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Resumen

Esta investigacion tuvo como objetivo, estudiar el efecto de distintas concentraciones de nisina
como bioconservante en vegetales de IV Gama, (minimamente procesados). El trabajo fue
llevado a cabo en el laboratorio de Bromatologia ubicado en la Universidad de Las Fuerzas
Armadas - ESPE extension Santo Domingo. Para esto, los vegetales de IV Gama evaluados
fueron apio, espinaca y zanahoria, desinfectados con acido citrico previamente a la aplicacion
nisina en diferentes concentraciones de: 0, 100, 200 y 300 ppm. EIl experimento se realiz6 bajo
un ANOVA con modelo D.B.C.A, de 12 tratamientos y tres repeticiones, conformando 36
unidades experimentales. Las variables evaluadas fueron fisicas-quimicas (pH, acidez,
humedad, ceniza y materia seca) y parametros microbiolégicos (UFC/ml en mohos y levaduras,
aerobios, enterobacterias, coliformes y Escherichia coli) para determinar la calidad final del
producto bajo el efecto del bioconservante. Los mejores resultados arrojaron los tratamientos:
Espinaca + 300 ppm, Zanahoria + 100 ppm y Apio + 100 ppm basado en andlisis de calidad,
posteriormente se realizd analisis microbiol6gicos, UFC en mohos y levaduras, aerobios,
enterobacterias, coliformes y Escherichia coli, una vez valorado microbiol6gicamente se llevé a
cabo los analisis fisico-quimicos como: variables de pH, acidez titulable, humedad y ceniza,

para determinar la calidad final del producto bajo el efecto de bioconservantes.

Palabras clave: nisina, alimento, analisis fisico-quimico, microbioldgico.
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Abstract

The objective of this research was to study the effect of different concentrations of nisin as a
biopreservative in IV range vegetables (minimally processed). The work was carried out in the
Bromatology laboratory located at the Universidad de Las Fuerzas Armadas - ESPE Santo
Domingo extension. The fresh-cut vegetables evaluated were celery, spinach and carrots,
disinfected with citric acid prior to the application of nisin at different concentrations of 0, 100,
200 and 300 ppm. The experiment was carried out under an ANOVA with a D.B.C.A. model,
with 12 treatments and three replications, forming 36 experimental units. The variables
evaluated were physical-chemical (pH, acidity, humidity, ash and dry matter) and
microbiological parameters (CFU/ml in molds and yeasts, aerobes, enterobacteria, coliforms
and Escherichia coli) to determine the final quality of the product under the effect of the
biopreservative. The best results were obtained with the treatments: Spinach + 300 ppm, Carrot
+ 100 ppm and Celery + 100 ppm based on quality analysis, subsequently microbiological
analysis was performed, CFU in molds and yeasts, aerobes, enterobacteria, coliforms and
Escherichia coli, once microbiologically valued, physicochemical analysis was carried out such
as: pH variables, titratable acidity, moisture and ash, to determine the final quality of the product

under the effect of biopreservatives.

Key words: nisin, food, physical-chemical analysis, microbiological
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Capitulo |

Introduccioén

Los vegetales y frutas minimamente procesados en fresco (MPF), a los cuales
también se los conoce como cuarta gama (IV gama), hacen referencia a los productos que
contienen un proceso de post cosecha minimo, asi como: lavado, troceado o pelado, los
mismos no deben contener ningun tipo de preservante quimico ya que la manera de
preservarlos es manteniendo una cadena de frio, en donde se garantiza un alimento
saludable. Estos alimentos han mostrado un alza significativa en los Gltimos afios. Lo que
obedece a que se presentan como una alternativa atractiva al consumo de productos
frescos, por su presentacion practica y su larga vida Gtil, pues mantienen sus caracteristicas
nutricionales intactas (Prefaur, 2014).

La nisina es un bioconservante con un potencial natural que ha sido usado en
diferentes matrices alimentarias, se sabe que en esta industria una de las obligaciones mas
importantes es garantizar la inocuidad de los productos para el consumo de la poblacion, por
ello es necesario el uso de conservantes. La nisina es un péptido antimicrobiano producido
por cepas de Lactococcus lactis, aprobada por la OMS como Unica bacteriocina para ser
usada como conservante. Es efectiva para eliminar micoorganismos patégenos y producir
una biopreservacion del alimento, debido a que no altera sus caracteristicas sensoriales
(Cano D. , GOmez, Oviedo, & Rios, 2015).

La presente investigacion tiene como finalidad realizar un aporte a la industria
alimenticia respecto a los productos de cuarta gama, lo importante es conocer las
propiedades que se confiere con la nisina al producto para que se produzca esta
conservacion de los alimentos, determinando cual es el mejor tratamiento para este proceso,
tratando con esto de evitar el porcentaje de desperdicio alimenticio, aumentando la vida util

de los productos.



21

Objetivos

Objetivo General

Estudiar el efecto de distintas concentraciones de nisina como bioconservante aplicado en

vegetales de IV Gama.

Objetivos Especificos

. Evaluar la eficacia del nicina, como bioconservante considerando
alimentos de cuarta gama de tres vegetales diferente: Espinaca, Apio y Zanahoria.

. Valorar diferentes concentraciones de nisina en alimentos de IV Gama,
para determinar el tiempo de conservacion.

o Realizar andlisis fisico quimicos y microbiolégicos a los diferentes

tratamientos para determinar la efectividad de la aplicacion.
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Hipotesis
Hipotesis para el Factor (Vegetales)
Ho: El tipo de vegetal no influye en la conservacion cuando se aplica la nisina
Ha: El tipo de vegetal influye en la conservacion cuando se aplica la nisina
Hipotesis para el Factor (Concentraciones de nisina)

Ho: La aplicacién de nisina en diferentes concentraciones no influye en la conservacién de

los vegetales.

Ha: La aplicacion de nisina en diferentes concentraciones influye en la conservacion de los

vegetales.
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Capitulo 1l

Revisiéon de literatura

Alimentos de IV Gama

El concepto se basa en la necesidad y conveniencia de los consumidores, lo que
quiere decir que estos productos originalmente estan tratados de forma exigua, por ende, se
producen cambios poco notables en sus caracteristicas nutritivas y organolépticas.

Se han desarrollado por la satisfaccion de la industria que ha cambiado sobremanera en los
afios recientes, debido a que se necesitan los alimentos vivos acondicionados para su
consumo integro y directo, estos métodos fisicos los cuales pueden incluir des pedunculado,
deshojado, desvainado, desemillado, deshuesado, pelado, partido, cortado, rallado u otros;
deben responder a técnicas sostenibles que mantienen los alimentos en refrigeracién y
generalmente envasados en atmdsfera modificada, en una pelicula plastica que mantiene

las propiedades sensoriales del producto original y con calidad garantizada (Artés, 2018).

Importancia

Ultimamente la demanda ha crecido en los comedores institucionales, empresas,
cadenas de establecimientos de comidas preparadas, en los restaurantes, presentan menor
demanda que para el consumo doméstico. Se ha incrementado la tendencia del uso de
vegetales para mejorar la salud con diferentes dietas que crean nuevos hébitos familiares,
es decir sacar provecho de todo el tiempo libre, usando menor tiempo para la preparacion de
la comida y su simplificacién, debido a que la mujer juega un rol importante en el mundo
laboral, hecho que ha ido evolucionando con el tiempo y su incorporacion representa facilitar
las acciones del diario vivir (Artés, 2018). También influyen factores demogréficos como el

progresivo envejecimiento de la poblacion y el aumento de personas que viven solas.
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Desperdicio de alimentos

Los compradores eligen las frutas y verduras segun el aspecto y tacto, las
expectativas del consumidor también determinardn su percepcion de la calidad de los
alimentos; lo que puede ser inaceptable para un consumidor, puede ser perfectamente
aceptable a otro. Los comerciantes constantemente revisan para tirar productos dafiados o
demasiado maduros. El impacto que produce este problema posee grandes magnitudes, la
pérdida y el desperdicio también se traducen en hambruna, malgasto de insumos, tierra,
agua, energia y otros recursos utilizados para crecer, procesar y manipular el producto,
potenciando la emisidn de gases de efecto invernadero que contribuyen al calentamiento
global, se pierden 1300 millones de toneladas de comida producida para el consumo
humano, un tercio del total (FAO, 2021). Por todo esto, las investigaciones que favorecen la
conservacion de los productos, incluyendo una mejor presentacion, aportan un grano de

arena para combatir un grave problema.

