerobias se obtuvo que el valor mas

alto de colonias con 1,52E+09 UFC/mL fue dado en el suero de leche de



161

procedencia artesanal, mientras que el valor mas bajo de colonias se encontré
en el suero de leche de procedencia tradicional con un valor de 2,97E+08. Y
Segun Gharsallaoui, Oulahal, Joly, & Degraeve (2016) la combinacioén de la
nisina con tratamientos térmicos podria una forma eficaz de aumentar la vida util
de los productos alimenticios debido a que ayudan a preservar las propiedades

organolépticas y sensoriales de los alimentos.

En el recuento de hongos y levaduras se obtuvo que el valor mas alto lo
presento el suero de leche de procedencia artesanal con 1,1E+11 UFC/mLy el
valor mas bajo de colonias lo present6 el suero de leche de procedencia
tradicional con 8,1E+10. Valores altos comparados con los reportados por
Enrique et al. (2018) con 38E+02 UFC/mL de levaduras procedentes de
lactosuero de procedencia tradicional, considerando ademas, que las muestras
evaluadas no cumplen con los parametros microbiolégicos del Ministerio de
Salud de Colombia y esto debido segun explica, probablemente sea por el

método de elaboracién empleado en el alimento o subproducto. La evaluacion

En el dia 7 se not6 una disminucion en el crecimiento de bacterias
aerobias tanto del suero de leche de procedencia tradicional como el de
procedencia artesanal con valores de 4,31E+07 UFC/mL y 2,20E+07 UFC/mL
respectivamente. Enrique et al. (2018) afirma que el desarrollo de los
microorganismos esta influenciado por las condiciones del tiempo, temperatura,
condiciones ambientales inadecuadas, elaboracion del subproducto entre otros,
esto debido a que la elaboracion de los quesos carecen de procesos de

pasteurizacion.

Para el recuento de hongos y levaduras se obtuvo que el valor mas alto

lo presento el suero de leche de procedencia tradicional con 9,9+08 UFC/mL y el
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valor mas bajo lo presento el suero de leche de procedencia artesanal con
6,4E+08 UFC/mL evidenciando que hubo una disminucion en el recuento de los
mismos comparados con los del dia 0. Gharsallaoui et al. (2016) explica que la
adicion de la nisina a la leche antes de la esterilizacion aumenta la vida util con o
sin refrigeracion, por lo que la actividad de la nisina en combinacion con el

tratamiento térmico inhibe el crecimiento de los microorganismos.

Interaccion entre el Factor A (Concentracion) y Factor B (Temperatura).

Con respecto al pH
En el estudio de las distintas concentraciones de nisina aplicadas a suero
lacteo y la evaluacion de la variable pH en la interaccién (AxB) de acuerdo a la

prueba de significancia Tukey (P>0.05) se determiné lo siguiente:

En el dia 0 se evidencio que el valor mas alto de pH fue en la interaccion
entre la concentracion de nisina de 200 ppm y temperatura de refrigeracién con
5,76 y el menor valor de pH fue de 5,57 existente en la interaccién entre la
concentracion de nisina de 100 ppm y temperatura ambiente. Datos que no
cumplen con los pardmetros establecidos para pH del suero de leche liquido
establecido por la NTE INEN 2594 (2011). Por lo que segun Negri (2005) este
incumplimiento pudo haberse dado por que el pH es altamente dependiente de
la temperatura y las variaciones de temperatura causan muchos cambios en el

sistema buffer de la leche.

Respecto al dia 1 el mayor valor de pH fue de la interaccion
concentracion de nisina de 50 ppm y temperatura de refrigeracion con 5.82 .y el
menor valor de pH obtenido fue entre la interacciéon concentracion de nisina de
100 ppm a temperatura ambiente con 4,51. Datos que contrastan a los

establecidos por Ramirez (2010) siendo estos mayores, el cual evidencio que en
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el dia 1 obtuvo un valor alto de pH en la interaccion entre concentracion de
nisina a 250 ppm y temperatura de refrigeracion con pH de 6.54, asi como el
menor valor de pH entre la interaccion de concentracion de nisina a 250 ppm y

temperatura ambiente con 6,41.

Para el dia 2 se observd que los tratamientos a temperatura ambiente
tendieron a disminuir el pH mas rdpidamente teniendo que el mayor valor de pH
fue dado entre la interaccidén concentracion de nisina a 100 ppm y temperatura
de refrigeracion con 5.84 y el menor valor de pH se encontré en la interaccién
entre la concentracién de nisina de 100 ppm y la temperatura ambiente con un
pH de 4.16. Posiblemente esto sucede por lo que segun Cano-Serna et al.(2015)
la nisina al ser acida por naturaleza es estable a un pH acido siendo més soluble
a pH de 2.0 e irreversiblemente estable a un pH de 7.0; Por lo tanto, su

solubilidad aumenta al incrementar la temperatura y disminuir el pH.

