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Resumen
El presente estudio tuvo la finalidad de estudiar el efecto bioconservante de distintas bacterias lacticas
en productos carnicos crudos, siendo esta una propuesta innovadora muy importante al extender la vida
util de productos cdrnicos de paiche (Arapaima gigas) y evitar de una manera natural enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA). La investigacidn se realizé en los laboratorios de la Universidad de las
Fuerzas Armadas ESPE Sede Santo Domingo. Las bacterias probidticas se recibieron por parte de la
Universidad en estudios anteriores. Los productos carnicos elaborados a partir de la especie Arapaima
gigas fueron la mojama y la carne de hamburguesa. La solucién bacteria se preparé con caldo MRS y
suspendiendo las bacterias en un buffer de acido citrico/citrato de sodio y las concentraciones se
prepararon en funcion de la densidad éptica. El disefio experimental se basé en un modelo trifactorial
(Tipos de producto: mojama y carne de hamburguesa; Tipos de bacteria: Lactobacillus plantarum,
Lactococcus lactis y Leuconostoc mesenteroides; Concentraciones: 3x107UFC/mly 5x107 UFC/ml en un
diseino de bloques completamente al azar con 12 tratamientos y 3 repeticiones. Las variables de
respuesta del modelo fueron pH, acidez, humedad, cenizas, grasay proteina, para los grupos de
significancia se aplicd una prueba de Tukey (p<0,05). Los resultados de los analisis fisicoquimicos de: pH,
acidez, humedad, ceniza, grasa y proteina y microbiolégicos evaluados en el factor A, se encontrd una
diferencia significativa en la variable proteina, acidez, pH y grasa. En el factor B, se obtuvo diferencias
significativas en las variables pH y proteina. En el factor C, se obtuvo una diferencia significativa en la
variable proteina. En el caso de la interaccidon A*B*C, se observé una diferencia significativa en el pH, la
acidez, la grasa y la proteina. Ademds, se evalud el crecimiento de Levaduras y Aerobios después de 15
dias para mojama y luego de 7 dias para hamburguesa, obteniendo un mayor crecimiento en los
tratamientos (aOblc1) Mojama + L. C. Lactis + 5x107 UFC/ml con un valor de 5x107 UFC/mly (alb2c0)

C. hamburguesa + L. Mesenteroides + 3x107 UFC/ml con un valor de 3,8x10* UFC/m

Palabras clave: biconservante, paiche, mojama, bacteria acido lacticas.
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Abstract
The present study had the purpose of studying the biopreserving effect of different lactic acid bacteria in
raw meat products, which is a very important innovative proposal for extending the shelf life of paiche
(Arapaima gigas) meat products and preventing foodborne diseases (FBD) in a natural way. The
research was carried out in the laboratories of the Universidad de Las Fuerzas Armadas ESPE Santo
Domingo. The probiotic bacteria were received from the University in previous studies. The meat
products prepared from the Arapaima gigas species were mojama and hamburger meat. The bacterial
solution was prepared with MRS broth and by suspending the bacteria in a citric acid/sodium citrate
buffer and the concentrations were prepared as a function of optical density. The experimental design
was based on a trifactorial model (Product types: mojama and hamburger meat; Bacteria types:
Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis and Leuconostoc mesenteroides; Concentrations: 3x107
CFU/ml and 5x107 CFU/ml in a completely randomized block design with 12 treatments and 3
replicates. The response variables of the model were pH, acidity, moisture, ash, fat and protein, for
significance groups a Tukey test was applied (p<0.05). The results of the physicochemical analysis of pH,
acidity, moisture, ash, fat and protein and microbiological analyses evaluated in factor A, a significant
difference was found in the protein, acidity, pH and fat variables. In factor B, significant differences were
obtained in the variables pH and protein. In factor C, a significant difference was obtained in the protein
variable. In the case of interaction A*B*C, a significant difference was observed in pH, acidity, fat and
protein. In addition, the growth of yeasts and aerobes was evaluated after 15 days for mojama and after
7 days for hamburger, obtaining a higher growth in the treatments (aOb1c1) Mojama + L. lactis + 5x107
CFU/ml with a value of 5x107 CFU/ml and (alb2c0) C. hamburger + L. mesenteroides + 3x107 CFU/ml

with a value of 3,8x10* CFU/m.

Keywords: biconservative, paiche, mojama, acid lactic bacteria.



19

Capitulo |

Introduccion
El paiche o pirarucu (Arapaima gigas) es un pez que habita en la region amazdnica de América
latina, cuyo interés en los Ultimos afios ha aumentado, gracias a sus caracteristicas, multiples grupos
humanos han desarrollado la reproduccion y produccién de esta especie. En especifico, lo que hace a
esta especie tan apetecida por las masas es debido al costo elevado, por lo cual las capturas han

aumentado de manera notable en los Ultimos afios (Gonzales Molina, 2018, 19 - 20).

El pirarucu es aprovechado en diferentes paises como Brasil, gracias a la autorizacién del
gobierno local en cautiverio, mientras que en otros paises como Peru, Colombia, Venezuela, Bolivia y
Ecuador también se desenvuelve la produccion de esta especie, debido a que cuentan con una region

amazonica (Maia Luz, 2016, 9).

El presente trabajo estd orientado a proteger la salud de los consumidores de compuestos
guimicos dafiinos, por lo cual se plantea el uso de cepas bacterianas del género Lactobacillus que
producen “bacteriocinas”, sustancias con capacidad antimicrobiana frente a bacterias que deterioran la
calidad de los alimentos y patdgenos contaminantes. Entre las especies BAL mas destacadas en la
conservacion de alimentos tenemos a Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum, Lactobacillus casei,

Lactobacillus hilgardii, Pediococcus damnosus y Leuconostoc mesenteroides (Fouchi et al., 2021).

El creciente interés de los consumidores en la salud humana y el consumo de productos
naturales ha propiciado una demanda del uso de conservantes naturales en la industria alimentaria,
motivando asi una intensa investigacién dirigida al descubrimiento de nuevos compuestos
antimicrobianos de origen natural que brindan una gran proteccion frente a patdgenos transmitidos por

los alimentos (Fouchi et al., 2021).
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Durante afios la utilizacién de aditivos quimicos como nitritos y nitratos han sido utilizados para
evitar la oxidacion lipidica, realzar vy fijar el color y el sabor de la carne. No obstante, multiples estudios
han relacionado los nitritos con procesos cancerigenos al producir nitrosaminas. Estas ultimas se estima
que cerca del 85% son cancerigenas, debido a su capacidad de modificar la configuracién de las bases
nitrogenadas del ADN en diversos sitios de la cadena originando mutaciones (transiciones y deleciones),
impidiendo en multiples casos la separacidn de las cadenas de ADN en la sintesis o transcripcion del

mismo (Burguillos Cabrol, 2015).
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Objetivo
Objetivo General

Estudiar el efecto bioconservante de distintas bacterias acido lacticas en productos carnicos

crudos a partir de Arapaima gigas (paiche).

Objetivos especificos
e Estudiar dos tipos de productos carnicos crudos de Arapaima gigas (mojama y hamburguesa),

mediante la aplicacién de bacterias acido lacticas como bioconservante.

e Evaluar el efecto bioconservante de tres bacterias acido lacticas: Lactococcus lactis, lactobacillus

plantarum y Leuconostoc mesenteroides en la elaboracion de productos a partir de Arapaima

gigas.

e Determinar la concentracidn optima de bioconservante en la elaboracién de productos

elaborados de Arapaima gigas (mojama y hamburguesa).

e Analizar el efecto de las bacterias Acido lacticas como bioconservantes mediante analisis

microbioldgicos en los productos carnicos de Arapaima gigas.
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Hipdtesis
Hipoétesis para factor A (Producto de paiche)

HO: Los productos carnicos crudos del paiche no influyen en la bioconservacién del paiche.

H1: Los productos carnicos crudos del paiche influyen en la bioconservacidn del paiche.

Hipotesis para factor B (Bacterias)
HO: Las distintas bacterias acido lacticas no influyen en la bioconservacion de productos carnicos

crudos a partir del paiche.

H1: Las distintas bacterias acido lacticas influyen en la bioconservacidn de productos carnicos

crudos a partir del paiche.

Hipétesis para factor C (Concentracion del bioconservante)
HO: Las concentraciones de los bioconservantes no influyen en la bioconservacion de productos

carnicos crudos a partir del paiche.

H1: Las concentraciones de los bioconservantes influyen en la bioconservacion de productos

carnicos crudos a partir del paiche.

Interaccion A*B*C (Producto de paiche*Bacterias*Concentracion del bioconservante)
HO: El efecto de las interacciones entre los factores producto de paiche, bacterias y

concentracion del bioconservante no influye en la bioconservacion con bacterias acido lacticas.

H1: El efecto de las interacciones entre los factores producto de paiche, bacterias y

concentracién del bioconservante influye en la bioconservacién con bacterias acido lacticas.
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Capitulo I

Revisidn Literaria
Paiche (Arapaima gigas)
Identificacion y distribucion natural
Arapaima gigas es la Unica especie conocida de la familia Arapaimatidae del orden primitivo
Osteoglossiformes (“bonytongues”) en América del Sur (Ferraris, 2003; Berra, 2004; Lavoué & Sullivan,
2004; Nelson, 2006). Es uno de los peces mas grande de aguas dulces alrededor del mundo, alcanzando

3-4 my mas de 200 Kg (Ferraris, 2003; Berra, 2004; Nelson, 2006) (Fig 1)

Figura 1.

Pez Paiche (Arapaima gigas)

Nota: Pez paiche originario de las cuencas del rio Amazonas. Tomada de Naturalist Ec, por E. Laaz, 2022.

Regionalmente es cominmente conocido con el nombre de paiche (Peru, Ecuador, Venezuela y
Bolivia), pirarucu (Brasil y Colombia), y arapaima (Guyana). Posee una cabeza pequefia que es parte del
10% de su cuerpo. El cuerpo es alargado, cilindrico y subsecuentemente comprimido. Estd cubierto con

escamas ovales grandes y gruesas. Las aletas anal y dorsal estan al mismo nivel, cerca de la cola
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redondeada. La porcidn posterior del cuerpo posee una coloracion roja intensa (Ferraris, 2003; Saavedra
et al., 2005a; Nelson, 2006) (Figura 1).

Naturalmente el paiche se encuentra en el rio Amazonas (Berra, 2004; Hrbek et al., 2005). Esta
especie ocupa alrededor de 2 millones de km2 en las cuencas del Amazonas, compartidos entre
Ecuador, Brasil, Colombia, Peru y Venezuela (Ferraris, 2003; Saavedra et al., 2005a).