Seguridad alimentaria

Algunos alimentos pueden presentar inconvenientes para el consumidor, podrian
albergar patégenos peligrosos o ser contaminados con algun producto quimico. Lavar,
desinfectar, pelar o trocear ayuda a eliminar algunos de estos peligros. Las investigaciones
industriales que estan relacionadas al procesado minimo en fresco de hortalizas tratan de
optimizar las técnicas de desinfeccion, conservacion y distribucion, haciéndolas cada vez
menos severas para el producto y mas respetuosas con el medio ambiente. Esta industria
desea satisfacer la demanda de productos cada vez mas inocuos, frescos, naturales y

faciles de consumir (FAO, 2021).
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Conservacion de Alimentos de IV Gama

El mejoramiento de la base tecnoldgica, renovacién de lineas de procesado e
implantacién de técnicas alternativas o emergentes, aportan en la conservacion de los
productos que optimizan la calidad, reduzcan pérdidas, ofrezcan mas seguridad al producto
y prolongan su vida comercial. Actualmente, por la investigacién y desarrollo se permiten
entre 7 hasta 10 dias, dependiendo de la distancia a los mercados y el tipo de producto. En
cuanto a este proceso, tiene como base principal que los alimentos permanezcan frescos,
gue reciban tratamientos fisicos, refrigeracion y normalmente sean envasado en atmosfera
modificada, con algun coadyuvante especifico, como desinfeccién con Cl u otra alternativa
y/o acidificacién del agua de lavado, el uso de N2 o de CO2 (para la generacién activa de la
atmosfera inicial), la utilizacion de eliminadores de etileno o de recubrimientos comestibles
(Diezma, 2016).

Desinfeccién

Los vegetales estan expuestos a contaminarse con microorganismos como bacterias
patdgenas, que son peligrosas para los consumidores. La desinfeccion se puede realizar
con diferentes agentes, como cloro o acidificacion del medio para el lavado. El término
desinfeccion se refiere a la destruccién de microorganismos, mediante procedimientos
fisicos o quimicos aplicados para que se reduzca el niUmero de microorganismos que
pueden causar problemas. El acido citrico es el principal acido organico en frutas (C6H807),
tales como arandanos, higos, fresas, etc. Segun investigaciones, la aplicaciéon de acido
citrico en concentraciones del 2 % al 5 %, provoca una reduccién de 1-3 log en bacterias de

caracter patégeno como Escherichia coli. (Tola, 2016).
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Modo de accién de los acidos citricos

Los acidos organicos (acético, ascérbico, citrico, férmico, lactico, propidnico,
peracético) son utilizados en tratamientos de desinfeccion en concentraciones de 0.05 a
2.5%, el uso de estos acidos aporta disminuyendo la carga microbiana. El efecto
antimicrobiano de estos, es por su forma no disociada, que depende del pH, y tiene mas
importancia que la disminucion del pH en el exterior de la célula que estos produzcan. La
forma disociada es un anién, es polar y por lo tanto no traspasa la membrana plasmatica de
los microorganismos; por el contrario, su forma no disociada, si atraviesa la membrana. Una
vez en el interior de la bacteria, el 4cido puede disociarse y entonces afecta directamente al

pH intracelular microbiano (Salgado , Hernandez, & Suarez , 2020).

Bacterias acido lacticas

Estas bacterias han sido importantes dentro de la conservacién de alimentos y
también en el valor de los productos, por las propiedades metabdlicas en el aporte al sabor,
olor, textura, presencia nutricional, caracteristicas sensoriales de los alimentos. Este grupo
estd compuesto de un nimero de géneros incluyendo Lactococcus, Lactobacillus,
Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc, y Pediococcus. Son bacterias relacionadas que
producen acido lactico como principal metabolito, producto de fermentacion, son capaces de
hidrolizar péptidos de leche. La unién de aminoacidos libres en leche es escasa, entonces el
crecimiento de estas bacterias depende del transporte de aminoacidos y péptidos

especificos junto a la produccién de proteinasas peptidasas (Parra, 2010).

Bacteriocinas

Las bacterias acido lacticas pueden producir un conjunto de moléculas que poseen
propiedades antimicrobianas como son &cidos orgénicos, peréxido de hidrogeno,

bacteriocinas utilizadas como biopreservadoras en varios productos incluyendo lacteos, con
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el objetivo de evitar la proliferacion de agentes patégenos; por ello es generalmente
aceptado por consumidores como algo natural (Parra, 2010). Entre las moléculas producidas

por estos microorganismos que presentan actividad antimicrobiana se encuentran, (tabla 1).

Tabla 1. Bacteriocidas a partir de bacterias 4cido lacticas

Bacteriocinas Bacteria acido lactica
Lactococcina Lactococcus lactis
Lactacina Lactobaciollus johnsonii

Mesenterocina

Leuconostoc mesenteroides

Curvaticina Lactobacillus curvatus
Sakacina Lactobacillus sake
Pediocina Pediococcus acidilactici
Piscicolina Carnobacterium piscicola

Nisina Lactococcus lactis
Lacticina Lactococcus lactis

Carnonicina Carnobacterium piscicola
Variacina Micrococcus varians
Leucocina Leuconostoc gelidum

Fuente: (Parra, 2010).

Nisina

La nisina es el péptido antimicrobiano producido por Lactococcus lactis. Es la Unica
bacterioicina que ha sido legalmente aprobada como segura para su uso en alimentos y
bebida. En 1969, una comision conjunta entre la Organizacion de las Naciones Unidas para

la Agricultura y la Alimentacion (FAO) y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
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reconocieron a la nisina como un conservante de alimentos bioldgico seguro y legal

(Ardisana & Romero, 2020).

Importancia

La nisina es un lantibiético catiénico termoestable que pertenece a la bacteriocina
clase | segun los criterios de clasificacion de Klaenhammer, tiene actividad antimicrobiana
contra muchas especies de bacterias Gram positivas, pero no las bacterias Gram negativas,
debido a su barrera de membrana externa. Normalmente, el productor de nisina tiene
inmunidad a su propia nisina producida pero no a otros antibidticos. Aunque es una proteina,
no es digerida por todas las enzimas digestivas de proteinas. (Campos, 2007).

Estructura

La nisina es un péptido de 34 aminoacidos que contiene en su estructura cuatro
aminoacidos poco comunes: deshidroalanina, deshidrobutirina, lantionina y B-metil-
lantionina. Su sintesis, al igual que la de otras bacteriocinas, ocurre a nivel ribosomal, y
luego es sujeta a modificaciones post traduccionales que conllevan a su activacion. En la
figura 1 se observa que el péptido presenta los aminoacidos inusuales: ABA (acido

aminobutirico), DHA, DHB, ALA-S-ALA, ABA-S-ALA (Batista , Mufioz , & Yasky, 2022)

Figura 1. Representacion de la nisina A como péptido maduro activo.

Fuente: (Batista , Mufioz , & Yasky, 2022).



Caracteristicas fisicas y quimicas

Tabla 2. Caracteristicas de la nisina

Caracteristica Descripcion

Formula C143H230N42037S7

Peso 3.354,07 g/mol

Descripcion Polvo de color crema a blanco oscuro,
micronizado y secado por pulverizacion,
mezclado con cloruro sédico micronizado.

Solubilidad: Alta solubilidad en agua y en la mayoria
de solventes organicos.

Humedad: No superior al 3% (w/w).

Valor de pH: En suspensién de agua al 10% 3.10 a

Temp. de almacenamiento

3.60.

2-8°C

Fuente: (Campos, 2007).

Mecanismo de accién antimicrobiana de nisina

Para su actividad letal, la nisina no requiere una membrana receptora en su célula
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diana. Esto es diferente a la actividad de destruir de muchas bacteriocinas como la colicina

gue necesitan membrana receptora. Hay dos pasos principales para que la nisina elimine las

células sensibles.
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Paso através de la pared celular.

Para pasar a través de la pared celular, la nisina generalmente interactla (a través
de interacciones hidrofébicas o electrostaticas) con componentes aniénicos en la pared

celular de células sensibles como diferentes acidos, polisacaridos acidos o fosfolipidos.

Desestabilizacién de funciones debido ala formacion de poros.

La nisina se une al transportador principal de las subunidades de peptidoglicano
partiendo en el citoplasma hasta la pared celular, interponiéndose asi con la sintesis
correcta de la pared celular, lo que a su vez produce la formacion de un poro
transmembranal que da paso a la salida de aminoacidos, sales y ATP, un proceso que

provoca la muerte celular (Cano , Gbmez, & Oviedo , 2019).

Toxicidad e Ingesta Diaria Admisible (IDA)

Una de las propiedades de la nisina es poseer baja toxicidad, por lo que en los
ultimos afios se ha demostrado con historia de inocuidad en mas de 50 paises como agente
de control microbiano. En 1969 se produjo el uso internacional de la nisina por expertos en
aditivos conjuntamente con la FAO y OMS con una ingesta diaria admisible de 33.000
unidades/Kg de peso corporal. El Codex Alimentarius contiene a la nisina como la Unica
bacteriocina dentro de los aditivos alimentarios, que se ha aprobado para la elaboracion de
productos lacticos, productos liquidos a base de huevo, entre otros. Recientemente, el uso
de nisina fue aprobado para la conservacion de frutas, vegetales y productos carnicos, lo
gue sugiere que su empleo se sigue ampliando en la industria de alimentos (Cano , Gémez,

& Oviedo , 2019).