Para el dia 3 se obtuvo que el mayor valor de pH lo presenté la
interaccion comprendida entre la concentracion de nisina a 200 ppm y
temperatura de refrigeracién con pH de 5.61 y el menor valor de pH se observé
en la interaccion concentracion de nisina 100 ppm y temperatura ambiente con
pH de 4.09. Asi mismo (Ramirez, 2010) en su estudio determiné que el valor
mas alto de pH lo obtuvo de la interaccion entre la concentracion de 250 ppm y
temperatura de refrigeracion con pH de 6.41 y el menor valor fue dado en la
interaccion entre concentracion a 250 ppm y temperatura ambiente con pH de
6.14. Por lo que Vinicio (2010) establece que en los resultados de pH con
tratamientos en refrigeracion la accion de la nisina es mas eficiente , ya que la
caida del pH que se da a lo largo de los dias, luego tiende a estabilizarse y de

este modo se prolonga la conservacion del suero por la inhibiciéon de bacterias
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propias y extrafias del suero. En cambio, en los tratamientos a temperatura
ambiente tienden a bajar su pH de forma rapida y de este modo se puede

observar el efecto de la nisina sobre la estabilidad del pH en las muestras.

Con respecto al dia 4 el valor mas alto fue en la interaccién entre la
concentracion de nisina a 100 ppm y temperatura de refrigeraciéon con un pH de
5,78 y el menor valor entre la interaccion de concentracion de 100 ppm y 200
ppm a temperatura ambiente con pH de 3,99. Por lo que se puede evidenciar
gue los datos de pH no se encuentran dentro de los rangos aceptables
mostrando que el suero se encuentra demasiado &acido tal como lo establece
Ramirez (2010) en el que obtuvo que a un pH minimo de 5.04 con la interaccién
de concentracion de nisina de 50 ppm y temperatura ambiente, valor que
tampoco se apega al rango establecido por (NTE INEN 2594, 2011). Y Esto
debido a que segun Vinicio (2010) la combinacién de las concentraciones mas
altas de nisina y temperaturas bajas, ayudan de manera efectiva en la
conservacion del suero, pero mostrando de cierta forma un sobrenadado por la

inestabilidad de la proteina a pH bajo.

Con respecto al dia 7 se pudo evidenciar un descenso de pH lento en
relacion con el dia 4 obteniendo de este modo el mayor valor de pH de 5,56
proveniente de la interaccion entre la concentracion de nisina de 100 ppmy la
temperatura de refrigeracion, y un menor valor de pH de 3,94 proveniente de la
interaccion entre las concentraciones de nisina de 100 y 200 ppm y temperatura
ambiente, valores que con el pasar del tiempo formaron un suero méas &cido. Sin
embargo Vinicio (2010) determina que en el Gltimo dia del andlisis los
tratamientos a temperatura ambiente el efecto de inhibicion de la nisina no tuvo

resultados favorables en la conservacion del suero debido a que obtuvo un
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promedio de pH de 3.5 y en aquellos tratamientos donde se aplicaron altas
concentraciones de nisina a temperatura de refrigeracion en cambio el suero se
conservo de manera eficaz debido a que el pH no disminuye a valores inferiores

de 4.

Con respecto ala acidez

En el dia 0 la concentracion de 100 ppm y temperatura de refrigeracion
refleja un menor valor de acidez con un porcentaje de 0,21% en tanto que el
mayor valor se lo atribuye a 200 ppm y temperatura ambiente. De acuerdo a los
valores obtenidos en cuanto a las interacciones de concentraciones de nisina y
temperatura ambiente y refrigeracion se evidencian que en este dia no existe un
efecto evidenciable de dichos factores por tratarse del primer dia de

experimentacion (Ramirez, 2010).

En el dia 1 las concentraciones de 50, 100 y 200 ppm a una temperatura
de refrigeracion reflejan un incremento en la acidez considerable que va de
0,20% a 0,25% comparado con los tratamientos a temperatura ambiente cuyo
incremento de acidez entre el dia 0 y 1 resulté ser mucho mayor, situacion que

se contrasta a lo reportado por (Ramirez, 2010).

En el dia 2 las concentraciones de 50, 100 y 200 ppm a temperatura de
refrigeracion reflejaron una acidez de 0,24-0,25% comparado con todas las
interacciones de concentracion y temperatura ambiente cuyos valores
incrementaron bruscamente a un rango de 0,52 a 0,59%, aspecto que se

presenta de forma similar en el estudio desarrollado por (Ramirez, 2010).

En el dia 3 las concentraciones de 50,100 y 200 ppm a temperatura de

refrigeracion reflejaron una acidez de 0,23% en comparacion con las
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concentraciones de 50,100 y 200 ppm a temperatura ambiente que tuvieron un
incremento de 0,58-0,60% de acidez. Los valores de acidez con porcentaje mas
alto los presentaron aquellos tratamientos a temperatura ambiente tal como lo

reporta (Ramirez, 2010).

En el dia 4 todas las concentraciones a una temperatura de refrigeracion
mantuvieron un incremento gradual a una acidez de 0,26%. Por otro lado, la
combinacién de todas las concentraciones analizadas frente a una temperatura
ambiente refleja un aumento brusco de acidez, aspecto similar al que lo reporta

(Ramirez, 2010).

En el dia 7 las concentraciones de 50,100 y 200 ppm con una
temperatura de refrigeracion tuvieron una acidez de 0,24-0,26% en tanto que la
combinacién de todas las concentraciones evaluadas frente a una temperatura
ambiente alcanzaron a tener una acidez muy alta que lleg6 a los 0,80%
indicando asi que la nisina a esa temperatura no actta de forma eficiente en la

conservacion del lactosuero (Ramirez, 2010).