Ecologia

Investigaciones realizadas en cautiverio y ambientes naturales, se conoce que Arapaima tiene
preferencias carnivoras. Su alimentacion principalmente es de peces pequeios, decdpodos, moluscos e
insectos. Los adultos tienen mayor seleccién cuando caza sus presas y consumen aproximadamente 6%
de su masa corporal. Prefieren peces de tamafios medianos, decdpodos y algunas veces tortugas
pequefias (Carvajal-Vallejos, F. M., et al., 2011).

Para encontrar sus presas, el paiche utiliza menos el sentido de la vista, que los sentidos del
tacto y olfato que utiliza principalmente. Su alimentacién es mas intensa durante la noche y produce
una agitacidn con la cola y/o cabeza en la superficie del agua cuando una presa es succionada.
Taxonomia

Segun la (RAE., 2023), la taxonomia es la ciencia que trata de los principios, métodos y fines de
la clasificacion. Se aplica en particular, dentro de la biologia, para la ordenacion jerarquizada y
sistematica, con sus nombres, de los grupos de animales y de vegetales.

Cerca de la mitad de todos los vertebrados estan representados por peces. El 41% pertenecen a
aguas continentales, el 58% perteneciente a especies marinas y el 1% migra de agua dulce a agua salada.
De las 20,800 especies de peces que existen en la tierra los del orden Osteoglossiformes constituyen 6

de las 409 familias, 26 de los 3867 géneros y 206 de todas las especies (Pinchi Pinedo, Z. R., 2017).
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Tabla 1.

Clasificacién taxondmica del pez paiche

Clasificacion taxondmica

Orden Osteoglossiformes
Suborden Osteoglossoidei
Superfamilia Osteoglossoidae
Familia Osteoglossidae
Genero Arapaima
Especie Arapaima gigas
Nombre comun Paiche 6 picarucu

Recuperado de (Pinchi Pinedo, Z. R., 2017).

En comparacion al resto de su cuerpo, su cabeza es pequeiia. Tiene una coloracion ceniza

oscura, el borde de las escamas de color amarillo o rojizo. Sus aletas pequefias estan orientadas hacia

atras. Su lengua es una porcién dsea de 25 cm de longitud total y 5 cm de ancho. Tiene dientes filiformes

(Pinchi Pinedo, Z. R., 2017) (Figura 2).

Figura 2.
Morfologia del pez paiche

ALE A ARAL

Nota: Morfologia del pez paiche, identificando cada una de las partes del pez. Tomado de Manual

pirarucu, por M. Peldez, 2007.
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Composicidn quimica del paiche

Tabla 2.

Composicidn quimica del paiche

Composicion Porcentaje (%)
Humedad. 35%
Proteinas totales. 36.5%
Grasa bruta. 1.6%
Carbohidratos. 2.4%
Sales minerales. 24.5%
Poder energético. 1.47 cal. por 100gr

Recuperado de (Pinchi Pinedo, Z. R., 2017)
Comprende la determinacion analitica de humedad, proteinas totales, grasa bruta,
carbohidratos, sales minerales y poder energético existiendo otros, pero en cantidades menores como

son los acidos, bases, vitaminas, pigmentos, relacionados al sabor y aroma (Campos Baca, L., 2001).

Rasgos de vida

La reproduccidn del paiche se intensifica cuando las aguas comienzan a subir de nivel y las zonas
para la elaboracién de nidos estan disponibles en el bosque, pero, puede ocurrir a lo largo del afio. Se ha
sugerido que los cambios en la conductividad y pH de las aguas al comienzo de la época Iluviosa son los
factores que desencadenan la época de reproduccién en estos peces. En la regién del Amazonas, en
Brasil, la época de reproducciéon empieza desde el mes de octubre y se extiende hasta mayo. En Perd la

etapa de mayor reproduccion se da entre los meses de septiembre y diciembre. En la Amazonia
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Colombiana, se ha reportado un incremento en el indice gonadosomatico entre los meses de

septiembre a noviembre (Barrera, F., & Almeyra, B.2010).

Contenido nutricional de la carne de paiche

El paiche se ha convertido en una de las principales fuentes de proteinas para los habitantes que
se ubican alrededor de la cuenca amazdnica, su consumo colabora a mantener la cantidad necesaria de
aminoacidos exdgenos necesarios para mantener una dieta equilibrada. Posee altos contenidos de
Omega 3 y 6 acidos grasos poliinsaturados que permiten potenciar el funcionamiento del sistema
nervioso central, cardiovascular, presion arterial y la coagulacion (Loredo Reynaga, R., et al., 2011),
sumado a lo expresado que la carne de paiche se caracteriza por ser rica en proteina y baja en grasas,
con cantidades significativas de acidos grasos (Avdalov N., 2014). Posee vitaminas y minerales, siendo
considerado una de las carnes mas saludables para el consumo humano. Asi, consumir una cantidad de
100% de carne de paiche permite cubrir mas del 50% de la ingesta de proteina diaria que la
Organizacién para la Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura. Ademas de sus
caracteristicas nutricionales, presenta una textura carnica firme, de sabor neutral y una coloracién

generalmente blanca (Figura 3) (Carolsfeld J., et al., 2014).

Figura 3.

Corte diagonal de lomo de paiche

Nota: Corte diagonal de lomo paiche, observacién de la coloracion del pescado. Tomada de Naturalist

Ec, por E. Laaz, 2022.
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Bacterias Acido Lacticas (BAL)

Las BAL fueron descubiertas por el quimico Louis Pasteur (Figura 4) en 1857 mientras realizaba
estudios tras la consulta de productores de vino de la region, de por qué se les descomponia y
acidificaba el vino. Después de una corta investigacion descubrié que la substancia que lo descomponer
y acidificaba era el 4cido lactico, producto de la fermentacion lactica desencadenada por ciertos
microorganismos. El término “Bacterium acidi lactici” se debe a Weigmamn que lo propuso en 1889 al
definirlas como bacterias que forman leche acida a partir del azucar de la leche (Mora Pefiaflor, N., &

Garcia Guerrero, A., 2007).

Figura 4.

Quimico e investigador Louis Pasteur

Nota: Quimico, docente e investigador Louis Pasteur, pionero en el descubrimiento de las BAL. Tomada

de BBC News, por A. Ferndndez, 2015.

Para el afio de 1919 Orla-Jensen elaboré una monografia basandose en:

1. Criterios morfoldgicos: el grupo estaria constituido por cocos y bacilos Gram positivos,

no esporulados e inmoviles.



29

2. Criterios fisioldgicos: microorganismos que al fermentar aztcares forman
principalmente acido lactico, catalasa-negativos, microaerofilicos o anaerobios,

mesdfilos y de requerimientos nutritivos complejos. (Ferndndez, 2000).

De acuerdo con (Axelsson, 2004), desde hace siglos, la humanidad ha empleado a las BAL para la
fabricacidn y conservacion de alimentos. El descubrimiento de su accion sobre la leche fue
probablemente accidental pero su utilizacién fue perpetuada en forma de cultivos iniciadores, mediante
una simple recuperacién de una parte del medio de fermentacién para promoverla en otros alimentos y

bebidas ademds de que contribuyen a desarrollar sabor y aroma, asi como a retardar su deterioro

Estas bacterias son parte del microbiota natural de la mayoria de los alimentos y no existe
evidencia que podria ocasionar riesgos para la salud del consumidor, por lo tanto, el grupo de las
bacterias acido lacticas, como algunos de sus metabolitos son considerados como GRAS de EEUU

(Generally Recognized As Safe) por la FDA (Food and Drug Administration) (Fernandez, 2000).

Caracteristicas generales
La clasificacidn de las BAL se basa en la morfologia, en cdmo fermenta la glucosa, el desarrollo a
distintas temperaturas, la configuracion del cido lactico producido, la habilidad de crecer a altas

concentraciones de sal, tolerancia en toda la escala de potencial de hidrégeno (Axelsson, 2004).

El grupo de las BAL esta conformado por cocos, cocobacilos o bacilos Gram positivos,
generalmente inmoéviles y no esporulados, catalasa y oxidasa negativas, obtienen energia
exclusivamente por fermentacion de azlcares produciendo acido lactico como producto principal o
Unico de su metabolismo, y obtienen su energia por fosforilacidn a nivel del sustrato a la vez que oxidan
carbohidratos; no tienen un ciclo de Krebs funcional. Todas estas bacterias son consideradas anaerobias
aerotolerantes, y al contrario que las anaerobias estrictas, no son sensibles al oxigeno por lo que pueden

crecer tanto en presencia como en ausencia de él (Madigan, M. T., Martinko, J. M., Parker, J., 2004).
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El grupo de las BAL es probablemente el mds abundante y difundido en la naturaleza, debido a
la capacidad que poseen de crecer en varios sustratos y a diversas condiciones bioldgicas. Pertenecen a
los géneros Aerococcus, Alloiococcus, Carnobacterium, Dolosigranulun, Enterococcus, Globicatella,
Lactobacillus, Lactococcus, Lactosphaera, Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus,
Tetragenococcus, Vagococcus y Weissella (Monroy, M., et al., 2009). Las especies que han sido mas
utilizadas para retardar el deterioro y conservar los alimentos naturalmente son las de los géneros
Lactococcus, Leuconostoc, Lactobacillus, Pediococcus, Streptococcus y Carnobacterium, las cuales se han
logrado aislar a partir de granos, plantas verdes, productos lacteos y productos cérnicos y del tracto

digestivo de los animales y humanos (Mora Pefiaflor, N., & Garcia Guerrero, A., 2007).

Requieren gran cantidad de factores nutritivos (aminoacidos, bases nitrogenadas, algunas
vitaminas principalmente del grupo B y fuentes de carbono), es por esta razén que son muy exigentes en
su nutricién. La mayor parte de las BAL obtienen energia sélo del metabolismo de los aztcares y
compuestos relacionados fermentables, por lo cual su desarrollo estd restringido a ambientes ricos en

azucares (Leveau, J. Y., Bouix, M., 2000).