Aplicacion y uso de la nisina en alimentos

Es soluble en ambientes acuosos y mas estable en condiciones acidas. Se ha

utilizado en una amplia variedad de productos alimenticios, solo o en combinacién con otros



31

conservantes, directo (o convertido en solucién primero con agua hervida). Los niveles de
dosificacion sugeridos, son rangos de 10 a 500 mg por kilogramo o litro de alimento. Esto
forma parte de una guia, puesto que cualquier dosis va a depender del tipo de alimento, de
las condiciones de elaboracion, de la carga microbioldgica y de la vida util del producto. La
nisina puede aplicarse para inhibir el crecimiento de las esporas de Clostridium botulinum (la
causa del botulismo) y la formacion de toxinas en los quesos procesados pasteurizados, en
la preservacion de frutas, verduras o carnes en niveles que no superen las buenas practicas
de fabricacion. La buena préactica de fabricacion actual en este caso es la cantidad del
ingrediente que ofrece un maximo de 250 p.p.m. de nisina en el producto terminado. En
niveles normales de uso, no afecta el color, olor o sabor del producto terminado (Profood,

2014).
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Capitulo 1l

Metodologia

Ubicacion del area de investigaciéon

Ubicacion Politica
Pais : Ecuador
Provincia : Santo Domingo de los Tsé&chilas
Canton : Santo Domingo

Parroquia : Luz de América

Ubicacion Geografica
La presente investigacion se la realiz6 en la Universidad de las Fuerzas Armadas
“ESPE”, que se encuentra ubicada la provincia de Santo Domingo, en la parroquia Luz de

Ameérica en el km 24 margen izquierdo en direccién Santo Domingo- Quevedo.
Area de investigacion

Figura 2. Mapa del lugar de investigacién
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Ubicacion Ecoldgica

Tabla 3. Detalle de las caracteristicas edafocliméticas del lugar de investigacion

Factor Descripcion
Zona de vida: Bosque humedo tropical (bh-T)
Altitud: 224 msnm
Temperatura: 246°C
Precipitacion: 260 mm/afo
Humedad relativa: 85%
Heliofania 680 horas luz/afo
Suelo: Franco arenoso

Fuente: Estacion Meteoroldgica Puerto lla, Via Quevedo km 34

Disefio experimental

Factores de experimento

Tabla 4. Factores y niveles a probar en el estudio del efecto de distintas concentraciones de

nisina como bioconservante en alimentos de IV Gama

Factores

Niveles

ao:
Tipo de fruta (A) al:
az:

Espinaca
Zanahoria

Apio

bO:
bl:
b2:
b3:

Concentraciones de nisina (B)

0 ppm

100 ppm
200 ppm
300 ppm

Fuente: Elaboracion propia
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Tratamiento a comparar

Tabla 5. Tratamientos a comparar en el estudio del efecto de distintas concentraciones de

nisina como bioconservante en vegetales de IV gama

N° Tratamientos Tratamiento

(interacciones)

Descripcién

T1

T2

T3

T4

T5

T6

T7

T8

T9

T10

T11

T12

albo

albo

a2bo

albl

albl

a2bil

alb2

alb2

a2b2

alb3

alb3

a2b3

Espinaca + 0 ppm

Zanahoria + 0 ppm

Apio + 0 ppm

Espinaca + 100 ppm
Zanahoria + 100 ppm
Apio + 100 ppm
Espinaca + 200 ppm
Zanahoria + 200 ppm
Apio + 200 ppm
Espinaca + 300 ppm
Zanahoria + 300 ppm

Apio + 300 ppm

Fuente: Elaboracién propia

Tipo de disefio

Se utilizé un disefio ANOVA bifactorial A x B. Disefio de bloques completamente al

34

azar (D.B.C.A), donde el factor A corresponde a Tipo de vegetal utilizado y el factor B a las

distintas concentraciones de nisina.
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Repeticiones

Los 12 tratamientos incluyeron 3 repeticiones por cada tratamiento dando un total de

36 unidades experimentales.

Andlisis estadistico

Esquema del andlisis de varianza

Tabla 6. Esquema del analisis de varianza del estudio del efecto de distintas concentraciones

de nisina como bioconservante en vegetales de IV gama.

Fuentes de Variacion Grados de Libertad
Tipo de vegetal (A) a-1 2
Concentracién (B) b-1 3
Vegetal x concentraciéon (a-1)(b-1) 6
Repeticiones r-1 2
Error experimental (t-1)(r-1) 22
Total re-1 35

Fuente: Elaboracién propia.

Andlisis funcional
Para el andlisis estadistico de los resultados en la investigacion, se aplicé la prueba

de significancia Tukey (p<0,05) para resultados con varianzas significativas.



Variables evaluadas

Materiales de las variables evaluadas

36

Tabla 7. Materiales para la realizacion de los diferentes procesos en productos vegetales de (IV

gama) para la aplicacién del bioconservante nisina.

Proceso Insumos Equipos Material/Reactivos
Balanza
Cocineta Nisina
analitica
Vegetales ( apio,
Pinzas
zanahoria, espinaca)
Vasos de

Preparacion de Nisina

precipitacion
Aspersores
Vasitos pequeios
desechables

Fundas ziploc

Acido citrico

Agua destilada

Magneto Potenciémetro Agua destilada
Vaso de Muestra de vegetales de
Cocineta
precipitacion IV gama
Obtencion del pH Cocineta Agitador
Papel filtro
Embudos
Matras Erlenmeyer
Hidroxido de sodio
Obtencion de Acidez  Matraz Erlenmeyer  Agitador

Titulable

Magneto

(Na OH) al 0.1% N

Muestra de vegetales de
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Proceso Insumos Equipos Material/Reactivos
IV gama
Soporte universal
Bureta de 50 ml
Estufa

Obtencién de

Papel aluminio

programada a Muestra de vegetales de

60° C durante IV gama

24 horas
Humedad
Balanza
Pinzas
analitica
Guantes de calor Desecador
Mufla
Muestra seca de
Crisoles adaptada a
vegetales de IV gama
600°C
Pinza Desecador
Obtencién de Ceniza
Balanza
Cocineta
analitica
Guantes de calor
Tabla de madera
Camara de
Pinzas Agua peptona
flujo laminar
Petrifilm para Mohos y
Balanza analitica Vortex
Obtencién de Recuento levaduras
de UFC Alcohol Petrifilm para aerobios
Pipeta
Petrifilm para entero
Micropipetas Incubadora

bacterias
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Proceso Insumos Equipos

Material/Reactivos

Vasos de

precipitacion de 500 Autoclave
mly de 200m|

Mechero de alcohol

Toallas de manos

Fosforera

Mandil, guantes,

cofia, y mascarilla.

Petrifilm para

Escherichia coli

Petrifilm para coliformes

Nota: Esta tabla detalla los materiales para la realizacion de los diferentes procesos en

productos vegetales de (IV gama) para la aplicacion del bioconservante nisina. Cada uno de los

materiales y equipos utilizados fueron desinfectados y esterilizados en la camara de flujo,

llevando una asepsia rigurosa previo al contacto con las muestras vegetales.

Metodologia de las variables evaluadas

Obtencién de la materia prima a ser evaluada.

Los vegetales: zanahoria, espinaca y apio fueron obtenidos de un supermercado en

la provincia de Santo Domingo de los Tséachilas, para ser estudiados en los laboratorios de

las instalaciones de la Universidad de las Fuerzas Armadas “ESPE”

Preparacion de las muestras vegetales para la aplicacion del bioconservante nisina.

Los vegetales utilizados para los tratamientos fueron tratados con un proceso de

lavado y desinfeccion para la eliminacion de impurezas como tierra, ramas, o basuras. Para

la desinfeccion de las muestras vegetales se utiliz6 una solucién de 10 gr de &cido citrico
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disueltos en 1 L de agua purificada. Dicha solucién fue realizada individualmente para cada
grupo de vegetales (zanahoria, apio y espinaca).

Las muestras de vegetales una vez troceadas, rebanadas y picadas fueron
sumergidas en cada una de las soluciones desinfectantes por un periodo de 5 minutos, para
la espinaca y 10 minutos, para la zanahoria y el apio.

Pasado el periodo de desinfeccién, las muestras vegetales fueron retiradas de la solucién
con una asepsia estricta y colocadas en toallas esterilizadas con el objetivo de que pierdan
el exceso de agua y sequen al ambiente. Para los respectivos tratamientos y repeticiones se

utilizaron muestras de 100 gr de cada grupo de vegetales.

Aplicacion del bioconservante.

Posterior a la esterilizacidén de los materiales y recipientes, se realiz6 la mezcla de las
muestras pesadas del bioconservante con 25 ml de agua purificada, esta solucién fue
colocada en un atomizador para su posterior aplicacién en cada muestra vegetal, segun el
tratamiento y grupo vegetal. Dichas muestras fueron colocadas en fundas zyploc para evitar
contaminaciones.

Los vegetales de IV gama fueron llevados a refrigeracion, posterior la aspersiéon del
bioestimulante, mantenidos a una temperatura de 4°C, por un periodo de 7 dias, tiempo en

el cual los productos de IV gama pueden conservarse en buen estado.

Analisis fisico quimicos de las muestras con la aplicacién del bioconservante

Se determinaron las caracteristicas fisico quimicas de las muestras de apio,
espinaca y zanahoria luego del periodo de 7 dias de haber aplicado el bioconservante

nisina. A continuacion, se detallan las variables evaluadas.
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pH.