Interaccion entre el Factor A (Concentracion) y Factor C (Procedencia)

Con respecto a pH

Para el dia O, la interaccion entre la concentracion de nisina 100 y 200
ppm y la procedencia tradicional se obtuvo que el valor més alto de pH fue de
6.36 y segun a Alava Viteri, Gomez de lllera, & Maya Pantoja (2014) los valores
de pH en suero mayores a 6.0 son caracteristicos de sueros dulces obtenidos
por coagulacion enzimética, ademas afirman que este valor es cercano a los de
le leche fresca (6.60) lo que obedece a que dicho suero fue de procedencia de
un queso fresco elaborado con leche pasteurizada. Por otro lado, el menor valor

de pH fue obtenido de la interaccién entre la concentracién de 100 ppmy
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procedencia artesanal (leche sin pasteurizar) con un pH de 4.91, valor que no se
encuentra dentro de los pardmetros que establece la normay que podria
deberse segun Paredes et al. (2014) al uso del tipo de cultivo l4ctico empleado
para la elaboracién del queso, asi como al método de almacenamiento del suero

posterior a su obtencion.

Para el dia 1 se obtuvo que el mayor valor de pH fue dado entre la
interaccion concentracion 50 ppm y procedencia tradicional con 5.76 el mismo
no se ajusta a los parametros establecidos por la norma. No obstante se debe
tomar en cuenta que segun Aly, Floury, Piot, Lortal, & Jeanson (2012) la
disminucion del pH mejora la eficacia de la nisina en medios liquidos. Por otro
lado, se obtuvo que el menor valor de pH fue dado en la interaccién entre la
concentracion de nisina de 100 ppm y procedencia artesanal con un pH de 4.80
y segun Enrique et al.(2018) este valor se acerca al pH (5.7) que es
caracteristico de sueros obtenidos de la coagulacion enziméatica de la leche, lo
gue obedece a que dicho suero es proveniente de quesos elaborados con leche

sin pasteurizar y un suero dulce es pobre en acido lactico.

Respecto al dia 2 se observé un gran descenso del pH en relacion al dia
1y se obtuvo que el valor mas elevado de pH fue de la interaccion entre la
concentracion de nisina de 50 ppm y procedencia tradicional con pH de 5.39,
resultado ligeramente bajo al reportado por Vinicio (2010) que mostré un valor
de 5.6 y que segun Gharsallaoui et al. (2016) la nisina tiene mayor estabilidad
bajo condiciones &cidas, ademas establece que la nisina puede ser usada con
otros tratamientos como la pasteurizacion para contrarrestar con éxito las

esporas resistentes al calor de bacterias termdfilas acidas. En cambio, el menor
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valor de pH fue obtenido en la interaccion entre la concentracion de nisina de 50

ppm y procedencia artesanal con pH 4.55

Para el dia 3 se pudo notar un ligero descenso del pH en relacion con el
dia 2, y que segun Vinicio (2010) fue causado por la eficiencia de accion de la
nisina a lo largo de los dias la cual tiende a estabilizarse y de este modo
prolonga la conservacion del suero inhibiendo bacterias propias y extrafas. Asi
se obtuvo que el maximo valor de pH fue dado en la interaccion entre la
concentracion de nisina 50 ppm y 200 ppm y la procedencia tradicional con pH
de 5.12 cada una y un valor minimo dado en la interaccion entre la
concentracion de nisina de 50 ppm y procedencia artesanal con pH de 4.51 valor
considerado muy bajo. Por lo tanto, todos los valores de pH obtenidos en este
dia de estudio estuvieron fuera del rango establecido por la norma INEN para

suero de leche.

Para el dia 4 se obtuvo un valor maximo de pH entre la interacciéon de
concentracion de nisina a 50 ppm y procedencia tradicional con pH de 5.24.
Ramirez (2010) explica segun fuentes bibliograficas que el valor minimo de pH
para suero dulce de leche debe ser de 5.8 por lo que el valor obtenido es mucho
menor que este. Por otro lado, el valor minimo de pH fue dado en la interaccién
entre la concentracion de nisina de 50 ppm y procedencia artesanal con pH de
4.36 valor menor al reportado por Ramirez (2010) siendo este obtenido con la

misma concentracion de nisina (50 ppm).

Para el dia 7 los resultados encontrados con la interaccion de
procedencia artesanal el efecto inhibitorio de la nisina no tuvieron resultados
favorables en la conservacién del suero debido a que estos son muy bajos y no

se encuentran dentro de los parametros establecido por NTE INEN 2594 (2011).
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Paredes et al. (2014) establece que esto pudo haberse debido por el tipo de
cultivo lactico empleado en la elaboracion del queso, y la préactica de
pasteurizacién que en el caso de procedencia artesanal no fue realizado, por lo
tanto, era evidente que el valor de pH se encuentre fuera de los limites indicados
lo que sugiere que los sueros no fueron almacenados ni manejados de la
manera adecuada. Lo mismo ocurrid con los resultados obtenidos de las
interacciones entre la concentracién de nisina y la procedencia tradicional donde
el maximo valor de pH fue el obtenido de la interaccién entre la concentracion de

nisina a 50 ppm y la procedencia tradicional con pH de 5.17.

Con respecto a acidez

En el dia 0 se observo que las concentraciones de 50 ppm, 100 ppm y
200 ppm con la procedencia tradicional apuntaban valores cercanos a 0,13% de
acidez tomando en cuenta que de acuerdo a la norma NTE INEN 2594:2011
indica que esta dentro de los parametros en cuanto a suero de leche dulce. Por
otro lado, las interacciones de todas las concentraciones evaluadas y la
procedencia artesanal indican un valor de 0,34% de acidez lo que corresponde a
un valor alto tomando como referencia la norma NTE INEN 2594:2011 por

aspectos mencionados anteriormente.