A pesar de esto, sus habitats son muy variados, pudiéndose encontrar en (Mora Pefiaflor, N., &

Garcia Guerrero, A., 2007):

e Flora normal de la superficie de material vegetal (frutas y verduras).

e Alimentos fermentados y ricos en azucares.

e Lechey derivados.

e (Cdarnicos.

e Mucosas del cuerpo de mamiferos como boca, tracto nasofaringeo, gastrointestinal y

vagina.
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Clasificacion

El grupo de las BAL estd comprendido por aproximadamente 20 géneros, aunque el grupo esta
definido con poca exactitud, todos los representantes comparten la propiedad de producir acido lactico
a partir de las hexosas. Estos géneros se clasifican de acuerdo con los metabolitos que producen en la
fermentacidn, existiendo 2 grupos, las bacterias homofermentativas, las cuales sélo producen acido

lactico y heterofermentativas las que producen 4cido lactico y otras sustancias (Jay, J.M., 2000).

Homofermentativas:

El grupo homofermentativo, estd compuesto por Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus y
Streptococcus, utiliza la ruta Embden-Meyerhoff-Parnas al convertir 1 mol de glucosa en dos moles de
acido lactico, ademas de que produce mas del 85% de acido lactico a partir de glucosa. A diferencia de
las bacterias heterofermentativas, producen lactato, CO2 y etanol a partir de glucosa usando la hexosa
monofosfato o la via de las pentosas, y asi solamente generan la mitad de la energia del grupo

homofermentativo (Garcia, C., et al., 2010).

Heterofermentativas:

Las heterofermentativas producen solamente 50% de acido lactico; fermentan 1 mol de glucosa
para formar 1 mol de acido lactico, 1 mol de etanol y 1 mol de CO2. 1 mol de ATP es generado por mol
de glucosa. Este grupo estd compuesto por un nimero de géneros que incluyen: Lactococcus,
Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc y Pediococcus. Este grupo de bacterias contiene
la enzima fosfocetolasa, pero carece de la aldolasa y de la hexosa isomerasa; asi, en lugar de seguir la via

(EMP), utiliza las vias de la hexosa monofosfato o la de la pentosa (Garcia, C., et al., 2010).

Las BAL también se clasifican segun la temperatura ideal de crecimiento en: mesofilas

y termdfilas



Mesdfilas:

Temperatura dptima de incubacion, 20-25 °C; volumen de cultivo liquido, 1-2%; tiempo de
incubacion, 18-20 horas; acidez final, 0,8% de acido lactico. Especies: Lactococcus
lactis subs lactis, Lactococcus lactis subs cremoris, Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides

(Garcia, C., et al., 2010).

Termdfilas:

Temperatura dptima de incubacion, 40-45 °C; volumen de cultivo liquido, 2-3%; tiempo de
incubacién, 2-4 horas; acidez final, 0,9% de acido lactico. Especies: Lactobacillus lactis, Lactobacillus
helveticus, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum, Streptococcus

salivarius (Garcia, C., et al., 2010).

Lactobacillus plantarum

Generalidades

La bacteria Lactobacillus plantarum tiene cumplimientos por EFSA (European Food Safety Authorities),
QPS (Qualified Presumption of Safety), GRAS (Generally Recognized as Safe), FDA (Food and Drugs
Administration). Ademas, es considerado como un microorganismo con un historial documentado de
uso alimentario. Gracias a la aprobacién de las organizaciones, se ha prestado gran atencion a
Lactobacillus plantarum para caracterizar mejor sus rasgos de seguridad y revelar sus atributos
probidticos (Seddik, H. A, et al., 2017).
Los atributos beneficiosos de los probidticos para la salud humana son diversos y ejercido por varios y
complejos mecanismos, estos atributos pueden ser locales o sistémicos (Seddik, H. A., et al., 2017). A
continuacién, las afirmaciones probiéticas de las cepas de Lactobacillus plantarum.

e Efecto reductor del colesterol.

e Manejo de trastornos gastrointestinales y prevencion de diarrea.
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e Lactobacillus plantarum en la enfermedad inflamatoria intestinal.

Figura 5.

Lactobacillus plantarum visto bajo el microscopio

Nota: Vista microscépica de la bacteria Lactobacillus plantarum. Tomada de Importancia in vitro del
probidtico Lactobacillus plantarum relacionado con el campo médico, por M. Valan
Taxonomia

Clasificacion taxondmica de L. plantarum

Tabla 3.

Clasificacidon taxondmica L. plantarum

Clasificacidon taxondmica

Dominio Bacteria

Division Firmicutes
Clase Bacili
Orden Lactobacillales

Familia Lactobacillaceae

Género Lactiplantibacillus




Clasificacidon taxondmica

Especie L. plantarum

Recuperado de (Seddik, H. A,, et al., 2017).

Lactococcus lactis

Generalidades

Lactococcus lactis ha progresado mucho desde su descubrimiento y uso inicial en la
fermentacién de productos lacteos, hasta su Aplicaciones biotecnoldgicas actuales en ingenieria
genética para la produccion de diversas proteinas recombinantes y metabolitos que trascienden la

barrera heteréloga de las especies.

Las caracteristicas deseables clave de esta bacteria intestinal no colonizadora de acido lactico
Gram positivo incluyen GRAS, propiedades probidticas, la ausencia de cuerpos de inclusiéon y
endotoxinas, visualizacién superficial y tecnologia de secrecién extracelular y una seleccién diversa de
clonacion y vectores de expresién inducibles. Esto ha hecho de L. lactis un huésped deseable y
prometedor a la par con otros sistemas bacterianos o de levadura modelo bien establecidos, como

Escherichia coli, Salmonella cerevisiae and Bacillus subtilis (Song, A. A. L., et al., 2017).

Figura 6.

Lactococcus lactis visto bajo el microscopio
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Nota: Vista microscépica de la bacteria Lactococcus lactis. Tomada de Scimat, por F. Rodriguez
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Taxonomia

Clasificacion taxondmica de L. lactis

Tabla 4.

Clasificacion taxondmica L. lactis

Clasificacion taxondmica

Dominio Bacteria
Divisidn Firmicutes
Clase Bacili
Orden Lactobacillales
Familia Streptococcaceae
Género Lactococcus
Especie L. plantarum

Recuperado de (Song, A. A. L., et al., 2017)

Leuconostoc mesenteroides
Generalidades

Las bacterias Leuconostoc mesenteroides generalmente se presentan en pares o cadenas cortas,
inmoviles, formadoras de esporas, catalasas negativo, anaerdbico facultativo, meséfilo y no producen
amoniaco a partir de arginina. Estas bacterias muestran requerimientos nutricionales complejos,

incluyendo diferentes aminodcidos.

Estos microorganismos tienen caracteristicas mesdfilas con un crecimiento éptimo entre 20 y
30°C. Se pueden encontrar principalmente en vegetales, cereales, frutas, vino, pescado, carne y

productos lacteos (de Paula, A. T., et al., 2015).



36

Figura 7.

Leuconostoc mesenteroides visto bajo el microscopio

Nota: Vista microscopica de Leuconostoc mesenteroides. Tomada de Genome Portal, por F Breidt
Taxonomia
Clasificacion taxondmica de Leuconostoc mesenteroides

Tabla 5.

Clasificacion taxondmica

Clasificacion taxondmica

Dominio

Bacteria
Division Firmicutes
Clase Bacili
Orden Lactobacillales
Familia Leuconostocaceae
Género Leuconostoc
Especie L. mesenteroides

Recuperado de (de Paula, A. T., et al., 2015).
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Bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos con actividad antimicrobiana, segregadas por un gran nimero de
bacterias para inhibir el crecimiento de otros microorganismos competidores. Generalmente, estos
péptidos actlian sobre la membrana celular (Zapata et al., 2009). Existe una gran diversidad de
bacteriocinas reportadas en la mayoria de las especies bacterianas, e incluso dentro de una misma

especie podrian producirse distintos tipos de bacteriocinas (Herrera, R. R., et al 2013).

Las bacteriocinas mas estudiadas son las producidas por BAL. Estas bacterias son reconocidas
como GRAS, las cuales participan en la fermentacién y conservacion de alimentos, mejorando su calidad
higiénica al inhibir la flora competitiva, la cual incluye microorganismos patdgenos, tales como Listeria
monocytogenes, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Clostridium botulinum y Salmonella, entre otras

(Vazquez et al., 2009).

Aplicacion de bacteriocinas en alimentos

Las bacteriocinas son producto GRAS y pueden ser usadas como bioconservantes, es por esta
razon que son de gran interés en la industria alimentaria. El estudio de éstas se ha realizado en
alimentos fermentados, como el queso, en productos carnicos integrando la bacteriocina en el envase

(Herrera, R. R., et al 2013), entre otros.

Comunmente se usan tres métodos de aplicacidn de la bacteriocina (Zapata et al., 2009):

1. Lainoculacidn directa de BAL en el alimento para producir bacteriocinas en el producto.
2. Aplicacion de la bacteriocina purificada o semipurificada como preservador en el
alimento.
3. Uso de un producto previamente fermentado con la produccion de la bacteriocina como un

ingrediente en un alimento procesado.



38

Capitulo 1l
Metodologia
Ubicacién del area de investigacion
Ubicacién Politica
Pais: Ecuador
Provincia: Santo Domingo de los Tsachilas
Canton: Santo Domingo
Parroquia: Luz de América
Sector: km 24 Via Quevedo

Ubicacion Geografica

El actual trabajo de integracion curricular se realizd en las instalaciones de la Universidad de las Fuerzas
Armadas ESPE extensién Santo Domingo; Hacienda Zoila Luz km 24 Via Quevedo, en los laboratorios de

Biotecnologia Industrial, Procesos Industriales, Bromatologia y Microbiologia Celular.

Latitud: 00° 24’ 36"

Longitud: 79° 18’ 43"

Altitud: 270 m.s.n.m



Figura 8.

Ubicacién geogréfica dénde se desarrolld la investigacion
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Nota: Mapa de la ubicacién geografica de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE sede
Santo Domingo. Tomada de Mapa ubicacion ESPE santo domingo, por V. Uday, 2014.

Ubicacion Ecoldgica

Zona de vida:

Altitud:

Temperatura media:

Precipitacion:

Humedad relativa:

Heliofania:

Suelos:

Bosque humedo Tropical

224 msnm

246°C

2860 mm/afio

85%

680 horas luz / afio -1

Francos arenoso

Fuente: Estacion Agro Meteoroldgica “Puerto Ila” Via Quevedo km 34.
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Materiales

Determinacion de pH

Tabla 6.

40

Recursos necesarios para la determinacién de pH de la mojama de paiche y hamburguesa de

paiche.

Equipos Materiales/ insumos Reactivos

Muestras

Balanza Analitica Vaso de precipitacion (250 ml) Agua destilada

Potencidémetro Vaso de precipitacion (100 ml)
Hornilla Probeta (100 ml)
Mortero
Colador

Varilla de vidrio

Mojama de paiche

Hamburguesa de paiche

Determinacion de acidez titularle

Tabla 7.