Los grupos de vegetales de IV gama fueron triturados por individual en el mortero, y
se tomo una muestra de 25 gr de vegetal de cada tratamiento que fue colocada en un
matraz Erlenmeyer con 50 mlde agua destilada a temperatura media, se mezclé la muestra
hasta formar un agregado homogéneo, para posterior ser colocadas a bafio maria durante
30 minutos.

Posterior al periodo del bafio maria se dejo enfriar el contenido, que luego fue vertido
en un vaso de precipitacion y aforado con 100 ml de agua destilada hervida y enfriada. Esta
mezcla fue filtrada con papel para tamizar.

De la anterior solucidn filtrada, fueron tomados 25 ml para determinar el pH, introduciendo

los electrodos del potenciémetro y su lectura correspondiente.

Acidez titulable.

Fueron tomados otros 25 ml de la solucion filtrada, dicha muestra fue titulada con
una solucién de hidréxido de sodio al 0,1% hasta obtener los siguientes valores de pH: 6, 7;
8,3y el valor de 8,1 fue determinado mediante interpolacién.

Para determinar la acidez titulable se utilizé el siguiente célculo.

A (V,N;M)10
V2
Donde:
A= g de acido en 1000 ml de la muestra
V1 = cantidad de NaOH en ml usados para la titulacion.
N1 = normalidad de la solucién de NaOH
M= peso molecular del acido

V.= volumen de la alicuota tomada para el analisis de 8,1
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Humedad.

Se tomaron 100 g de muestra de lo vegetales de cada tratamiento, que fueron
colocadas en la estufa a una temperatura de 70°C durante 48 horas. Después de este
periodo las muestras fueron retiradas y dejadas en reposo por media hora para ser enfriadas
y determinar su peso.

Para determinar la humedad se utilizé el siguiente célculo.

W, — W.
%H=(2W—1)*100
0

Donde:

W, = Peso de la Muestra (gr.)

W= Peso del envase mas la muestra después del secado.
W,= Peso del envase mas la muestra antes del secado

%MS =100 - HT

HT= Humedad Total.

MS= Materia Seca
Ceniza.

Como paso previo a la determinacion de ceniza, los crisoles, donde serian colocadas
las muestras de vegetales IV gama, fueron lavados, secados y colocados en la estufa a 100
°C durante 30 minutos, para después ser retirados y enfriados en el desecado.
Se tomé 2 g de muestra de los vegetales de cada tratamiento, que fueron colocados en los
crisoles previamente tratados, éstos Ultimos fueron llevados a la mufla a 600 °C + 2 °C
durante 3 horas hasta obtener las cenizas sin particulas de carbén.
Posterior al periodo dentro de la mufla, se retiraron los crisoles y fueron colocados a enfriar

en el desecado para la posterior toma de datos.
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Para determinar la ceniza se utilizé el siguiente célculo.

(W, — W;) * 100

C=
Wo

Donde:
Wo= Peso de la muestra (g)
W= Peso de crisol vacio.

W= Peso del crisol mas la muestra calcinada.

Analisis microbiolégico de las muestras de apio, espinacay zanahoria

Con el fin de saber la cantidad microbiolégica en el respectivo ensayo se realizé un
recuento de UFC/ml, para aerobios mesofilos, para Mohos — levaduras, Enterobacteriacea,

Escherichia coli y Coliformes.
Preparacion de la muestra.

Luego de esterilizar los materiales y equipos, se realizé la preparacion de agua de
peptona al 5%, colocando 9 ml de esta preparacién en los tubos de ensayo, obteniendo al
final un lote de 9 disoluciones y fue preparado un lote de las mismas (9 disoluciones) para
cada variable microbiolégica (arer6bios mesdfilos, mohos-levaduras, enterobacterias, E. coli
y enterobacterias) evaluada en cada tratamiento.

En el primer tubo de ensayo o disolucién madre (10?) fue agregado 1gr de muestra
de vegetal de IV gama y fue llevado al vortex para homogenizar la mezcla. Una vez estable,
se extrajo una cantidad del contenido con la pipeta y fue colocada en el segundo tubo de
ensayo (disolucién 10?), realizando el mismo proceso de homogenizacién, extraccién de
muestra y colocacion el siguiente tubo de ensayo, hasta llegar a la disolucién 10°.
Extrayendo el material, para el andlisis microbiolégico, de esta ultima disolucién para ser
colocados en los respectivos Petrifilm de hongos y levaduras, aerobios, enterobacterias,

coliformes y Escherichia coli.
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Finalmente fueron llevados incubacion los Petrifilm de aerobios, enterobacterias, coliformes
y Escherichia coli por un periodo de 48 horas a una temperatura de 48° C y los Petrifilm de
hongos y levaduras fueron incubados durante 72 horas a temperatura ambiente 25°C.

El nimero de microorganismo se calculé6 mediante la siguiente formula

UFC nxf

ml v

Donde:
n = nimero de colonia por placa
f = factor de dilucién

v = volumen inoculado en la placa
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Capitulo IV

Resultados

Andlisis de varianza para la variable de pH

Tabla 8. Andlisis de varianza para la variable de pH

Sumade
Fuente gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Cuadrados

Efectos principales

A: Factor A 17,1335 2 8,56673 192,24 0,0000

B: Factor B 7,54589 3 2,5153 56,45 0,0000

C: Réplica 0,180272 2 0,0901361 2,02 0,1562
Interacciones

AB 11,2105 6 1,86841 41,93 0,0000
Residuos 0,980361 22 0,0445619
Total (corregido) 37,0504 35

En la tabla 8 se evidencia diferencia significativa en el factor A que corresponde al
tipo de vegetal, en el factor B que corresponde a la dosis de nisina y a la influencia entre el

factor A*B. Mientras que en la réplica no se encontro diferencia significativa.
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Andlisis de varianza para la variable de acidez

Tabla 9. Andlisis de varianza para la variable de acidez

Suma de
Fuente gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Cuadrados

Efectos principales

A: Factor A 0,161967 2 0,0809833 8,23 0,0021

B: Factor B 0,156753 3 0,052251 531 0,0066

C: Réplica 0,0034168 2 0,0017084 0,17 0,8417
Interacciones

AB 0,394191 6 0,0656985 6,68 0,0004
Residuos 0,216386 22 0,00983573
Total (corregido) 0,932714 35

En la tabla 9, se observa la diferencia significativa en el factor A que corresponde al
tipo de vegetal, en el factor B que corresponde a la dosis de nisina y a la influencia entre el

factor A*B. Mientras que en la réplica no se encontro diferencia significativa.
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Andlisis de varianza para la variable de humedad

Tabla 10. Andlisis de varianza para la variable de humedad

Suma de
Fuente gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Cuadrados
Efectos principales
A: Factor A 218,179 2 109,09 411,31 0,0000
B: Factor B 42,5176 3 14,1725 53,44 0,0000
C: Réplica 0,00883889 2 0,00441944 0,02 0,9835
Interacciones
AB 46,3315 6 7,72192 29,11 0,0000
Residuos 5,83496 22 0,265226
Total (corregido) 312,872 35

En la tabla 10, se evidencia la diferencia significativa en el factor A que
correspondiente al tipo de vegetal, en el factor B que corresponde a la dosis de nisina y a la
influencia que se da en factor A*B, determinando que en la réplica no se encontr6 diferencia

significativa.
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Andlisis de varianza para la variable de materia seca

Tabla 11. Andlisis de varianza para la variable de materia seca

Suma de
Fuente gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Cuadrados
Efectos principales
A: Factor A 218,301 2 109,151 411,54 0,0000
B: Factor B 42,5156 3 14,1719 53,43 0,0000
C: Réplica 0,00886667 2 0,00443333 0,02 0,9834
Interacciones
AB 46,2952 6 7,71587 29,09 0,0000
Residuos 5,83493 2 0,265224
Total (corregido) 312,956 5

En la tabla 11, se evidencia diferencia significativa en el factor A que corresponde al
tipo de vegetal, en el factor B que correspondiente a la dosis de nisina y a la influencia entre

el factor A*B. Mientras que en la réplica no se encontr6 diferencia significativa.
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Andlisis de varianza para la variable de ceniza

Tabla 12. Andlisis de varianza para la variable de ceniza

Suma de
Fuente gl Cuadrado Medio Raz6n-F Valor-P
Cuadrados
Efectos principales
A: Factor A 2154,25 2 1077,13 97,69 0,0000
B: Factor B 111,613 3 37,2043 3,37 0,0366
C: Réplica 331,601 2 165,801 15,04 0,0001
Interacciones
AB 105,565 6 17,5941 1,60 0,1955
Residuos 242,581 2 11,0264
Total (corregido) 2945,61 5

En la tabla 12, se puede observar que existe diferencia significativa en el factor A que
corresponde al tipo de vegetal, en el factor B que corresponde a la dosis de nisina, al igual

gue en la réplica, sin embargo, en la interaccién A*B no se encontrd diferencia significativa.
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considerando alimentos de cuarta gama de tres vegetales diferente: Espinaca, Apio y

Zanahoria. (factor A) Tukey < 0,05.