En el dia 1 se evidenci6 que la interaccion 50 ppm y procedencia
tradicional obtuvo un valor menor en su acidez 0,20% y el valor mas alto lo
atribuyeron todas las interacciones analizadas con procedencia artesanal
indicando asi que el porcentaje de acidez a partir del dia 1 varia de acuerdo al

tratamiento aplicado.
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En el dia 2 la interaccion 50 ppm y procedencia tradicional indicaron un
menor porcentaje de acidez (0,27%) en tanto que las interacciones de 50,100 y

200 ppm y procedencia artesanal reflejaron los mayores valores en la acidez.

En el dia 3 se percibi6 la misma situacion, la concentracion de 50 ppmy
procedencia tradicional indic6 un valor menor de acidez (0,30%) y todas las
concentraciones con procedencia artesanal reflejan valores méas altos en cuanto

a su acidez (0,47-0,51%).

En el dia 4 todas las concentraciones estudiadas con la procedencia
tradicional indican valores menores de acidez (0,35-0,40%) comparado con las

interacciones de 50 ppm, 100 ppm y 200 ppm con procedencia artesanal.

En el dia 7 se present6 la misma situacion donde las concentraciones de
50, 100 y 200 ppm con procedencia tradicional presentaron valores menores de
acidez (0,34-0,39%) comparados con las interacciones de 50, 100 y 200 ppm

cuyos valores de acidez oscilaron entre 0,63-0,68%.

Interaccion entre el Factor B (Temperatura) y Factor C (Procedencia)

Con respecto a pH
De acuerdo a la prueba de significancia Tukey (P>0.05) realizada para la

evaluacion de la variable pH en la interaccion (BxC) se determind lo siguiente:

Para el dia 0, la interaccion entre la concentracion temperatura ambiente
y procedencia tradicional obtuvo el valor mas alto de pH con 6.38 el cual no
cumple con el rango establecido por la norma NTE INEN 2594. Y segun Alava
Viteri et al. (2014) los valores de pH en suero mayores a 6.0 son caracteristicos
de suero dulce muy probablemente dicho suero proviene de queso freso

elaborado con leche pasteurizada.
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Para el dia 1 se obtuvo que el valor mas alto de pH fue con la interaccion
entre la temperatura de refrigeracion y la procedencia tradicional con pH de 6.43.
gue al ser comparados con los reportados por (Ramirez, 2010) se encuentran
dentro de rangos aceptables. Por otro lado, se obtuvo que el menor valor de pH
fue dado en la interaccion entre la temperatura ambiente y la procedencia
artesanal con un pH de 4.43, valor que no se ajusta al rango permitido, por lo
gue se puedo comprobar que la nisina fue poco efectiva en este tratamiento
debido a que segun Gharsallaoui et al.(2016) la actividad de la nisina es
altamente estable a bajas temperaturas y esta actividad puede perderse si el

péptido se calienta por tiempo alargado.

Para el dia 2 se obtuvo que en la interaccion entre la temperatura de
refrigeracion y la procedencia tradicional con pH de 6.46 cumple con los
pardmetros establecidos por la norma NTE INEN 2594 y comparandolos con los
obtenidos Ramirez (2010) son datos que se asemejan. Ademas, se obtuvo que
en la interacciéon entre la temperatura ambiente y procedencia artesanal el pH
fue el mas bajo con 4.12 y segun Chacoén Gurrola, Chavez Martinez, Renteria
Monterrubio, & Rodriguez Figueroa ( 2017) el descenso del pH pudo deberse a
la composicion del lactosuero ya que este depende de la etapa de lactancia,
especie, alimentacion, raza del animal, estacion del afio y principalmente las

técnicas de elaboracion del queso del cual proviene.

En cuanto al dia 3, se obtuvo que el valor méas alto de pH fue de 6.06
dado por la interaccion entre temperatura de refrigeracion y procedencia
artesanal, por lo que es un valor que ain se mantiene dentro de los rangos
aceptables de pH a pesar de que no cumplen por lo establecido por la norma

NTE INEN 2594; sin embargo, comparados con los datos reportados por
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Ramirez (2010) cuyo promedio de pH va de 6.14 a 6.41 en el dia 3 y tratados a
temperatura de refrigeracion, estos difieren levemente a los ya antes
mencionados. En cambio, se obtuvo que la interaccién entre de temperatura
ambiente y procedencia artesanal con pH de 4.08 present6 el valor mas bajo,
mismo que no cumple con los parametros establecidos por la norma. Debido
probablemente a que segin Gharsallaoui et al. (2016) hubo pérdida de
actividad de la nisina ya que las muestras fueron sometidas a temperatura

ambiente y la nisina es altamente estable a temperaturas bajas.

Respecto al dia 4 se obtuvo que el valor de pH que aun se mantiene
dentro de los parametros aceptables pero que esta fuera del rango establecido
por la norma, es el que presentod la interaccion entre la temperatura de
refrigeracion y la procedencia tradicional con pH de 6.39 y comparados con los
obtenidos De la Cruz Gonzélez et al. (2018) en el que un 15% de las muestras
gue se analizaron tuvieron valores por debajo de los permite la norma y esto
debido a que posiblemente el pH inicial de la leche a pesar de que Alava Viteri et
al. (2014) afirme que los valores de pH<6.0 son normales para este tipo de
lactosuero. Por otro lado, en la interaccion Temperatura ambiente y procedencia
artesanal se obtuvo un pH de 3.95. y segun Negri (2005) se obtuvo este valor
probablemente debido a que el pH es altamente dependiente de la temperatura,

donde el pH disminuye en promedio 0,01 unidades por cada C° que aumenta.