Recursos necesarios para la determinacién de acidez de la mojama de paiche y hamburguesa de

paiche.
Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Balanza Analitica Vaso de precipitacion (250 ml)  Agua destilada Mojama de paiche
Potencidmetro Vaso de precipitacién (100 ml) NaOHO,1 N Hamburguesa de paiche
Plancha de agitacion Probeta (100 ml) Fenolftaleina

Probeta (25 ml)
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Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras

Baldn de aforo (250 ml)

Soporte universal

Determinacion de humedad

Tabla 8.

Recursos necesarios para la determinacion de humedad de la mojama de paiche y hamburguesa de

paiche.
Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Balanza Analitica Mortero Agua destilada Mojama de paiche
Estufa Crisol Hamburguesa de paiche
Desecador Pinza

Espatula

Determinacion de cenizas

Tabla 9.

Recursos necesarios para la determinacién de ceniza de la mojama de paiche y hamburguesa de

paiche.
Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Balanza Analitica Mortero Agua destilada Mojama de paiche
Mufla Crisol Hamburguesa de paiche
Desecador Pinza

Espatula
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Determinacion de grasa

Tabla 10.

Recursos necesarios para la determinacién de grasa de la mojama de paiche y hamburguesa de

paiche.
Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Estufa Mortero Eter de petréleo Mojama de paiche
Balanza Pisetas Hamburguesa de paiche
Aparato Golfish Pipetas
Vasos Beacker para Algodén liofilizado
grasa.

Probeta (100 ml)

Papel filtro

Pinza universal

Espatula

Determinacion de proteina

Tabla 11.

Recursos necesarios para la determinacion de grasa de la mojama de paiche y hamburguesa de

paiche
Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Balanza Analitica Mortero Acido sulfarico Mojama de paiche

Concentrado
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Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Extractor de humo Gotero Solucion de Hamburguesa de paiche
Hidréxido de

Sodio al 35%.

Bomba de circulacion Matraz 250 ml Solucién de Acido
de agua Bdrico al 2%.
Unidad de scrubber Tubos de destilacidon Solucién de Acido
Unidad de destilacién Clorhidrico 0,1N
Agitador magnético Tabletas

Catalizadoras.

Indicador Kjeldahl.

Enriquecimiento selectivo para de las bacterias dcido ldcticas

Tabla 12.

Recursos necesarios para el enriquecimiento selectivo de las bacterias acido lacticas.

Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Cadmara de flujo laminar  Matraz Erlenmeyer (500 ml)  Caldo MRS Bacterias aisladas
Lactobacillus plantarum
Incubadora Micropipeta
Lactococcus lactis
Autoclave Asa bacterioldgica Leuconostoc mesenteroides
Balanza Tubos de ensayo

Frascos auto lavables (500ml)
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Bioconservacion de productos cdrnicos crudos

Tabla 13.

Recursos necesarios para la elaboracién del bioconservante de productos carnicos crudos.

Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Espectrofotémetro Tubos de ensayo Acido citrico Cultivo selectivo enriquecido
de BAL
Incubadora Probeta (250 ml) Citrato de
sodio

Camara de flujo

laminar

Autoclave
Centrifuga
Balanza

Potenciometro

Vaso de precipitacion (250

ml)

Mechero
Micropipeta
Asa bacterioldgica

Atomizador (500 ml)

Preparacion de la mojama de paiche

Tabla 14.

Recursos necesarios para la preparacién de mojama de paiche

Equipos

Materiales/ insumos Reactivos Muestras

Cuarto frio

Sal gruesa Agua destilada Paiche (1 Kg)

Recipiente de aluminio

Soporte de aluminio
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Preparacion de la carne de hamburguesa de paiche

Tabla 15.

Recursos necesarios para la preparacion de hamburguesa de paiche

Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Cuarto frio Tocino Agua destilada Paiche (1 Kg)
Cutter para embutido Condimento de hamburguesa Nitral
Miga de pan Proteina XT 202

Humo liquido

Almiddn de yuca

Cebolla en rama

Ajo en polvo

Sal

Recuento de poblaciones microbianas

Tabla 16.

Recursos necesarios para el recuento de poblaciones microbianas

Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Cadmara de flujo laminar  Matraz Erlenmeyer (500 ml)  Agua peptona Bacterias aisladas
Lactobacillus plantarum
Incubadora Micropipeta Petrifilm
Lactococcus lactis
Autoclave Mechero Leuconostoc mesenteroides
Balanza Tubos de ensayo

Frascos autoclavables (500ml)
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Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras

Vortex Probeta

Contador de colonias

Métodos

Obtencion de las Bacterias Acido Lacticas (BAL).

Las BAL fueron donadas por los ingenieros Jairo Cueva, Jean Mufioz y Nathaly Mora; estas
bacterias fueron: Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis y Leuconostoc mesenteroides,

respectivamente.

La bacteria Lactobacillus plantarum se obtuvo de la fermentacidn de dos variedades de café,
siendo éstas café arabico y café robusto, la bacteria Lactococcus lactis fue obtenida de la fermentacién
de la quinua roja, por otra parte, la bacteria Leuconostoc mesenteroides se la obtuvo de la fermentacién

del mosto de tuna.

Bioconservacion del paiche

Preparacion de la solucion bacteriana

Para la preparacidén de la solucion bacteriana se basé en la metodologia de (Verdezoto
Quinatoa, D. C., 2017) con modificaciones para llevar a cabo la investigacion. Se preparo 82,73g de
medio de Caldo de Agar MRS en 1,5 L de agua destilada, se calentd y agité la mezcla del caldo y agua en
un matraz, posteriormente se autoclavo por 25 minutos con una presién de 15 libras y temperatura de
121 °Cy se dejé enfriar en la cdmara de flujo laminar previo a una esterilizacién con luz ultravioleta de la

misma por 15 minutos. En la cdmara de flujo laminar se inoculd las bacterias seleccionadas con la ayuda
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del asa bacterioldgica. Se tapd el matraz con algoddn y parafilm, y se dejé incubar en la estufa por un

periodo de 24h con temperatura de 37 °C.

Después de las 24h del caldo en la estufa, se realizaron varios lavados con un buffer de citrato
de sodio-acido citrico, con un pH de 3,8. Se colocé 5 ml de buffer y 5 ml de la solucién bacteriana, se
centrifugd a 10000 rpm por 15 minutos, después de este tiempo se bota el sobrenadante y se guarda el
sedimento, se repite el procedimiento de 2 a 3 veces hasta que el sedimento sea totalmente
blanquecino, se agrega 5mL del buffer preparado para re suspender las bacterias y obtener la solucion
de BAL antimicrobianas, finalmente se regula la absorbancia deseada con el buffer citrato de sodio-acido

citrico.

Preparacion de las muestras

En el laboratorio de Procesos Industriales de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE - SD, se
prepard dos técnicas al producto del pescado crudo (mojama de paiche y carne para hamburguesa de
paiche), con la ayuda de un atomizador se rocid a la mojama y la carne para hamburguesa, dejando en

refrigeracion a 3°C durante 15 dias y 7 dias respectivamente.

Mojama de Paiche

Los filetes de pescado se dejaron en refrigeracion a 3 °C cubiertos totalmente de sal gruesa
durante 24 h con la finalidad de deshidratar al pescado. Pasado este tiempo, se realizé un lavado con
agua a los filetes para quitar el exceso de sal, se rocié a los filetes con las soluciones de bacteriocinas y

se dejo reposar durante 15 dias en refrigeracion.

Carne de hamburguesa de paiche
Se calculé la cantidad de cada ingrediente para un 500g de pescado. En el cutter para embutido
se mezclaron los siguientes ingredientes: carne de paiche, tocino de cerdo, proteina XT 202, condimento

de hamburguesa, sal, hielo, ralladura de pan, nitral, humo liquido, almidén de yuca, cebolla en ramay



ajo en polvo. Cada uno de los ingredientes se los vertio en el cutter con una diferencia de 15 segundos

para que se mezclaran correctamente y no se generen grumos; el hielo también ayuda a que esto no

suceda, también se lo vertio ocasionalmente para tener un mejor producto al finalizar.

Con la ayuda de unos moldes, se dio forma para la carne de hamburguesa, se las rocié con la

solucion de bacteriocinas y se las guardd en funda ziploc para su almacenamiento en refrigeracion

durante los siguientes 7 dias.

Disefio Experimental
Factores de estudio y niveles de experimento

Tabla 17.
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Factores y niveles a probar en el estudio de la bioconservacién de dos técnicas de carne cruda del

paiche, con tres bacterias diferentes y distintas concentraciones de la solucién bacteriana.

Factores Simbologia Niveles
Pescado crudo de Paiche (A) Ao Mojama
ax Carne de hamburguesa
Bacterias (B) bo Lactobacillus plantarum
b: Lactococcus lactis
b, Leuconostoc mesenteroides
Co Concentracién 1 (3x107UFC/ml)

Concentraciones Bioconservante (C)
C1

Concentracién 2 (5x107UFC/ml)




49

Comparacion de tratamientos

Tabla 18.
Tratamientos a comparar en el estudio de la bioconservacién de dos técnicas de carne cruda del

paiche, con tres bacterias diferentes y distintas concentraciones de la solucién bacteriana.

N° Interacciones Niveles

T1 ao bo co Mojama + Lactobacillus plantarum + 3x107 UFC/ml

T2 aobocy Mojama + Lactobacillus plantarum + 5x107 UFC/ml

T3 ao b1 co Mojama + Lactococcus lactis + 3x107 UFC/ml

T4 Ao b1y Mojama + Lactococcus lactis + 5x107UFC/ml

T5 ao by co Mojama + Leuconostoc mesenteroides + 3x107 UFC/ml

T6 Ao by Mojama + Leuconostoc mesenteroides + 5x107UFC/ml

T7 a1 bo o Carne de hamburguesa + Lactobacillus plantarum + 3x107 UFC/ml
T8 a1 bo 1 Carne de hamburguesa + Lactobacillus plantarum + 5x107 UFC/ml
T9 a1 b1 o Carne de hamburguesa + Lactococcus lactis + 3x107 UFC/ml

T10 aibic Carne de hamburguesa + Lactococcus lactis + 5x107 UFC/ml

T11 a1 b co Carne de hamburguesa + Leuconostoc mesenteroides + 3x107 UFC/ml
T12 ar b, Carne de hamburguesa + Leuconostoc mesenteroides + 5x107UFC/ml

Tipo de diseno experimental
Se aplicé un ANOVA con arreglo factorial AxBxC (2x3x2), en donde el factor A son las
concentraciones del bioconservante, el factor B las distintas bacterias utilizadas para este y el factor C

estudio las técnicas del pescado crudo.
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En el disefio experimental se aplicaron 3 repeticiones por cada tratamiento, obteniendo un total

de 36 unidades experimentales.