Tabla 13. Andlisis de significancia Tukey < 0,05 en el factor A

Factor A pH Acidez

Humedad Materiaseca Ceniza

Espinaca 7,28 B 0,07 A

Zanahoria 5,74 A 0,23 B

Apio 5,90 A 0,18 B

95,61 B

91,21 A

96,97 B

4,39 B 31,69
8,79 C 13,44
3,02 A 18,15

C

A

B

Figura 3. Andlisis de significancia Tukey < 0,05.en el factor A
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Los resultados de Tukey (p< 0,05) en cuanto al tipo de vegetal (figura 5), muestran

qgue: en pH, se forman dos grupos independientes, el valor mas alto se encontrd en espinaca

con 7,28 (grupo B), mientras que los valores bajos fueron: zanahoria con 5,74 y apio con

5,90 (grupo A).

En acidez se encontraron dos grupos independientes, el valor mas alto fue zanahoria

con 0,23y apio con 0,18 (grupo B), mientras que el valor bajo fue espinaca con 0,07 (grupo

A).




En cuanto a humedad se encontraron dos grupos: el valor mas alto fue apio con
96,97 y espinaca con 95,61 (grupo B), y el valor bajo fue zanahoria con 91,21 (grupo A).
Referente a materia seca se encontrd diferencia significativa, el valor mas alto que
corresponde a zanahoria con 8,79 (grupo C), seguido de espinaca con 4,39 (grupo B),

mientras que el valor bajo fue apio con 3,02 (grupo A).
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Finalmente, en ceniza el valor mas alto se encontré en espinaca con 31,69 (grupo C),

luego apio con 18,15 (grupo B) y el valor bajo se encontrd en zanahoria con 13,44 (grupo A).

Resultados de la evaluacién en la eficacia de la nisina, como bioconservante

considerando distintas concentraciones que son: 0, 100, 200, 300 ppm. (factor B)

Tukey =< 0,05.

Tabla 14. Andlisis de significancia Tukey < 0,05 en el factor B

FactorB pH Acidez Humedad Materia seca Ceniza

0 ppm 6,51 B 0,11 A 95,16 BC 4,84 AB 23,68 B
100 ppm 6,55 B 0,11 A 95,83 C 4,17 A 19,27 A
200 ppm 6,64 B 0,15 AB 94,50 B 550 B 19,68 AB
300 ppm 552 A 0,27 B 9290 A 7,10 C 21,72 AB




Figura 4. Andlisis de significancia Tukey < 0,05 en el factor B
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Los resultados de Tukey < 0,05 para el factor B (figura 4), correspondiente a las
distintas concentraciones de nisina determinan que: en pH, se forman dos grupos
independientes, el valor mas alto se encontré en la dosis de 200 ppm con 6,64, luego la de
100 ppm con 6,55, después la de 0 ppm con 6,51 (grupo B), mientras que el menor valor se
hallé en la dosis de 300 ppm con 5,52 (grupo A).

Para acidez se encontraron dos grupos independientes, el valor mas alto fue la dosis
de 300 ppm con 0,27 (grupo B), le sigue la concentracion de 200 ppm que tiene su valor
cercano a los dos grupos con 0,15 (grupo AB), mientras que la dosis de 0 ppm y la de 100
ppm comparten el valor mas bajo con 0,11 (grupo A).

En humedad se encontrd diferencia significativa: el valor mas alto fue la dosis de 100
ppm con 95,83 (grupo C), luego se encuentra la dosis de 200 ppm con 94,50 (grupo B),
después el valor de 0 ppm se aproxima a los dos grupos con 95,16 (grupo BC), y el
resultado mas bajo se hall6 en la dosis de 300 ppm con 92,90 (grupo A).

Referente a materia seca se encontr6 diferencia significativa con el valor mas alto que fue la
dosis de 300 ppm con 7,10 (grupo C), luego la dosis de 200 ppm con 5,50 (grupo B),
después el valor de 0 ppm se aproxima a los dos grupos con 95,16 (grupo AB), y el valor
bajo se hallé en la dosis de 100 ppm con 4,17 (grupo A).

Finalmente, en ceniza se forman dos grupos independientes, el valor mas alto se
encontré en la dosis de 0 ppm con 23,68 (grupo B), le siguen la dosis de 300 ppm y 200 ppm
con 21,72 y 19,68 respectivamente que se aproximan a los dos grupos (grupo AB), y por

ultimo el valor mas bajo fue la dosis de 100 ppm con 19,27 (grupo A).
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Resultados de la evaluacion en la eficacia de la nisina, como bioconservante

considerando alimentos de cuarta gama de tres vegetales diferentes, bajo la influencia

de diferentes concentraciones (interaccion A*B) Tukey < 0,05.

Tabla 15. Andlisis de significancia de Tukey< 0,05 (interaccién A*B)

A*B pH Acidez Humedad Materiaseca  Ceniza
Espinaca 0 ppm 6,50 D 0,14 A 96,30 C 3,70 A 35,25 C
Espinaca 100 ppm 7,62 E 0,03 A 97,31 C 2,69 A 29,25 C
Espinaca 200 ppm 8,45 F 0,01 A 97,08 C 2,92 A 27,25 BC
Espinaca 300 ppm 6,55 D 0,09 A 91,77 B 8,23 B 35,00 C
Zanahoria 0 ppm 6,46 D 0,05 A 92,39 B 7,61 B 17,00 A
Zanahoria 100 ppm 6,26 CD 0,05 A 92,96 B 7,04 B 10,50 A
Zanahoria 200 ppm 5,97 BC 0,24 A 89,29 A 10,70 C 13,25 A
Zanahoria 300 ppm 4,29 A 0,55 B 90,18 A 9,82 C 13,00 A
Apio 0 ppm 6,60 D 0,12 A 96,79 C 3,20 A 18,80 AB
Apio 100 ppm 5,78 BC 0,25 A 97,22 C 2,77 A 18,07 AB
Apio 200 ppm 5,52 B 0,19 A 97,12 C 2,87 A 18,55 AB
Apio 300 ppm 5,73 BC 0,17 A 96,75 C 3,24 A 17,17 A




Figura 5. Andlisis de significancia de Tukey < 0,05 (interaccion A*B)
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Variable: Humedad
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Los resultados de Tukey (p< 0,05) en cuanto a la influencia de los vegetales
sometido a cuatro dosis de nisina (interaccion A*B), (figura 5), muestran que: en pH el valor
mas alto se encontré en espinaca con aplicacion de 200 ppm de nisina, con un valor de 8,45
(grupo F), seguido de espinaca con 100 ppm de nisina y un valor de 7,62 (grupo E), mientras
gue el pH bajo se encontr6 en zanahoria con dosis de 300 ppm equivalente a 4,29 (grupo A).

La acidez corresponde a dos grupos independientes, el valor mas alto se encontré en
zanahoria de 300 ppm con un valor de 0,55 (grupo B), luego se determiné apio con 100 ppm
correspondiente a un valor de 0,25 (grupo A), sin embargo, el valor de las demas
interacciones se aproxima a este resultado debido a que forman parte del grupo A, siendo el
promedio mas bajo el de espinaca con 200 ppm equivalente a 0,01.

Para humedad, se hallé el valor mas alto en espinaca de 100 ppm con un valor de
97,31 (grupo C), le sigue el apio de 100 ppm con 97,22 (grupo C), mientras que el valor bajo
fue zanahoria de 200 ppm con un valor de 89,29 (grupo A).

Referente a materia seca el valor mas alto fue: zanahoria con 200 ppm que dio un
valor de 10,70 (grupo C), continda zanahoria de 300 ppm con un valor de 9,82 (grupo C),

mientras que el valor bajo fue espinaca de 100 ppm equivalente a 2,69 (grupo A).
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En ceniza se hall6 el valor mas alto correspondiente a la espinaca de 0 ppm con
35,25 (grupo C), le sigue espinaca de 300 ppm con 35,00 (grupo C), mientras que el valor

bajo se hallé en zanahoria de 100 ppm con 10,50 (grupo A).

Gréficos de superficie para las variables fisico-quimicas.

Figura 6. Gréfico de superficie para pH
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En la figura 6, se muestra el gréfico de superficie de la variable de pH, en donde los
valores mas altos estan representados con un color rojo intenso en la parte superior, alli se
destacoé la espinaca de 200 ppm, mientras que los valores bajos estan representados con el

color verde en la parte central que coincide con la ubicacién de la zanahoria de 300 ppm.



Figura 7. Grafico de superficie para acidez
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En la figura 7, se muestra en la parte superior con un color rojo intenso el valor mas

alto que corresponde a la zanahoria con dosis de 300 ppm, mientras que los valores bajos

se encuentran en la parte inferior representados con el color verde, destacando la espinaca

con dosis de 200 ppm.
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Figura 8. Gréfico de superficie para humedad
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En la figura 8, se puede observar el gréafico de superficie donde en la parte superior
derecha se encuentran representados los valores altos con el color rojo mas intenso, en
donde destaca la ubicacién de la espinaca de 100 ppm, mientras que de color verde en la

zona central se encuentran los valores mas bajos, equivalentes a la zanahoria con dosis de

200 ppm.