Para el dia 7 se obtuvo que la interaccion entre la temperatura de
refrigeracion y procedencia tradicional presento el valor méas alto de pH con 6.08
valor que esta dentro de la clasificacion mencionada por Parra Huertas (2009)
para lactosuero dulce, quien establece un rango de pH para este tipo de

lactosuero entre 5.6 y 6.6. En cambio, el valor mas bajo de pH se obtuvo de la
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interaccion entre la temperatura ambiente y procedencia artesanal con pH de
3.73 valor que no es considerado como aceptable, ademéas no cumple con la
norma; debido a que segun Gharsallaoui et al. (2016) la actividad de la nisina es
altamente estable a bajas temperaturas sobre todo durante el proceso de
refrigeracion. Y en este caso las muestras estuvieron bajo temperatura

ambiente.

Con respecto ala acidez

En el dia 0 las interacciones: temperatura de refrigeracion y procedencia
tradicional asi como temperatura ambiente procedencia tradicional obtuvieron
los mismos valores de acidez (0,13%) valores que se encuentran dentro de los
parametros establecidos por la norma NTE INEN 2594:2011 en tanto que las
interacciones de temperatura de refrigeracién y procedencia artesanal asi como
temperatura ambiente y procedencia artesanal obtuvieron valores de 0,32 y
0,35% respectivamente, valores que no se ajustan a lo establecido por la norma
NTE INEN 2594:2011 sin embargo se hizo la respectiva justificacion

anteriormente.

En el dia 1 se presentd la interaccion de temperatura de refrigeracion con
procedencia tradicional con el menor valor de acidez 0,15% en tanto que la
interaccion temperatura ambiente con procedencia artesanal tuvo un mayor

incremento en cuanto a su acidez (0,58%).

En el dia 2 la situacion en cuanto a la temperatura de refrigeracion con
procedencia tradicional siguié manteniendo un valor menor en cuanto a su
acidez 0,14% a diferencia de la temperatura ambiente con procedencia artesanal

teniendo un incremento mucho mas alto en cuanto a su acidez (0,63%).
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En el dia 3 la temperatura de refrigeracién y procedencia tradicional
indicé un valor de 0,13% a diferencia de la temperatura ambiente y procedencia

artesanal que obtuvo un incremento mayor (0,64%).

En el dia 4 la temperatura de refrigeracion y la procedencia tradicional
apunto un valor de 0,14% a diferencia de la temperatura ambiente y procedencia

artesanal 0,76% cuyo valor fue mucho mayor con respecto a los dias anteriores.

En el dia 7 la temperatura de refrigeracioén y procedencia tradicional
reflejaron un valor de 0,14% en comparacién con la temperatura ambiente y
procedencia artesanal que indicaban un valor mucho mas alto comparado con

las demas interacciones (0,97%).

Como bien se pudo notar, la temperatura de refrigeracién en los
tratamientos permitié que la acidez se incremente de forma gradual conforme
pasan los dias, a diferencia de los tratamientos que se mantuvieron en
conservacion a temperatura ambiente que tuvieron un incremento brusco en su
acidez conforme pasan los dias. Por otro lado, la procedencia del lacto suero

contribuy6 también a que los valores iniciales sean menores.

Interaccion A*B*C
Con respecto al pH

En el estudio de las distintas concentraciones de nisina aplicado a suero
de leche y evaluacion de la variable pH para la interaccién (AxBxC) y de acuerdo

a la prueba de significancia Tukey (P>0.05) se determino lo siguiente:

Las interacciones Concentracion de nisina 100 ppm-T. ambiente-P.
tradicional y Concentracion de nisina 200 ppm- T. ambiente- P. Tradicional para

el dia O presentaron un pH de 6,40 y con un 16,6% de las muestras cumplen
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con la norma NTE INEN 2594 (2011) . De la Cruz Gonzélez et al.(2018) afirman
gue el 85% de las muestras analizadas cumplieron con la norma para suero

liquido el cual present6 valores entre 6.8 y 6.4.

Con respecto al dia 1 que las interacciones de concentracion de nisina
50 ppm-T. refrigeracion - procedencia tradicional destaca en presentar
resultados satisfactorios que se encuentran dentro de los parametros que
establece NTE INEN 2594 (2011) con pH de 6.45. Alava Viteri, Gbmez de lllera,
& Maya Pantoja (2014) afirman que los valores de pH mayores a 6.0 son
caracteristicos de sueros dulces obtenidos por coagulacién enziméatica de la
leche. Ademas, el pH de las muestras de suero analizadas se asemeja al pH de
leche fresca posiblemente debido a que dicho suero proviene de queso fresco
elaborada con leche pasteurizada. Por otro lado Ramirez (2010) establece que
el pH es inversamente proporcional a la temperatura, ya que la temperatura

contribuye a disminuir el pH.