Anadlisis estadistico

Tabla 19.

Esquema de andlisis de varianza (ANOVA) para el estudio de la bioconservacion de dos técnicas de

carne cruda del paiche, con tres bacterias diferentes y distintas concentraciones de la solucién

bacteriana.

Fuente de variacion Formula Grados de
libertad

Pescado crudo del paiche a-1 1

Bacterias b-1 1

Concentracién bioconservante c-1 2

Pescado crudo del paiche x Bacterias (a-1)(b-1) 2

Pescado crudo del paiche x Concentracidn bioconservante (a-1)(c-1) 2
Bacterias x Concentracién bioconservante (b-1)(c-1) 1
Pescado crudo del paiche x Bacterias x Concentracion bioconservante (a-1)(b-1)(c-1) 2
Réplicas R-1 2

Error experimental gt->gl 13
Total 26
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Andlisis funcional
Para las variables que presentaron diferencia significativa en los andlisis de varianza se les aplicé

una prueba de significancia Tukey (p<0,05).

Variables evaluadas

Determinacion de pH

Dentro de un vaso de precipitacion se pesé 10 gramos de las muestras de pescado, se le afiadid
100 ml de agua destilada y se homogeneizd. Se filtré la mezcla de la muestra en un lienzo para eliminar
el tejido conectivo. Para obtener el valor del pH de la muestra se colocd el potenciémetro dentro del

vaso evitando tocar las paredes del mismo, al notar estabilidad se anoto el resultado.

Determinacion de acidez titulable

Se pesd 10 gramos de pescado y se depositd en un vaso de licuadora, se licud junto 200 ml de
agua destilada. Se filtré la muestra en un lienzo para eliminar el tejido conectivo. Lo obtenido de la
filtracidn se lo vertié en un matraz de 250 ml y se aforé con agua destilada. Del volumen total, se tomé
25 mly se la vertié en un matraz de 150 ml, se ainadié 75 ml de agua destilada y cinco gotas de
fenolftaleina. Se tituld con hidréxido de sodio (NaOH) 0,01N. Esta determinacion se la repitio tres veces.
Se prepard un blanco usando 100 ml de agua destilada, se agregd cinco gotas de fenolftaleina y se tituld.

Se utilizd la siguiente féormula para determinar el porcentaje de acidez titulable del pescado:

V;N;M
A=A
V2

Siendo:

A =Valor de la acidez en gramos.

V1 =ml de NaOH usados en la titulacion.
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N1 = Normalidad de la solucién de NaOH.
M = Peso molar del 4cido de referencia. (Acido lactico = 0.090).
V2 =Volumen en ml o masa en gramos de la muestra tomada para el andlisis.

Determinacion de humedad

En la determinacidn del porcentaje de humedad, se calento el crisol en la estufa a una
temperatura de 100 °C durante 40 minutos, posteriormente se dejé enfriar en el desecador y se pesd. Se
peso aproximadamente 2 gramos de las muestras de pescado y se los coloco en el crisol, finalmente se
llevo las muestras en el crisol a la estufa con una temperatura de 131°C durante 24 horas, se utilizé la

siguiente férmula para determinar el porcentaje de humedad del pescado:

W, - W,
%H=T*100
0

Siendo:

H = Porcentaje de humedad

W,= Peso del crisol mas la muestra antes del secado
W= Peso del crisol mas la muestra después del secado
W= Peso de la muestra en gramos

Determinacion de ceniza

En la determinacién de ceniza, se calento el crisol en la estufa a una temperatura de 100°C
durante 40 minutos, posteriormente se dejé enfriar en el desecador y se pesd. Se pesé

aproximadamente 2 gramos de las muestras de pescado, se los colocd en el crisol y se vertié unas gotas
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de aceite de oliva, se colocé en una hornilla y la muestra se quema en su totalidad. Una vez obtenida la
muestra quemada, se llevd el crisol a la mufla con una temperatura de 600°C durante 4 horas, hasta que
la muestra esté completamente en cenizas, luego se dejé enfriar en el desecador y finalmente se pesé.

Para determinar el porcentaje de cenizas se utilizé la siguiente férmula:

W, — W.
%C=T*100

0

Siendo:

C = Porcentaje de humedad

W,= Peso del crisol mas la muestra calcinada
W= Peso del crisol vacio

W= Peso de la muestra en gramos

Determinacion de grasa

Para determinar grasa, se secaron los vasos beakers en la estufa a una temperatura de 100°C
durante un periodo de 1 hora, luego se los transferiran al desecador y se los pesara una vez hayan
alcanzado temperatura ambiente. Se pesd 2 gramos de cada muestra seca sobre un papel filtro y se los
colocé en el interior del dedal, cubriéndolo con suficiente algoddn liofilizado y se colocé el porta dedal.
Se adiciond en el vaso beaker 50 ml del solvente de éter de petrdleo. Posteriormente se colocé el dedal
junto con su contenido, en el interior del vaso de beaker que contiene el solvente y se los llevd a los
anillos metadlicos del aparato de golfish (extractor de grasa). El proceso de extraccion de grasa en el

aparato de golfish tarda aproximadamente 4 horas.
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Terminada la extraccidn, se retira los vasos con cuidado del extractor de grasa, los dedales se los
separa de los vasos y, estos se los deposita en la estufa con una temperatura de 40°C durante 30
minutos o hasta que el éter de petréleo se evapore completamente, luego se deja enfriar a temperatura
ambiente en el desecador para finalmente pesar y registrar. Para determinar el porcentaje de grasa se

utilizo la siguiente féormula:

W, —W;
=2, 100
W,

%G =

Siendo:

G = Porcentaje de humedad

W,= Peso del vaso mas la grasa

W= Peso del vaso vacio

W= Peso de la muestra en gramos

Determinacion de proteina

Para determinacién de proteina se pesd aproximadamente 2 gramos de las muestras de pescado
y se los colocé en el crisol, finalmente se llevé las muestras en el crisol a la estufa con una temperatura
de 131°C durante 24 horas. A partir del pescado seco, se pesé 0,3 gramos de muestra y se los colocé en
el micro tubo, adicional a la muestra, en el micro tubo también se afadid una tableta catalizadoray 5 ml
de acido sulfarico concentrado. El proceso se realizd en el digestor kjeldahl, el cual debe llegar a una
temperatura de 400°C durante 30 minutos, luego de ese tiempo, se dejo enfriar a temperatura

ambiente, al finalizar el liquido obtuvo un color azul.
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En cada micro - tubo se adiciond 10 ml de agua destilada y se llevé al sistema de destilacion el
cual estd conectado a un matraz contenido con 50 ml de acido bdrico. Al finalizar la destilacion se

obtuvo un volumen aproximado de 150 ml el cudl se instald para iniciar el proceso de titulacion.

Para la titulacidn se utilizé 4 gotas de la solucién indicadora (solucién de rojo de metilo y
solucién de verde bromocresol) y se titulé con acido clorhidrico 0,1 N con la ayuda de un agitador

magnético. Se registré el volumen de acido consumido y se hizo los siguientes calculos:

(VHCL — VB) * 1,401 = NHCL * F
% PB = * 100
g muestra

Siendo:

1,401 = Peso atémico del Nitrégeno

NHCL = Normalidad del 4cido clorhidrico (0,1 N)

VHCI = Volumen del acido clorhidrico

F = Factor conversion (6,25)

Vb = Volumen blanco (0,3)

Recuento microbiano en placas Petrifilm™

Para determinar el recuento microbiano, se triturd 3 gramos por cada una de las muestras de
pescado. Previo a la esterilizacidn, en la cdmara de flujo laminar se realizé diluciones seriadas de hasta
10-5 con agua de peptona esterilizada en autoclave. La solucién madre o primera solucion se la preparé
con 27 ml de agua de peptona junto a los 3 gramos triturados de la muestra de pescado, los otros tubos

de ensayo contenian 9 ml de agua de peptona. De la solucidn madre se tomd 1mly se lo vertié en el
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segundo tubo de ensayo, asi hasta obtener la quinta dilucion. Se vertié 1 ml de la quinta dilucién en
petrifilms para aerobios y 1 ml en petrifilm para mohos y levaduras. El petrifilm de aerobios se llevé a
incubar en la estufa con temperatura de 37°C durante 48 horas y el petrifilm para mohos y levaduras se
incubd a una temperatura de 21°C por un periodo de 72 horas. Se aplicé la siguiente formula para

determinar el recuento bacteriano:

(UFC)_n*f
ml/ v

Siendo:
N = Numero de colonias por placa

F = Factor de dilucion

V =Volumen inoculado en la placa
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Capitulo IV

Resultados
Analisis de varianza de analisis fisicoquimicos

Andlisis de Varianza para Grasa
Tabla 20.
Analisis de varianza para grasa después de 15 y 7 dias para la mojama y carne de

hamburguesa, respectivamente.

FV SC GI M Razoén-F Valor-P

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tipo de producto 1627,58 1 1627,58 2822,18  0,0000
B:Tipo de bacteria A.L 2,58949 2 1,29474 2,25 0,1296
C:Concentraciones 0,567511 1 0,567511 0,98 0,3320
D:Repetecion 0,598289 2 0,299144 0,52 0,6024
INTERACCIONES
AB 19,8515 2 9,92574 17,21 0,0000
AC 5,84028 1 5,84028 10,13 0,0043
BC 20,6356 2 10,3178 17,89 0,0000
ABC 3,41716 2 1,70858 2,96 0,0726
RESIDUQOS 12,6876 22 0,576711
TOTAL (CORREGIDO) 1693,77 35

P<0,05

La tabla 20, muestra diferencia significativa para el factor A: (Tipo de producto), la interaccion
AB: (Tipo de producto*Tipo de bacteria A.L), la interaccion AC (Tipo de producto*Concentraciones) y la
interaccidon BC: (Tipo de bacteria A.L*Concentraciones). Mientras que, no se observa diferencias
significativas en los factores: B (Tipo de bacteria A.L), C (Concentraciones), la interaccion ABC: (Tipo de

producto*Tipo de bacteria A.L*Concentraciones) y en las Réplicas.



Andlisis de Varianza para Cenizas

Tabla 21.
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Andlisis de varianza para cenizas después de 15 y 7 dias para la mojama y carne de

hamburguesa, respectivamente.