Figura 9. Gréfico de superficie para materia seca
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En la figura 5, se encuentra el gréafico de superficie referente a la variable de materia

seca, en donde los valores mas altos estan representados en la zona central con color rojo,

alli destaca la zanahoria con dosis de 200 ppm, mientras que la ubicacién de la espinaca

con dosis de 100 ppm es el valor mas bajo y se encuentra representado con color verde en

la zona inferior.



Figura 10. Gréfico de superficie para ceniza
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En la figura 10, se puede observar el grafico de superficie para la variable ceniza, en

donde los valores mas altos se encuentran representados por un color rojo intenso en la

parte superior y corresponden a la ubicacion de la espinaca con 0 ppm, mientras que el valor

mas bajo esta representado por el color verde oscuro en donde esta ubicada la zanahoria de

100 ppm en la zona central.



63

Tabla 16. Varianza Total explicada

% de %

Puro Total Total
varianza acumulado

pH 1 86,446 83,879 83,879 86,446
Acidez 2 15,887 15,416 99,295 15,887
Humedad 3 0,717 0,696 99,991 0,717
Materia
4 0,01 0,009 100
seca
Cenizas 5 5,84E-06 5,67E-06 100

Figura 11. Grafico de sedimentacion de las variables

Grafico de sedimentacién

100
a0

60

Autovalor

40

20

1 2 3 4 5

NUmero de componente



64

En la figura 11, se observa la varianza total expresada en un gréfico de
sedimentacién, en donde el valor mas representativo es el componente uno, que
corresponde al pH, con 83.87 presentando mayor incidencia entre las variables, seguido del
componente dos que representa a la acidez, con 15,41 de varianza, mientras que las demas

variables no presentan mayor influencia.

Tabla 17. Matriz de correlaciones

Materia
pH Acidez  Humedad Cenizas
seca
pH 1 -0,771 0,422 -0,422 0,497
Acidez -0,771 1 -0,474 0,474 -0,341
Correlacion Humedad 0,422 -0,474 1 -1 0,306
Materia seca  -0,422 0,474 -1 1 -0,306
Cenizas 0,497 -0,341 0,306 -0,306 1
pH 0 0,005 0,005 0,001
Acidez 0 0,002 0,002 0,021
Sig. (unilateral) Humedad 0,005 0,002 0 0,035
Materia seca 0,005 0,002 0 0,035

Cenizas 0,001 0,021 0,035 0,035
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Figura 12. Grafico de dos componentes en espacio rotado
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Figura 13. Grafico de tres componentes en espacio rota (Componentel: pH; Componente 2:

Acidez; Componente 3:
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En la figura 12 y 13, se puede apreciar los graficos de componente en espacio
rotado, es decir que se expresa la relacion que tienen las variables entre si, en donde se
observa que el pH tiene una relacion negativa con la acidez, explicado de otra manera si el
pH sube, la acidez tiende a bajar, y viceversa; igualmente se aprecia la relacion negativa

gue existe entre humedad y materia seca.

Figura 14. Dendrograma
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En la figura 14, se puede observar la relacion que existe entre los tratamientos, es
decir que se forman grupos entre los valores mas cercanos; entonces se observan tres
principales grupos formados: Apio de 0, 100, 200, 300 ppm; Zanahoria de 200, 300 ppm y

Espinaca de 100, 200 ppm.
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Resultados microbioldgicos

Tabla 18. Recuento de UFC/g de aerobios mesdéfilos, mohos y levaduras

Pardmetros microbiolégicos TO Tl T2 T3
Aerobios meséfilos 10° Apio 3x108 1x10° 3x108 2x108
(UFClg) Espinaca 3x108 4x10° 4x108 2x10°°
Zanahoria 3x10°8 1x10° 1x108 2x108
Apio 4x10° Ausencia 1x10° Ausencia
Mohos y Levaduras 10°
Espinaca 3x108 Ausencia Ausencia Ausencia
(UFC/g)
Zanahoria 2x101°  Ausencia Ausencia Ausencia

En la tabla 18, se puede apreciar en el parametro microbiol6gico de aerobios
mesofilos 10°°(UFC/g), que, si existe presencia en todos los tratamientos, en el tratamiento
TO hubo un recuento alto en toda el area de crecimiento, mientras que en los demas
tratamientos el recuento fue bajo y facil de contar, también se puede apreciar en la tabla 18.
El recuento de mohos y levaduras 10° (UFC/g), en el tratamiento TO hubo una incidencia
significativa de los microorganismos, mientras que en los demas tratamientos hubo bajo
recuento y ausencia de los mismo.

Tabla 19. Recuento de UFC/g de E. coli, Enterobacterias y Coliformes del tratamiento con

mejor caracteristicas.

Parametros microbiolégicos  Apio 300 ppm

Escherichia coli 10 2(UFC/g) Ausencia
Enterobacterias 10 2 (UFC/g) Ausencia

Coliformes 10 2 (UFC/qg) Ausencia




En la tabla 19. se puede apreciar los resultados respecto a los parametros
microbioldgicos de Escherichia coli, Enterobacterias y Coliformes, donde no fue detectado

ninguno de estos microorganismos en las placas estudiadas.
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Capitulo V
Discusion
Pruebas fisico quimicas de los vegetales de cuarta gama

Con respecto al pH

El valor de pH en espinaca fue 7,28, considerado alto con respecto a apio y
zanahoria con 5,74 y 5,90 respectivamente. Esto se debe a la composicion nutricional que
posee cada uno de estos vegetales, la espinaca como lo explica (Huaraca, 2010), contiene
un total de 60 mg de calcio y 120 mg de sodio por 100 gr, la zanahoria esta conformada por
41 mg de calcio y 77 mg de sodio por 100 gr (FEN, 2018), y el apio tiene 35,8 mg de calcio
81,9 mg de sodio por 100 gr, como se observa, los valores de estos minerales que aportan

un matiz alcalino son mayores en espinaca.

En un estudio realizado sobre la calidad de espinaca se encuentran valores entre 6,3
— 7,2 como lo explica (Vaca, 2013), es decir que el promedio de los valores se encuentra
dentro de este rango, mientras que los resultados de apio y zanahoria son mas bajos. La
zanahoria, por un lado, en evaluacién de calidad mantuvo valores de pH que oscilaban entre
4,64y 6,92 (Bastidas & Valencia , 2015) y el apio presenta un rango de 5,3 — 6,2 (Martelo,
Cortés, & Restrepo , Redalyc., 2011), esto explica que entre las investigaciones que se
realizan para comprobar la calidad de estos alimentos, los valores de pH se encuentran

dentro de rangos normales.

En las distintas concentraciones de nisina, se encuentra diferencia significativa
siendo el pH mayor, el promedio de la dosis de 100 ppm con 6,55; mientras que el pH més
bajo es el promedio de la concentracion de 300 ppm con 5,52 segun (Campos, 2007),
sefiala que la nisina es una sustancia acida estable en soluciones de pH, la variacién del pH

de los productos que son tratados con nisina dependera notablemente de la concentracion
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de nisina y el pH de los vegetales a mayor concentracion ( ppm) de nisina el pH de los

vegetales tratados tiende a disminuir.

La influencia entre los dos factores, en espinaca con dosis de 100 y 200 ppm
sobrepasa el rango establecido en otras investigaciones con 7,62 y 8,45 respectivamente,
aungue en dosis de 0 y 300 ppm se mantiene el rango de pH con 6,50 y 6,55, lo que

probablemente evidencia que una mayor dosis en espinaca mantiene el pH.

Por otro lado, la zanahoria permanece dentro de los valores encontrados, las dosis
de 0 a 200, con un promedio de 5,97 a 6,46, sin embargo, a concentraciones de 300 ppm se

observa una disminucién del pH con un valor de 4,29.

El apio también permanece dentro del valor moderado, las concentraciones de 100,
200 y 300 ppm con 5,78 5,52 y 5,73, mientras que la dosis de 0 ppm ya no se encuentra

dentro de este rango con 6,60; en este vegetal las dosis de nisina no modifican su pH.

Con respecto ala acidez

Dentro de esta variable se encuentra la espinaca con una acidez de 0,07; que es el
valor mas bajo en comparacion con la zanahoria con 0,23 y apio con 0.18. El rango sugerido
para la espinaca se puede tomar de (Vaca, 2013), en donde se presenta un valor de 0.09-
0.20. Como se observa el resultado no coincide con este rango. Para la zanahoria se
determina que la acidez titulable es de 0,017 y 0,279 (Bastidas & Valencia , 2015) y el
resultado obtenido si se encuentra dentro del rango determinado. El apio presenta valores
de 0,24 — 0.28 (Martelo, Cortés, & Suarez, Scielo, 2011) y los datos obtenidos no se

encuentran dentro de estos limites.

En las dosis aplicadas se encontré diferencia significativa ya que los valores mas
altos se presentaron en la concentracion de 300 ppm con 0,27 y los valores més bajos se

encontraron en la dosis de 0 y 100 ppm con 0,11.
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Tomando en cuenta la influencia que presentan los factores de acuerdo a esta
variable, se observa que en espinaca la dosis de 0 y 300 ppm con 0.14 y 0.09, se
encuentran dentro del rango encontrado, mientras que las dosis de 100 y 200 no se
encuentra dentro de los valores investigados, lo que sugiere que al igual que en el pH, una

mayor dosis de nisina mantiene los valores de acidez.