Respecto al dia 2 se obtuvo que el valor de pH 6.49 de la interaccion
concentracion de nisina 100 ppm-T.refrigeracién-procedencia tradicional destaco
por ser el valor de pH mas alto, mismo que se encuentra dentro del rango
establecido por la norma INEN NTE 2594. Un valor muy similar obtuvo Ramirez
(2010) con un pH de 6.44 en el dia 2 en la misma concentracion de nisina (100
ppm) y temperatura (refrigeracién) el cual establece que “lo mayor es mejor”, es
decir que interesa mas un valor promedio de pH alto. En cambio, Paredes et
al.(2014) afirman que la procedencia del suero influye mucho su conservacion ya
gue existen muchos factores que afectan la calidad del suero siendo estos el
proceso de manufactura, calidad inicial de la leche y tipo de almacenamiento.

Ademas, se debe tomar en cuenta los factores que influyen en la estabilidad y
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solubilidad de la nisina por lo que Gharsallaoui et al. (2016) establece que la

nisina es mas estable a bajas temperaturas.

Respecto al dia 3, el valor mas alto de pH con 6.11 fue el de la
interaccidn concentracion de nisina 200 ppm-temperatura de refrigeracion y
procedencia tradicional. Valor que continGia siendo aceptable para suero dulce
de leche segun Alava Viteri et al. (2014) ya que afirman que un pH>6.0 es
normal para este tipo de lactosuero; sin embargo, no cumple con los pardmetros
establecido por la normay segin De la Cruz Gonzélez et al.(2018) esto
posiblemente se deba al pH inicial de la leche, como la capacidad de la lactosa
para transformarse en acido lactico a medida que avanza el tiempo lo que pudo
originar la fermentacion de la lactosa por los microorganismos y de este modo

aumentar su acidez y disminuir su pH.

Para el dia 4 se obtuvo que en la interaccion entre concentracion de
nisina 100 ppm-temperatura de refrigeracion-procedencia tradicional present6 un
pH de 6.44 siendo este el que cumple con los rangos que establece la NTE
INEN 2594 (2011) por lo que para este dia se considera como el mejor
tratamiento aplicado al lactosuero, ya que comparando con los resultados
obtenidos por De la Cruz Gonzalez et al. (2018) con valores de 6.8 y 6.4 son
muy similares a pesar de que no se aplicd ningun conservante. Sin embargo,
Ramirez (2010) obtuvo un pH de 6.35 con una concentracion mas baja de nisina

(50 ppm) a temperatura ambiente.

Para el dia 7 se obtuvo un pH de 6.13 de la interaccion entre
concentracion de nisina 100 ppm-temperatura de refrigeracién-procedencia
tradicional valor que esta dentro de lo aceptable para este tipo de suero pero no

cumple con lo establecido por la norma segun De la Cruz Gonzalez et al.(2018),
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y con el transcurso los dias el pH tuvo descenso en relacion a los dias
anteriores, por lo que Cano-Serna et al. (2015) sugiere que la nisina pierde
efectividad, por la interaccién con glébulos de la grasa y proteinas presentes en
el alimento, pH y temperatura de almacenamiento, puesto que la eficacia de la

nisina en productos lacteos, s6lo puede mantenerse por corto tiempo.

Con respecto ala acidez

En el dia 0 todas las interacciones que cuya procedencia fue tradicional
empezaron los valores mas bajos en cuanto a acidez (0,13%) encontrandose
dentro de los parametros que indican la norma NTE INEN 2594:2011 en tanto
gue la interaccién de 200 ppm, temperatura ambiente y procedencia artesanal
obtuvo el valor més alto en su acidez (0,36%). La variacion de acidez con
respecto a los tratamientos en este dia corresponde a la procedencia del
lactosuero por ser el primer dia de experimentacion de acuerdo a (Ramirez,
2010). Tomando en cuenta que la procedencia tradicional incluyé un proceso de
pasteurizacién en la elaboracién del queso aspecto que de acuerdo a (Paredes
et al., 2014) mantiene a la acidez en las normas adecuadas cuyo limite indica
gue no debe ser mayor al 0,16% en tanto que la procedencia artesanal por su
porcentaje de acidez mayor indica que los sueros no son almacenados ni

manejados de una forma adecuada (Paredes et al., 2014).

En el dia 1 se pudo evidenciar que las interacciones: 100 ppm*
temperatura de refrigeracion* procedencia tradicional, 50 ppm*temperatura de
refrigeracion*procedencia tradicional y 200 ppm*temperatura de
refrigeracion*procedencia tradicional, tuvieron un incremento gradual de la

acidez. Esto indica que por un lado, la nisina se va potencializando en la
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conservacion al haber sido aplicado en un medio de tipo liquido donde se va

distribuyendo de manera homogénea (Cano-Serna et al., 2015).

En el dia 2 se presentd una situacion similar, en donde las
concentraciones de 50, 100 y 200 ppm a una temperatura de refrigeracion y
procedencia tradicional mantienen niveles de acidez que se encuentran dentro
de la norma NTE INEN 2594:2011. Por otro lado, las concentraciones de 50, 100
y 200 ppm a una temperatura ambiente y de procedencia artesanal reflejaron

mayores valores en cuanto a su acidez (0,63%).

Para el dia 3 se observé que las concentraciones de 50, 100 y 200 ppm a
temperatura de refrigeracion y procedencia tradicional mantuvieron sus valores
de acidez dentro de rangos permitidos por la norma NTE INEN 2594:2011. Por
otro lado, la concentracién de 50 ppm a temperatura ambiente y procedencia
artesanal refleja un mayor incremento en su acidez comparado con los demas

tratamientos.