FV Sc GI ™M Razon-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tipo de producto 0,0261361 1 0,0261361 0,06 0,8086
B: Tipo de bacteria A.L 0,337017 2 0,168508 0,39 0,6834
C: Concentraciones 0,272136 1 0,272136 0,63 0,4374
D: Repeticion 1,60772 2 0,803858 1,85 0,1812
INTERACCIONES
AB 0,320272 2 0,160136 0,37 0,6962
AC 0,0330028 1 0,0330028 0,08 0,7856
BC 1,78474 2 0,892369 2,05 0,1525
ABC 0,208239 2 0,104119 0,24 0,7892
RESIDUOS 9,57082 22 0,435037
TOTAL (CORREGIDO) 14,1601 35

P<0,05

La tabla 21 no arroja diferencia significativa para el factor A: (Tipo de producto), B: (Tipo de

bacteria A.L), C: (Concentraciones), la interaccidn AB: (Tipo de producto*Tipo de bacteria A.L), la

interaccidn AC (Tipo de producto*Concentraciones), la interaccién BC: (Tipo de bacteria

A.L*Concentraciones), la interaccién ABC: (Tipo de producto*Tipo de bacteria A.L*Concentraciones) y

las réplicas.

Andlisis de Varianza para Humedad

Tabla 22.

Andlisis de varianza para humedad después de 15 y 7 dias para la mojamay carne de

hamburguesa, respectivamente.

FV

SC

Gl M

Razon-F

Valor-P
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Fv SC GI wm Razon-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tipo de producto 6,31684 1 6,31684 0,21 0,6511
B: Tipo de bacteria A. L 86,7288 2 43,3644 1,44 0,2577
C: Concentraciones 40,7044 1 40,7044 1,35 0,2570
D: Repeticion 23,538 2 11,769 0,39 0,6806
INTERACCIONES
AB 44,6012 2 22,3006 0,74 0,4877
AC 54,1696 1 54,1696 1,80 0,1931
BC 66,1003 2 33,0501 1,10 0,3505
ABC 56,3186 2 28,1593 0,94 0,4069
RESIDUOS 661,101 22 30,05
TOTAL (CORREGIDO) 1039,58 35

P<0,05

La tabla 22 no indica diferencia significativa para el factor A: (Tipo de producto), B: (Tipo de

bacteria A.L), C: (Concentraciones), la interaccién AB: (Tipo de producto*Tipo de bacteria A.L), la

interaccion AC (Tipo de producto*Concentraciones), la interaccion BC: (Tipo de bacteria

A.L*Concentraciones), la interaccion ABC: (Tipo de producto*Tipo de bacteria A.L*Concentraciones) y

las réplicas.

Andlisis de Varianza para Acidez

Tabla 23.

Analisis de varianza para acidez después de 15 y 7 dias para la mojamay carne de

hamburguesa, respectivamente.

Fv SC GI ™M Razon-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A: Tipo de producto 0,098596 1 0,098596 63,72 0,0000
B:Tipo de bacteria A.L 0,00539817 2 0,00269908 1,74 0,1981
C: Concentraciones 0,000961 1 0,000961 0,62 0,4391
D: Repeticion 0,0029705 2 0,00148525 0,96 0,3984
INTERACCIONES

AB 0,0115722 2 0,00578608 3,74 0,0400
AC 0,0196934 1 0,0196934 12,73 0,0017
BC 0,0073215 2 0,00366075 2,37 0,1173
ABC 0,0103277 2 0,00516386 3,34 0,0542
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FV SC GI C™M Razoén-F Valor-P
RESIDUOS 0,0340435 22 0,00154743
TOTAL (CORREGIDO) 0,190884 35

P<0,05

La tabla 23 muestra los resultados obtenidos del analisis de varianza para la variable acidez. Se
obtuvo una diferencia significativa para el factor A: (Tipo de producto), la interaccién AB: (Tipo de
producto*Tipo de bacteria A.L), la interaccidn AC (Tipo de producto*Concentraciones), es decir el valor P
es menor a 0,05. Mientras que, no se obtuvieron diferencias significativas para el factor B: (Tipo de
bacteria A.L), el factor C: (Concentraciones), el factor D: (Repeticion), la interaccidn BC: (Tipo de bacteria
A.L*Concentraciones) y la interaccion ABC: (Tipo de producto*Tipo de bacteria A.L*Concentraciones), es

decir el valor P es mayor a 0,05.

Andlisis de Varianza para pH

Tabla 24.

Analisis de varianza para pH después de 15 y 7 dias para la mojama y carne de hamburguesa,

respectivamente.

FV sc GI ™M Razon-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tipo de producto 0,618844 1 0,618844 7228,98  0,0000
B:Tipo de bacteria A.L 0,00331667 2 0,00165833 19,37 0,0000
C:Concentraciones 0,0016 1 0,0016 18,69 0,0003
D:Repetecion 0,000116667 2 0,0000583333 0,68 0,5163
INTERACCIONES
AB 0,00723889 2 0,00361944 42,28 0,0000
AC 0,00284444 1 0,00284444 33,23 0,0000
BC 0,000716667 2 0,000358333 4,19 0,0288
ABC 0,0140389 2 0,00701944 82,00 0,0000
RESIDUOS 0,00188333 22 0,0000856061
TOTAL (CORREGIDO) 0,6506 35

P<0,05
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La tabla 24 presenta diferencia significativa para el factor A: (Tipo de producto), B: (Tipo de
bacteria A.L), C: (Concentraciones), la interaccion AB: (Tipo de producto*Tipo de bacteria A.L), la
interaccidn AC (Tipo de producto*Concentraciones), la interaccién BC: (Tipo de bacteria
A.L*Concentraciones) y la interaccién ABC: (Tipo de producto*Tipo de bacteria A.L*Concentraciones) y

las réplicas.

Andlisis de Varianza para Proteina
Tabla 25.
Analisis de varianza para proteina después de 15 y 7 dias para la mojama y carne de

hamburguesa, respectivamente.

FV SC GI Cw™m Razoén-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A: Tipo de producto 2814,66 1 2814,66 101637,15 0,0000
B: Tipo de bacteria A. L 167,149 2 83,5743 3017,87 0,0000
C: Concentraciones 98,6049 1 98,6049 3560,62 0,0000
D: Repeticion 0,0576167 2 0,0288083 1,04 0,3701
INTERACCIONES
AB 106,107 2 53,0537 1915,77 0,0000
AC 141,134 1 141,134 5096,36 0,0000
BC 36,5586 2 18,2793 660,06 0,0000
ABC 45,8141 2 22,907 827,17 0,0000
RESIDUOS 0,60925 22 0,0276932
TOTAL (CORREGIDO) 3410,69 35

P<0,05

La tabla 25 muestra los resultados obtenidos del andlisis de varianza para la variable proteina.
Se obtuvo una diferencia significativa para el factor A: (Tipo de producto), B: (Tipo de bacteria A.L), C:
(Concentraciones), la interaccién AB: (Tipo de producto*Tipo de bacteria A.L), la interaccién AC (Tipo de

producto*Concentraciones), la interaccién BC: (Tipo de bacteria A.L*Concentraciones) y la interaccién
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ABC: (Tipo de producto*Tipo de bacteria A.L*Concentraciones) Mientras que, no se obtuvieron

diferencias significativas en las réplicas.

Pruebas de significacion

Prueba de significacion (Tukey p<0,05) para resultados de andlisis bromatolégicos (Factor A: Producto

cdrnico crudo a partir de paiche)

Tabla 26.

Prueba de significacidn de Tukey para resultados de anélisis bromatoldgicos (Factor A)

Tipo de producto pH % Acidez %Humedad %Cenizas %Grasa %Proteina
AO: Mojama 6,19° 0,40° 26,23% 4,794 14,224 32,328
Al: Hamburguesa 5,93* 0,29" 27,07% 4,74"% 27,66° 14,64 *
Figura 9.

Prueba de significacion de Tukey para los productos cérnicos crudos a partir de paiche (Factor A)
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La figura 9 muestra los valores de Tukey (p<0,05) donde se encontrd diferencia significativa en el

pH, obteniendo el mayor valor en el grupo B con valores de 6,19. Mientras que el menor valor evaluado

corresponde a la mojama y (5,93) para la Hamburguesa.

En acidez, se encontro diferencia significativa en la mojama con un valor alto de media de (0,40)

y el menor valor evaluado para la Hamburguesa con (0,29).

En humedad no se encontrd diferencia significativa, reflejando una media para la Hamburguesa

de (27,07) y (26,23) para mojama.

En el caso d ceniza no se encontré diferencia significativa, obteniendo valores de (4,79) para la

mojama y (4,74) para la Hamburguesa.
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En grasa se encontro diferencia significativa, con el valor mas alto de media (27,06) para la

Hamburguesa y el menor valor evaluado para mojama (14,22).

Por uUltimo, en proteina expone una diferencia significativa, siendo la mojama el valor mas alto

de la media con (32,32) y Hamburguesa el menor valor evaluado (14,64).

Prueba de significacion (Tukey p<0,05) para resultados de andlisis bromatoldgicos Factor B (Tipo de

bacteria dcido Ildactica)

Tabla 27.

Prueba de significacidon de Tukey para resultados de analisis bromatolégicos para el Factor B (Tipo

de bacteria acido lacticas).

Tipos de bacteriaA. L

BO: L.B. Plantarum
B1: L.B. Lactis

B2: L.B. Mesenteroides

pH Acidez
6,06 0,35%
6,04* 0,36"
6,07% 0,33"%

Humedad Cenizas
28,834 4,63*
25,734 4,824
25,384 4,84%

Grasa Proteina
21,27* 25,11°¢

20,61* 20,44"

20,93* 24,90°

Figura 10.

Prueba de significacidon de Tukey para resultados de anélisis bromatoldgicos para el (Factor B)
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La figura 11 muestra los valores de Tukey (p<0,05) resumidos de acuerdo con las variables

evaluadas se mostro diferencia significativa en el pH y los valores mas espigados se encontraron en el

grupo B: L. mesenteroides 6,07 y L. Plantarum con 6,06. Mientras que L. lactis fue el grupo A con el

menor valor evaluado 6,04.

La acidez no refleja diferencia significativa y los valores rondan 0,36 para L. lactis, 0,35 para L.

plantarum y 0,33 para L. mesenteroides.
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La humedad no presenta diferencia significativa y los valores se encuentran entre 28,83 para L.

plantarum, 25,38 para L. mesenteroides y 25,73 para L. lactis.
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En caso de la ceniza no presenta diferencia significativa y los valores se encuentran en 4,63 para
L. plantarum, 4,48 para L. mesenteroides y 4,82 para L. lactis.