La zanahoria por otro lado, demuestra su influencia con las dosis en 0, 100 y 200,
con 0,05, 0,05, 0.24, respectivamente, porque se encuentran dentro de los valores
determinados, aunque la dosis de 300 sobrepasa esos limites con 0,55, lo que sugiere que
una mayor dosis aumentaria la acidez, mientras que las dosis menores mantienen el nivel

de acidez sugerido.

En los datos de apio la Unica dosis que se encuentra dentro del rango determinado
es la de 100 ppm con 0,25; es decir que la aplicacién de nisina con otras dosis disminuye la

acidez sugerida.

Estas variaciones pueden tratarse al tipo de almacenamiento, como lo explica
(Martelo, Cortés, & Suérez, Scielo, 2011), esta investigacion acerca del apio minimamente
procesado, se basa en el monitoreo de algunos factores, entre ellos el almacenamiento al
vacio y sin vacio en 9 dias de prueba, en donde el producto sin vacio presenta
deshidratacion, y también la movilizacion de reservas organicas para la obtencion de
energia necesaria y de esta forma mantener la actividad metabdlica, igualmente asociado
con las degradaciones de los carbohidratos y la senescencia del producto, lo que provoco
diferencias significativas en los valores de acidez. En el presente estudio se almacend sin
vacio en 8 dias de prueba y se pudo observar un cambio en la estructura del producto a

comparacion de la inicial.
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Con respecto ala humedad y materia seca

Los alimentos tienen la relacién de humedad y materia seca, el porcentaje de
humedad es el agua que puede ser libre o ligada, la primera es aquella que se extrae
facilmente, mientras que la ligada es aquella que esta adsorbida sobre sus paredes o0 en su
interior, por lo que no ejerce presién de vapor y no se elimina por evaporacién
completamente, luego la materia seca es el material que queda después de la remocion del

contenido de agua.

En este estudio se determiné el porcentaje de humedad y la materia seca es su
restante, entonces se observa que la espinaca generé un porcentaje humedad de 95,61, la

zanahoria es el valor mas bajo 91,21 y el apio el mas alto con 96,97.

Otros estudios demuestran que el porcentaje de humedad de la espinaca se
encuentra en 95,34 (Vaca, 2013), lo que es acertado de acuerdo al promedio de los valores
obtenidos. El contenido de agua en el apio es de 95,8 segun (Cano , Gomez, & Oviedo
2019), mientras que el de zanahoria es de 90,70 (Bastidas & Valencia , 2015), en donde los

valores son muy cercanos a los investigados.

El estudio aplicado determina que mientras mayor es la concentracion de nisina,
menor es el porcentaje de humedad porque la dosis de 0 ppm tiene 95,16, mientras que la

de 300 ppm contiene 92,90.

Al revisar la influencia que existe entre los dos factores, la espinaca presenta valores
gue no se asemejan a los investigados, la dosis de 0, 100, 200 tienen un porcentaje de
humedad mayor con 96,30; 97,31 y 97,08, por otro lado, la dosis de 300 es menor con
91,77, para que mantenga su porcentaje de humedad no se deberia aplicar nisina, ya que 0

ppm es el dato que més se acerca al rango investigado.
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En la zanahoria todas las dosis estan relativamente cerca del valor referente, en 0,
100, 200 y 300 ppm con 92,39; 92,95; 89,29 y 90,18; aunque ninguno coincide con este

rango, el dato mas cercano se encuentra en la dosis de 300 ppm.

El apio tiene el porcentaje de humedad mas proximo al de otros autores en la dosis
de 300 ppm con 96,75; esto sugiere que mantiene un porcentaje de humedad si la dosis de

nisina es mayor.

Como se menciond con anterioridad en la investigacion realizada de apio (Martelo,
Cortés, & Suarez, Scielo, 2011) el almacenamiento sin vacio puede provocar una tendencia
a la deshidratacion, por la diferencia de potencial quimico, y por los otros fenémenos que
aportan la consecutiva senescencia del producto, por ello puede existir diferencias en los

valores con esta variable.

Con respecto a ceniza

Los valores de ceniza son mayores en espinaca con 31,6; en comparacion con
zanahoria y apio con 13,44; 18,15 respectivamente, estos resultados indican el porcentaje
de materia inorganica presente, sin embargo, otros autores presentan menor valor de ceniza
como (Puente, 2019), de un estudio realizado en espinaca con un total de 14.69. El mismo
caso se presenta en apio, puesto que el valor de ceniza propuesto es 10 segun (Ministerio
de Salud Publica, 2009). En zanahoria se presenta un estudio en donde el rango es 7,62 y
8,75 (Hernandez & Blanco , 2015), pero de igual manera no coincide con los valores

obtenidos de ceniza.

En cuanto a las concentraciones presenta diferencia porque en el tratamiento testigo
(0 ppm) el porcentaje es mayor con 23,68; mientras que las otras concentraciones se

mantienen en un rango de 19,27 a 21,72.
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En espinaca aparentemente la aplicacion de nisina disminuye el porcentaje de

ceniza, con dosis de 200 ppm presenta 27,25, mientras que con 0 ppm 35,25.

El contenido de ceniza en la zanahoria también disminuye su porcentaje con la
aplicacion de nisina porque en 0 ppm tiene 17,0, pero la dosis que se acerca a otras

investigaciones es la de 200 ppm con 10,70.

El apio presenta el mismo patrén debido a que la dosis de 0 ppm contiene un
porcentaje de cenizas de 18,80, mientras que con la aplicaciéon de nisina a 300 ppm contiene

17,17; que es el menor porcentaje.
Con respecto a los parametros microbiol6gicos

Los valores encontrados de UFC/g de aerobios (fueron notables colonias facilmente
cuantificables) para cada una de las concentraciones de nisina, esto no significa que no
haya tenido efecto, sino mas bien son el resultado de la presencia de las Bacterias acido
lacticas que conforman la nisina lo que segun (Cano , Gbmez, & Oviedo , 2019) nos indican,
gue dichas bacterias estan presentes e inhiben el efecto de otros microorganismos que son
perjudiciales para salud, sin embargo se obtuvieron buenos resultados en espinaca+300ppm
y Apio 100+ppm con un recuento significativamente menor UFC/mI 3x10® a diferencia de
los demas tratamientos, en donde concordamas con los resultados de (Castro, 2009), el
cual recalcan que a un bajo recuento de UFC/ml < 3 x 1078 tiene efecto sobre la poblacion
bacteriana total permitiendo obtener una vida util prolongada, ya que el efecto combinado de
la refrigeracion con la bacteriocina, evita el crecimiento microbiano excesivo, tal es el caso
de mohos y levaduras que en concentracion de 100 a 300 ppm existié una ausencia total,
mientras en el tratamiento (TO) donde la aplicacion de nisina fue nula se observé presencia
de aerobios mesdéfilos, mohos y levaduras (colonias incontables), esto a causa de que no

contaba con las cualidades del bioconservante.
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Recuento de UFC/g de E. coli, Enterobacterias y Coliforme que fue analizado a partir
del tratamiento con mejores caracteristicas fisicas visibles donde no se detect6 presencia de
ninguno de los microorganismos ya mencionados, (Marquéz & Garcia, 2007), mencionan
que la nisina a distintas concentraciones inhibe los agentes microbiolégicos presentes como

microfloras contaminantes en los productos.
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Capitulo VI

Conclusiones

Para el factor A (tipo de vegetal)

Se concluye que a pesar de que la espinaca posee mas estabilidad por su pH de
7,28 debido a su composicion de calcio y sodio en comparacion con los otros vegetales, la
zanahoria se encuentra dentro del rango para los parametros de calidad investigados,
siendo el caso, un pH de 5,90, en acidez se mantuvo en 0,23, en humedad se aproxima en
porcentaje con 91,21, si bien es cierto este variable no coincide con el pardmetro
investigado, pero esto puede tratarse al tipo de almacenamiento sin vacio que provoca una
tendencia a la deshidratacion, por ultimo en ceniza es el valor que més se aproxima al rango
determinado con 13,44, por lo tanto, se acepta la hip6tesis en donde se explica que el tipo

de vegetal si influye en la conservacién con aplicacion de nisina.

Para el factor B (concentracion de nisina)

Se concluye que, de acuerdo a la evaluacion de los parametros de calidad, las dosis
gue presentaron mejores resultados para la conservacion en los tres vegetales estudiados

fueron las de 100 y 300 ppm.

De igual manera debido a los analisis microbiolégicos que presentaron las
propiedades antimicrobianas de la nisina que en concentracién de 100 y 300 ppm existié
una ausencia total o minima de dichas bacterias evidenciando que estan presentes las
bacterias acido lacticas y que inhiben el efecto de otros microorganismos que son
perjudiciales para salud asi como: E. coli, Enterobacterias y Coliforme, mientras que el
tratamiento (TO) en donde no se agreg6 el bioconservante se observo presencia de aerobios

mesofilos, mohos y levaduras (colonias incontables), esto a causa de que no contaba con
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las cualidades del bioconservante, por lo que se acepta la hipétesis en donde indica que la

concentracion de nisina si influye en la conservacion de los vegetales.