Para el dia 4 se observo que las concentraciones de 50, 100 y 200 ppm a
temperatura de refrigeracién y procedencia tradicional mantuvieron los valores
de acidez dentro del limite permitido por la norma NTE INEN 2594:2011,
ademas de ello se puede mencionar que los tratamientos de temperatura de
refrigeracion y procedencia artesanal tuvieron un comportamiento en cuanto a su
incremento gradual a comparacion de los tratamientos con temperatura
ambiente que reflejaron valores mucho mas altos en cuanto acidez, aspecto

similar reportado por (Vinicio, 2010) y (Ramirez, 2010).

En el dia 7 se volvié a reflejar que las concentraciones de 50, 100 y 200

ppm a temperatura de refrigeracion y procedencia tradicional mantuvieron los
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valores de acidez dentro de los pardmetros establecidos por la norma NTE INEN
2594:2011 en tanto que las concentraciones combinadas a una temperatura
ambiente y procedencia artesanal generaron valores mucho mas altos indicando
de acuerdo a (Vinicio, 2010) que se genero el efecto de inhibicidn de la nisina en
aquellos tratamientos sometidos a refrigeracion. Por otro lado, para la
generacién de cualquier producto a partir de lactosuero siempre es primordial
contar con un suero de caracteristicas dulces cuya acidez deberia encontrarse
en las normas establecidas de tal manera que procesos posteriores en los que
se emplee como materia prima se vea afectado de manera minima en la
variacion de la acidez como lo menciona (Montesdeoca Parraga & Piloso
Chéavez, 2020) por lo que los tratamientos de 50, 100 y 200 ppm a una
temperatura de refrigeracién con procedencia tradicional indican adecuados
valores en este estudio. En una investigacion que menciona (Cano-Serna et al.,
2015) determinan que la eficacia de la nisina es capaz de mantenerse en un
periodo de tiempo corto debido a que la bacteriocina aplicada puede interactuar
con las moléculas tanto de grasa como de sus proteinas asi también se
menciond que una temperatura de refrigeracion es un factor clave para evitar
gue se proliferen con mayor facilidad aquellos microorganismos patégenos y
tomando en cuenta que el incremento de la acidez a lo largo del tiempo puede
deberse al posible crecimiento de microrganismos como lo menciona (Rodriguez
& Playas, 2016). Por otro lado, la procedencia del lactosuero fue un factor
determinante en la acidez pues aquellos de procedencia tradicional a partir del
dia O indicaron valores que se encuentran dentro de las norma NTE INEN
2194:2011 tomando en cuenta que la leche empleada para la produccion de
gueso fue previamente pasteurizada y controlada en comparacion con los

tratamientos de procedencia tradicional que reflejaron valores mayores lo que de
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acuerdo a (Sangronis & Garcia, 2007) en su estudio determinaron que a partir
de la leche cruda empleada para la produccion de queso no se tuvo un proceso
adecuado en cuanto al control de su temperatura y el proceso de manufactura lo
gue pudo ocasionar un incremento notable en los valores de la acidez del

lactosuero.

Con respecto a UFC

En el estudio de las distintas concentraciones de nisina aplicado al suero
de leche y la evaluacion de las Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/mL de
bacterias aerobias, hongos y levaduras, para la interaccién (AxBxC) y de
acuerdo a la prueba de significancia de Tukey (p>0,05) se determindé lo

siguiente:

Para el dia 0, las interacciones concentracién de nisina de 100 ppm-T.
Refrigeracion-P. Tradicional mostraron los valores mas bajo de recuento de
colonias de bacterias aerobias con 1,5E+07. Jama (2017) menciona que las
empresas presentan poco crecimiento de los microorganismos es debido a que
poseen un manejo adecuado de los productos y subproductos lacteos. Y los
valores mas altos en el recuento de las colonias lo mostro la interaccion entre la
concentracion de nisina 200 ppm-T. Ambiente-P. Artesanal, concentracion de
nisina 50 ppm-T. Ambiente-P. Artesanal y concentracion de nisina 100 ppm-T.
Refrigeracion-P. Artesanal con 2,05E+09 UFC/mL. Jama(2017) explica que las
bacterias aerobias se pueden proliferar r@pidamente debido al tiempo que
transcurra en la transportacion del subproducto para llegar al tanque de
enfriamiento y la falta de aseo e higiene durante el proceso de produccion.
Ademas, cabe notar que estos datos no se ajustan a los que establece la norma

NTE INEN 2594 (2011).
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En cuanto al recuento de hongos y levaduras se obtuvo que en la
interaccion concentracion de nisina 100 ppm-T. Refrigeracion-P. Tradicional con
4,95E+09 UFC/mL present6 el valor mas bajo de recuento de colonias. Valor alto
comparado con el reportado por Jama, (2017) mismo que fue de 107E+05
UFC/mL, el cual establece que ninguno de estos valores se encuentran dentro
de la norma de Cuba NC585 ya que indica que el limite maximo permitido es de
2E+02 UFC/mL. Por otro lado, el valor maximo de recuento de colonias lo
presentoé la interaccién concentracion de nisina 100 ppm-T. Ambiente-P.
Artesanal con 2,49E+11 UFC/mL. Segun Jama (2017) la contaminacién de
hongos es probable que sea debido a las malas condiciones higiénicas de

preparacion y conservacion del subproducto.