La grasa no existe diferencia significativa y los valores se encuentran entre 21,27 para L.
plantarum, 20,93 para L. mesenteroides y 20,61 para L. lactis.

La proteina muestra diferencia significativa y el valor mas alto es para el grupo C: L. plantarum
con un valor de 25,11. Mientras que el menor valor observado corresponde al grupo A: L. lactis con el

valor 20,40.

Prueba de significacion (Tukey p<0,05) para resultados de andlisis bromatoldgicos Factor C
(Concentraciones)

Tabla 28.

Prueba de significacion de Tukey para resultados de analisis bromatoldgicos (Factor C)

Concentraciones pH Acidez Humedad Cenizas Grasa Proteina

CO: 3x10/7 6,06° 0,35" 27,714 4,85* 20,81%  25,14°

C1:5x1077 6,05*  0,34" 25,58 % 4,67* 21,06*  21,83%
Figura 11.

Prueba de significacidn de Tukey para la concentracién de la solucién bacteriana (Factor C)
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La figura 11 se muestran los valores de Tukey (p<0,05) resumidos de acuerdo con las variables

evaluadas, se encontré diferencia significativa en el pH y el valor mas alto se encontré en el grupo B:
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6,06 en la concentracién 3x107 UFC/ml. Mientras que el valor mas reducido se encontré en el grupo A:

6,05 en la concentracidn 5x107 UFC/ml.
En el caso de acidez, no se encontré una diferencia significativa, observando valores que se
encuentran entre 0,35 en la concentracion 3x107 UFC/mly 0,34 en la concentracion 5x107 UFC/ml.
Para humedad no se encontré una diferencia significativa, sin embargo, se obtuvo valores que

rondan el 27,71 para la concentracién 3x107 UFC/ml y (25,58) para la concentracién 5x107 UFC/ml.
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En ceniza no se encontrd una diferencia significativa, reflejando valores que se encuentran entre
4,85 para la concentraciéon 3x107 UFC/ml y (4,67) para la concentracion 5x107 UFC/ml.

En grasa no se obtuvo una diferencia significativa y los valores circundan entre 20,81 para la
concentracién 3x107 UFC/mly 21,06 para la concentracién 5x107 UFC/ml.

En el caso de proteina se obtuvo diferencia significativa y se encontré un valor mas alto en la
concentraciéon 3x107 UFC/ml con un valor de 25,14(B) frente al valor 21,83(A) en la concentracién
5x107 UFC/ml.

Prueba de significancia de (Tukey p<0,05) para resultados de andlisis bromatoldgicos de la

(Interacciéon ABC: Concentracion * Tipo de producto * Tipo de bacteria dcido Ildcticas)

Tabla 29.

Prueba de significacidon de Tukey para resultados de analisis bromatoldgicos de la (Interaccién ABC)

k: o o
Interacciones g & A b °
- < © ]
I Q =] Q S =
o < I (&} (U} (=%
a0b0c0: Mojama + L. plantarum +
6,25 0,45  27,02% 442" 15,92¢ 36,66
3x10°7
aObOcl: Mojama + L. plantarum 0,365
6,17°¢ 26,71*  4,68% 14,90 & 34,47 "
+5x1017 £
aOb1c0: Mojama + L. lactis + 3x10°7 6,15° 0,41 24,33% 5,50* 13,90 %€ 32,84°
aOblcl: Mojama + L lactis +5x10°7 0,365
6,17°¢ i 28,34*  4,45% 11,98% 20,96 ¢
a0b2c0: Mojama + L. mesenteroides +
6,21° 0,42°% 26,85% 4,80" 13,66 "® 38,38
3x1077
aOb2cl: Mojama + L. mesenteroides + 0,385
6,18° 24,12%  4,89% 14,94 & 30,63F
5x1077 £
alb0cO: Hamburguesa+ L. plantarum +
5,89% 0,27"®* 36,20" 4,58" 27,70 °F  1496°¢

3x1077
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albOcl: Hamburguesa+ L. plantarum 0,31%8¢
5,938¢ 25,40%  4,83% 26,57 °F 14,33°
+5x10°7 b
N kS @ © i
Interacciones T S kot 2 4 o
e & £ 3 G o
T o
alblc0: Hamburguesa + Llactis +
5,95¢ 0,28"% 26,06" 4,93" 27,87 14,1378
3x10°7
alblcl: Hamburguesa + L lactis +
5,90 0,39 2420* 4,42" 28,71 FF 13,814
5x1077
alb2c0: Hamburguesa + L.
5,935 0,28"% 2581"% 4,87" 25,83° 13,85"8
mesenteroides +3x1077
alb2cl: Hamburguesa + L.
5,95¢ 0,24  24,73* 4,79" 29,29°F 16,75°

mesenteroides +5x1077

Figura 12.
Prueba de significacién de Tukey para Concentraciéon*Tipo de producto*Tipo de bacterias acido

lacticas (Interaccién A*B*C).
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La figura 12 indica diferencia significativa en pH y establece distintos grupos, de los cuales el mayor
valor se encontré en el grupo F: (aOb2c0) Mojama + L. Mesenteroides + 3x107 UFC/ml con un valor de
6,21. Mientras que los valores mas bajos se observaron en el grupo A: (alb0c0) C. hamburguesa + + L.
plantarum + 3x107 UFC/ml con un valor de 5,89 y AB: (alb1cl): C. Hamburguesa + L.C. Lactis +
5x1077 UFC/ml con un valor de 5,90.

En acidez, se encontré diferencia significativa y el valor mas alto corresponde al grupo E:
(aOb0c0) Mojama + L. plantarum + 3x107con un valor de 0,45, (aOb1c0) Mojama + L. lactis + 5x107
con un valor de 0,41, (aOb2c0) Mojama + L. mesenteroides + 3x107 con un valor de 0,42, (aOb0c1)
Mojama + L. plantarum + 5x107 con un valor de 0,36, (aOb1c1) Mojama + L. lactis + 5x107 con un valor
de 0,36 y (aOb2c1) Mojama + L. mesenteroides + 5x107 con un valor de 0,38. Mientras que los valores
bajos se encontraron en el grupo A: (alb2cl) hamburguesa + L. mesenteroides + 5x107 con un valor de

0,24, (alb2c0) hamburguesa + L. mesenteroides + 3x107 con un valor de 0,28, (alb1c0) C.
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hamburguesa + L. lactis + 3x107 con un valor de 0,28, (alb0c0) hamburguesa + L. plantarum + 3x107
con un valor de 0,27 y (alb0c1) hamburguesa + L. plantarum + 5x107 con un valor de 0,31.

En humedad no se obtuvo una diferencia significativa entre los grupos y sus valores rondaron en
un rango de 24,12 (alb0c0 hamburguesa + L. plantarum + 3x107 a 36,20 (aOb2c1) Mojama + L.
meserentenoides + 5x107con un valor de 24,12.

En ceniza no se obtuvo diferencia significancia entre los tratamientos, sin embrago los valores
oscilaron entre 5,50 para el tratamiento (aOb1¢0) Mojama + L. lactis + 3x107 a 4, 42 en (aOb0c0)
Mojama + L. plantarum + 3x107 y (alblcl) C. hamburguesa + L. lactis + 5x107.

En el caso de grasa se observo diferencia significativa y los valores mas altos se mostraron en el
grupo F: (alb2c1) hamburguesa + L. meserentenoides + 5x107 con un valor de 29,29, (alb1cl)
hamburguesa + L. lactis + 5x107 con un valor de 28,71, (alb1c0) hamburguesa + L. lactis + 3x107 con un
valor de 27,87 y (alb0c0) hamburguesa + L. lactis + 3x107 con un valor de 27,70. Mientras que los de
menores valores, se observaron en el grupo A: (aOb1c1) hamburguesa + L. lactis + 5x107 con un valor de
11,98, (a0b2c0) Mojama + L. meserentenoides + 3x107 con un valor de 13,66 y (aOb1c0) Mojama + L.
lactis + 3x107 con un valor de 13,90.

La proteina arrojo diferencia significativa y el grupo con mayor valor fue el grupo J: (aOb2c0)
Mojama + L. Meserentenoides + 3x107 con un valor de 38,38. Mientras que los valores menores se
observaron en el grupo A: (alb1lc1) Mojama + L. lactis + 5x107 con un valor de 13,81, (alb1c0) Mojama
+ L. lactis + 3x107 con un valor de 14,13 y (alb2c0) Mojama + L. meserentenoides + 3x107 con un valor

de 13,85.
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Andlisis microbioldgico
Recuento de microorganismos aerobios

Tabla 30.
Recuento de microorganismos aerobios en los tratamientos a los dias 15 para la mojama y a los

dias 7 para la carne de hamburguesa.

Tratamiento UFC/ml

Tratamiento UFC/ml
T1 3x10*
T2 1,5x102
T3 1,7x10*
T4 2x103
T5 3,2x103
T6 2,2x102
T7 3,2x103
T8 2,5103
T9 1,8x10*
T10 3,7x103
T11 3,8x10*
T12 3,3x10*

La tabla 30 muestra el niUmero de microorganismos presentes en las muestras de mojama y
hamburguesa a los 15 y 7 dias respectivamente, el conteo se lo realizé a una disolucién de
1075, Después del conteo se determiné que el tratamiento con mayor crecimiento de aerobios fue el

tratamiento T11, este tratamiento es la hamburguesa con la bacteria L. mesenteorides y una
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concentracidn de 3x107. El tratamiento con menor crecimiento de aerobios fue el tratamiento T2, este

tratamiento es la mojama con la bacteria L. plantarum y con concentracion de 5x107 UFC/ml, con un

crecimiento bacteriano de 1,5x10% UFC/ml.

Recuento de mohos y levaduras

Tabla 31.

Recuento de mohos y levaduras en los tratamientos a los dias 15 para la mojama y a los dias 7 para

la carne de hamburguesa.

Tratamiento UFC/ml
T1 1,3x1073
T2 2,2x1073
T3 1,7x10~%
T4 1,5x1072
T5 2,1x1073
T6 2,2x1072
T7 2,5x1073
T8 1,2x107%
T9 1,9x1072

T10 1,8x1072
T11 2,8x1073
T12 2,4x1073

En la tabla 31 se observa el nimero de microorganismos presentes en las muestras de mojamay

hamburguesa a los 15 y 7 dias respectivamente, el conteo se lo realizd a una disolucién de
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1075, Después del conteo se determiné que el tratamiento con mayor crecimiento de mohos y
levaduras fue el T4, el cual es la mojama, la bacteria L. lactis con una concentracién de 5x107 UFC/mly
el que menor crecimiento de mohos y levaduras se encontro fue el tratamiento T8, hamburguesa + L.

plantarum + 5x107 UFC/ml.