Interaccion A*B

Se concluye que los mejores tratamientos mantienen los rangos de calidad
propuestos en las dos variable mas influyentes de este estudio de acuerdo al gréfico de
sedimentacion que son pH y acidez; siendo asi el tratamiento de Espinaca + 300 ppm que
presenta un pH de 6,55 lo que apunta una buena estabilidad, en acidez se mantuvo dentro
del rango estudiado con 0,09, mientras que el tratamiento de Zanahoria + 100 ppm,
present6 un pH de 6,26 y una acidez de 0,05 coincidiendo con los valores investigados.
Finalmente, el tratamiento de Apio + 100 ppm, mantiene un pH de 5,78 y una acidez de 0,25
gue se encuentra dentro de los rangos indagados, igualmente se determinan estos
tratamientos con las pruebas microbioldgicas evaluadas en donde actué de manera
significativa la nisina en los tratamientos de Apio+100 y Espinaca+300 puesto que esta
bacteria acido lactica a un pH éptimo en los vegetales es eficiente, también tiene efecto
sobre la poblacion bacteriana total permitiendo obtener una vida util prolongada, ya que el
efecto combinado de la refrigeracién con el bioconservante, evita el crecimiento microbiano

excesivo en los vegetales.
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Recomendaciones

En los productos de IV Gama o minimamente procesados se recomienda el uso de la
zanahoria, debido a que por los diferentes analisis mantienen sus caracteristicas en cuanto

a la conservacion, esto basado en investigaciones sobre parametros de calidad.

La aplicacién de nisina en dosis de 100 y 300 ppm es méas recomendable en la
conservacion de los productos de IV Gama, debido a que estas concentraciones

presentaron mejores resultados en los andlisis fisico quimicos y microbiol6gicos.

Se recomienda realizar el proceso de desinfeccidén de los vegetales en dosis
sugeridas en la presenta investigacion, para que asi no influya en los analisis

microbiol6gicos y los resultados sean reales.

Es recomendable realizar pruebas de almacenamiento para que las caracteristicas

fisicas y quimicas de los vegetales no se vean afectadas por la atmdsfera que los contiene.

Por ultimo, se recomienda realizar una investigacién en donde se determine la vida
util de los vegetales sin bioconservante y determinar la vida util del producto con el
bioconservante, ya que el mismo muestra una vida Gtil mas larga disminuyendo su oxidacion

y crecimiento microbiano.



79

Capitulo VI
Bibliografia
Ardisana , E., & Romero, E. (2020). Efecto de la nisina sobre la conservacion del helado tipo

italiano. Obtenido de Redalyc: https://www.redalyc.org/pdf/5826/582663826013.pdf

Artés, F. (febrero de 2018). Las industrias de IV gama. Generalidades Hortalizas minimamente
procesadas . Obtenido de Universidad Politécnica de Valencia:
https://www.bibliotecahorticultura.com/wp-content/uploads/2018/08/ART%C3%89S-
CALERO-Francisco.-Febrero-2018.-Las-industrias-de-IV-gama.-Generalidades.-

Hortalizas-m%C3%ADnimamente-procesadas-TC.pdf

Bastidas, R., & Valencia , S. (2015). Redalyc. Obtenido de ESTUDIO DEL EFECTO DE LA
APLICACION DE SANITIZANTES EN LA CALIDAD DE ZANAHORIA (Daucus carota L.)

de IV GAMA: https://www.redalyc.org/pdf/813/81343176023.pdf

Batista , A., Mufioz , R., & Yasky, S. (2022). Evaluacién teédrica de la exposicion dietaria a la
bacteriocina nisina como conservante natural. Obtenido de Scielo:
https://www.scielo.cl/scielo.php?pid=S0717-
751820220005004948&script=sci_arttext#:~:text=La%20nisina%20es%20un%20p%C3%

A9ptido,y%20%CE%B2%2Dmetil%2Dlantionina.

Campos, J. (2007). Antimicrobiano natural producido por fermentacion de cepas de

Lactococcus lactis subsp. lactis. . Obtenido de RAFF: https://raff.com.mx/pdf/NS.pdf

Cano, D., Gémez, A., & Oviedo , V. (Nviembre de 2019). Nisina como conservante de

alimentos. Obtenido de

https://bibliotecadigital.udea.edu.co/bitstream/10495/12939/1/CanoDaniela_2015_ Nisina

ConservanteAlimentos.pdf



80

Cano, D., Gomez, A., Oviedo, V., & Rios, A. (2015). Nisina como conservante de alimentos:

revision sistematica de la literatura. HECHOS MICROBIOLOGICOS, 1-2.

Diezma, B. (diciembre de 2016). CONTROL DE CALIDAD DE PRODUCTOS DE IV GAMA .
Obtenido de Universidad Politécnica de Madrid:

https://oa.upm.es/45649/1/INVE_MEM 2016 248062.pdf

FAO. (Enero de 2021). El Afo Internacional de las Frutas y Verduras 2021. Obtenido de FAO:

https://www.fao.org/3/cb2395en/cbh2395en.pdf
FEN. (2018). Obtenido de https://www.fen.org.es/MercadoAlimentosFEN/pdfs/zanahoria.pdf

Hernandez , R., & Blanco , D. (2015). Scielo. Obtenido de Evaluacion de polvos de zanahoria
obtenidos por deshidratacion por aire forzado a diferentes temperaturas:
https://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0718-
34292015000400010#:~:text=Contenido%20de%?20cenizas%3A%20los%20valores,%25

%20y%208%2C75%25

Huaraca, P. (marzo de 2010). UNIVERSIDAD TECNOLOGICA EQUINOCCIAL . Obtenido de
ESTUDIO INVESTIGATIVO DE LA ESPINACA, CULTIVO,PRODUCCION,
EXPLOTACION, ANALISIS DE SUS PROPIEDADESNUTRICIONALES, Y CREACION
DE NUEVAS RECETAS CULINARIAS:

http://repositorio.ute.edu.ec/bitstream/123456789/11563/1/41700 _1.pdf

Marquéz, J., & Garcia, C. (2007). Efecto de la isina sobre la microflora patégena del queso
blanco artesanal tipo“telita" elaborado en una quesera de Upata, Estado Bolivar,

Venezuela. Rev. Soc. Ven. Microbiol., 108-111.



81

Martelo, Y., Cortés, M., & Restrepo, D. (2011). Redalyc. Obtenido de Dinamica de
impregnacion al vacio en apio (Apium graveolens L.) y pepino (Cucumis sativus L.):

https://www.redalyc.org/pdf/693/69322446017.pdf

Martelo, Y., Cortés, M., & Suéarez, H. (2011). Scielo. Obtenido de DESARROLLO DE APIO
MINIMAMENTE PROCESADO FORTIFICADO CON VITAMINA E, UTILIZANDO LA
INGENIERIA DE MATRICES:

http://www.scielo.org.co/pdf/dyna/v78n165/a03v78n165.pdf

Ministerio de Salud Publica. (2009). Obtenido de RESOLUCION NUMERO 4241:
https://www.minsalud.gov.cof/sites/rid/Lists/BibliotecaDigital/RIDE/DE/DIJ/Resolucion-

4241-de-1991.pdf

Parra, R. (Junio de 2010). Bacterias Acido Lacticas: Papael funcional en los alimentos .

Obtenido de Scielo: http://www.scielo.org.co/pdf/bsaa/v8nl/v8nlal2.pdf

Prefaur, J. (Dieciembre de 2014). IV Gama, una industria alimentaria en crecimiento. Obtenido
de ODEPA: https://www.odepa.gob.cl/wp-

content/uploads/2014/12/AgroindustrialVGama.pdf

Profood. (2014). Nisina. Obtenido de
https://www.profoodinternational.com/Nisin%20(Niprosin)%20technical%Z20bulletin%20a

ssembly%202014.pdf

Puente, K. (2019). Aprovechamiento de los residuos de espinaca (Espinacea Oleracea L.)
mediante tratamiento térmico para la obtencion de fibra dietética, en el Distrito de
Palcamayo — Tarma. Obtenido de UNCP:
https://repositorio.uncp.edu.pe/bitstream/handle/20.500.12894/5566/T010_70239790_Tn

.pdf?sequence=1



82

Salgado , I., Hernandez, G., & Suarez , Y. (2020). Eficacia de métodos de desinfeccién y los
efectos sobre las propiedades. Obtenido de Scielo:

https://www.scielo.org.mx/pdf/remexcal/v11n2/2007-0934-remexca-11-02-327.pdf

Tola, J. (2016). Aplicacion de acidos organicos en lechugas frescas, como. Obtenido de
UNIVERSIDAD DEL AZUAY:

https://dspace.uazuay.edu.ec/bitstream/datos/5789/1/12109.pdf

Vaca, V. (2013). UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO. Obtenido de “Estudio de la aplicacion
de aceites esenciales de canela y clavo de olor para optimizar la calidad microbiolégica
y sensorial de cuatro tipos de hortalizas: espinaca :

https://repositorio.uta.edu.ec/bitstream/123456789/8418/1/AL%20529.pdf