Para el dia 7 en el recuento de bacterias aerobias se encontré que el
valor mas bajo fue el de la interaccién concentracién de nisina 100 ppm-T.
Refrigeracion-P. Tradicional con 1,45E+07 UFC/mL, por lo que al comparar con
el valor obtenido en el mismo tratamiento en dia 0, se encuentra que existe
disminucion en la proliferacién de los microorganismos y esto debido a que
segun Gharsallaoui et al. (2016) la adicién de la nisina al producto lacteo permite
controlar la contaminacion microbiana ya que a una concentracion de 100
mg/Kg. inhibe por completo las esporas y la combinacién de la nisina con los
tratamientos térmicos resultan ser aun mas efectivos para la inhibicién de los

microrganismos.

En cuanto al recuento de poblacién microbiana de hongos y levaduras se
obtuvo que en la interaccion concentracion de nisina 50 ppm-T. Refrigeracion-P.
artesanal se encontro el valor més bajo con 3,5E+07 UFC/mL y al ser

comparado con el valor obtenido con el mismo tratamiento en dia 0 se identificd
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gue hubo una notable disminucién de proliferaciéon de los microorganismos.
Segun, Rodriguez Sauceda (2011) la mayoria de agentes antimicrobianos
usados en los alimentos solo inhiben el crecimiento de bacterias y hongos, mas
no eliminan su crecimiento, por lo que el subproducto en este caso el suero de
leche tiene una vida de anaquel restringida y es necesario que otros factores de

conservacién aumenten la vida media del producto.
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Capitulo VI
Conclusiones y recomendaciones
Conclusiones.

Factor A (Concentraciones)
De acuerdo a los pardmetros fisicoquimicos de pH, acidez y UFC en bacterias,
hongos y levaduras analizados se concluye que una concentracion de 100 ppm

es mas factible para la bioconservacion del suero lacteo.

Teniendo en cuenta que para el factor A (Concentracion) donde se encontraron
diferencias significativas las variables analizadas se acepta la hip6tesis alternativa
y se concluye que las distintas concentraciones de nisina aplicadas al suero de

leche influyen en los parametros de conservacion.

Factor B (Temperatura de conservacion)
Se concluye ademas que una temperatura de refrigeracion brinda

mejores resultados en cuanto a pH y acidez conforme pasan los dias.

De acuerdo a los resultados obtenidos para el factor B (Temperatura de
conservacion) donde se encontraron diferencias significativas en las variables
medidas se acepta la hip6tesis alternativa y se concluye que la temperatura
aplicada al suero de leche tratado con la bacteriocina nisina, influye en los

pardmetros de conservacion.

Factor C (Procedencia)

De acuerdo a los pardmetros fisicoquimicos evaluados en la procedencia
del suero en grasa, proteina, ceniza, pH, acidez y UFC, la procedencia
tradicional brindé mejores resultados aceptando asi la hipétesis alternativa y

concluyendo que el sistema de elaboracion del queso influye en las
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caracteristicas del suero y su comportamiento en la conservacion mediante la

aplicacion de la nisina.

Interaccion A*B*C

Se concluye que la interacciébn mas 6ptima fue 100 ppm*temperatura de
refrigeracion*tradicional que se destaca porque mantiene sus variables de pH y
acidez en rangos 6ptimos de acuerdo a las normas INEN NTE 2594 conforme
pasan los dias, asi como también un porcentaje mayor de inhibicion con
respecto a los dias 0 y 7 de la experimentacién evidenciando un menor

crecimiento de bacterias, hongos y levaduras.

Recomendaciones.

Para una mejor conservacion del suero de leche, se recomienda emplear
la concentracién de nisina de 100 ppm, pues mantiene a las muestras en
condiciones adecuadas en cuanto a su pH y acidez de tal manera que estos
pardmetros evaluados son claves para generar otros productos segun las
normas INEN vigentes para suero de leche, asi como para evitar la proliferacion

de microorganismos patdgenos como mecanismo de bioconservacion.

En cuanto a la conservacion del suero de leche, se recomienda emplear
una temperatura de refrigeracion debido a que tiene mejores resultados en
comparacion con la temperatura ambiente, pues reflej6 valores de pH y acidez
gue incrementaban gradualmente en comparacion con la temperatura ambiente
cuyos resultados incrementaban bruscamente conforme pasaban los dias. Por
otro lado, permite un mayor porcentaje de inhibicion de microorganismos

patégenos en el lactosuero.
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Con respecto a la procedencia del suero, se recomienda emplear suero
procedente de la elaboracién tradicional ya que en su produccion se emplea
condiciones asépticas y pardmetros controlados que garantizan el cumplimiento
de la norma NTE INEN 2594 en cuanto a porcentaje de proteina, grasa, ceniza,
pH y acidez y en cuanto a UFC de bacterias y hongos se asegura de que menos
patégenos se encuentren dentro de la muestra en comparacion con la
procedencia de elaboracion artesanal que al no contar con los suficientes
equipos e instrumentos para llevar a cabo un proceso controlado sus valores de
parametros fisicoquimicos difieren en base a la norma NTE INEN 2594 asi como

también existe riesgo de contar con mas agentes patégenos en la muestra.

Se recomienda a investigaciones futuras a probar lactosuero tratado con
nisina en la realizacion de subproductos de tal forma que se evalle el potencial

de este subproducto lacteo como materia primera.
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