Andlisis de conglomerados

Figura 13.
Dendograma para los factores de estudio.
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En la figura 13 se muestra un dendrograma mediante un Cluster jerarquico donde se observan
las proximidades entre los tratamientos evaluados con respecto a los parametros fisicoquimicos (pH,

acidez, pérdida de humedad, ceniza, grasa y proteina). Se obtuvo dos estrechas relaciones, la primera



77

muestra una relacion entre los tratamientos hamburguesa + L. plantarum + 5x10”UFC/ml, hamburguesa
+ L. mesenteroides + 3x107 UFC/ml, hamburguesa + L. lactis + 3x107 UFC/ml, hamburguesa + L. lactis +
5x107 UFC/ml y hamburguesa + L. mesenteroides + 5x107 UFC/ml. En la segunda, se muestra una
estrecha relacion entre los tratamientos Mojama + L. lactis + 3x107 UFC/ml, Mojama + L.
mesenteroides + 5x107 UFC/ml, Mojama + L. plantarum + 3x107 UFC/ml, Mojama + L. plantarum +
5x107 UFC/mly Mojama + L. mesenteroides + 3x107 UFC/ml.

Por otro lado, se muestra que los tratamientos hamburguesa + L. plantarum + 3x107 UFC/mly
el tratamiento Mojama + L. lactis + 5x107 UFC/ml fueron los grupos que menor relacién presentaron

con respecto a los demas tratamientos, obteniéndose longitudes de linea de unién entre 10y 15.

Analisis de componentes principales

Tabla 32.

Matriz de correlaciones de los componentes principales evaluados.

Matriz de correlaciones

pH Acidez Humedad Cenizas Grasa Proteina
pH 1,000 ,796 -,180 ,041 -,948 ,926
Acidez ,796 1,000 -,261 -,048 -,761 ,796
Humedad -,180 -,261 1,000 -,363 ,105 -,151
Correlacion
Cenizas ,041 -,048 -,363 1,000 -,119 ,155
Grasa -,948 -,761 ,105 -,119 1,000 -,852
Proteina |,926 ,796 -,151 ,155 -,852 1,000

En la tabla 32 muestra que existen 3 correlaciones, la primera se presenta en las variables acidez
y proteina con un valor de 0,796, la segunda esta dada entre las variables pH y proteina con un valor de
0,926 vy la tercera correlacion se observo entre las variables pH y acidez con un valor de 0,796. Asi

también se encontrd tres correlaciones negativas La primera se observo entre la grasa y la proteina con
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un valor de -0,852, la segunda entre la grasa y el pH con un valor de -0,948 y la tercera entre la acidez y

el pH con un valor de -0,796.

Tabla 33.

Porcentajes de la varianza total explicada

Varianza total explicada

8 Sumas de cargas al cuadrado de la
g Autovalores iniciales extraccion
g Total % de varianza % acumulado  Total % devarianza % acumulado
1 3,602 60,042 60,042 3,602 60,042 60,042
2 1,314 21,898 81,940 1,314 21,898 81,940
3 ,705 11,757 93,697 ,705 11,757 93,697
4 ,222 3,701 97,398 ,222 3,701 97,398
5 ,139 2,312 99,710 ,139 2,312 99,710
6 ,017  ,290 100,000

La tabla 33 muestra porcentajes de varianza de los 6 componentes evaluados, en donde
los componentes con una mayor variabilidad son 1y 2. En cuanto al % de varianza de cada
componente se obtuvo un 60,042% de varianza para el componente 1y un 21,898% de varianza

para el componente 2.

Figura 14.

Gréfico de sedimentacion de los componentes principales



Grafico de sedimentacion

Autovalor
"

1 2 3 4 5 6

Namero de componente

En la figura 14 se detalla la pendiente que corresponde al nivel de variabilidad de cada una
de las variables que conforman cada componente, arrojando que el componente 1y 2 fueron los
gue cooperaron a la variabilidad de datos de todas las variables, con autovalores de 3,602y 1,314
respectivamente; En tanto que en los componentes 5 y 6 fue donde menos variabilidad entre
variables se encontrg, lo cual permite aseverar que los datos de las variables que conforman estos

componentes estan correlacionados fuertemente, ya sea de una manera positiva o negativa.

Figura 15.

Grafico de componentes en espacio rotado mediante Kaiser-varimax
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En la figura 15 detalla que tan correlacionadas estan las variables entre si. Se obtuvo una

fuerte correlacién entre la variable pH, acidez y la proteina. Asi también no se obtuvo una

correlacion entre las variables humedad, grasa y cenizas.

Capitulo V
Discusion

Las enfermedades transmitidas por alimentos ETA son muy relevantes alrededor del mundo
en los sistemas de salud publica debido a sus indices de mortalidad. Segun un estudio realizado por
(Cortés-Sanchez, A. D. J., 2018) el pescado es un alimento muy nutritivo y de facil deterioro en la

cadena alimentaria humana, convirtiéndolo en un potencial riesgo a la salud. Ante esta

problematica el uso de BAL es un serio representante en la produccién y conservacion de alimentos.

En los ultimos anos se ha acrecentado el consumo de alimentos libres de productos
guimicos utilizados como conservantes. Para esta problematica se ha demostrado que la funcion de

las bacterias acido lacticas BAL es de vital importancia, ya que ayudan a la generacién, conservacion
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e inocuidad de los alimentos a través de la produccién de metabolitos bioactivos (bacteriocinas)

(Cortés-Sanchez, A. D. J. 2018).

Un estudio realizado por (Tenea et al., 2018) donde evaluaron el efecto inhibidor de las
sustancias producidas por cepas nativas de lactococcus lactis de frutos tropicales versus un
tratamiento de Salmonella enterica ATCC 51741 Y Escherichia coli ATCC 25922 arrojé una inhibiciéon
completa alas3 h para E. coliy de 3 a7 h para§. enterica. Este resultado permite aseverar que las
cepas nativas de Lactococcus lactis tienen una excelente funcién bactericida frente a patdégenos que

comunmente se encuentran en los alimentos.

Respecto a los tipos de producto mojama y hamburguesa (Factor A)

De acuerdo con los resultados obtenidos en cuanto al pH. Las normas INEN, 2016
establecidas para carne y menudencias comestibles de animales de abasto menciona que el valor

del pH se debe encontrar en valores menores a 7 y mayores a 5,5, los valores de pH obtenidos en

mojama y hamburguesa son 6,19 y 5,93, los mismos que se encuentran dentro de estos parametros.

Asi también en un estudio desarrollado por (Granja Cedefio., 2022) obtuvo valores de pH entre 6,05

a6,44.

En el caso de la acidez se observaron valores de 0,29% para Mojama y 0,40% para la carne
de hamburguesa, en contraste con este parametro, en el estudio desarrollado por (Granja Cedefio.,
2022) en la especie O. niloticus obtuvo resultados similares de 0,24% a 0,39%. Mientras que, en la
especie O. mossambicus obtuvo resultados inferiores de 0,24% a 0,36%. Segun un estudio
desarrollado por (Cao., et al., 2015) el aumento de los valores de acidez se debe principalmente a la
accion de las bacterias acido lacticas BAL en la formacion de cido acético y acido lactico que

impiden el crecimiento de microorganismos que afectan a la salud de los consumidores de pescado.

Con respecto al porcentaje de humedad se obtuvo valores de 26,23% para Mojama y
27,07% para hamburguesa, estos valores se encuentran por debajo de los valores encontrados por
(Neira Mosquera., et al., 2020) en conservas de paiche con valores que van de 45,66% a 63,01%.

(Silva et al., 2017) mencionan que los porcentajes de humedad que van de 67% a 80% permiten
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conservar las propiedades nutricionales y a conservar la calidad de pescado impidiendo el deterioro

del musculo.

En el porcentaje de ceniza se obtuvo valores de 4,74% para la carne de hamburguesa y
4,79% para mojama, estos valores son superiores a los obtenidos en el estudio de (Neira Mosquera.,
et al., 2020) en conservas de paiche con un valor tope de 1,97%. De igual manera estos valores se
encuentran por encima del rango establecido por la FAO (2001) Organizacién de las Naciones Unidas

para la Alimentacidn y la Agricultura de 1,10% a 1,50%.

En cuanto a la grasa segln el estudio desarrollado por (Neira Mosquera., et al., 2020) en
conservas de paiche obtuvieron valores de 17,02% a 17,16% en relacion con el porcentaje de grasa
obtenida se obtuvieron diferencias marcados en cuanto a la carne de hamburguesa con un 27,66% y
14, 22% para mojama. Estos valores se encuentran en el parametro establecido por (Valls., 2007) de

0,2% a 25%.

En caso del parametro proteina en el estudio desarrollado por (Neira Mosquera., et al.,
2020) en conservas de paiche obtuvieron un valor tope de 21,06%, en relacién a los resultados
obtenidos se obtuvo una diferencia en cuanto al porcentaje de proteinas para la carne de
hamburguesa con un 14,64% y 32,32% para mojama. Mientras que segun el parametro establecido
por (Valls., 2007) que comprende del 15% al 27% para valores aceptables en proteina bruta para
filetes de pescado, la carne de hamburguesa no se encuentra en el minimo y la mojama sobrepasa

los valores de proteina bruta establecidos.

Respecto a los tipos de bacteria Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus

Plantarum (Factor B)

En el pardmetro pH se obtuvieron valores de 6,06 para L. plantarum, 6,04 para L. lactis y
6,07 para L. meserentenoides. Estos valores reportados estan entre la media de los descritos en la
normativa técnica INEN (2013). Por otro lado, en un estudio desarrollado por (Jurado Galvez., et al.,
2009) en indculos de S. carnosus y L. acidophilus reportaron que los indculos alcanzaron un pH de
3,6% Yy 3,7% en carne molida de cerdo con viabilidades de 1x10° y 1x103 UFC/mL

respectivamente.
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Con relacién a la variable acidez se obtuvieron valores de 0,35% para L. plantarum, 0,36%
para L. lactis y 0.33% para L. meserentenoides. Estos valores son superiores a los encontrados por
(Mufoz Guzman., 2022) aplicando L. lactis en la conservacién de brécoli y calabacin obteniendo
valores de 0,13% a 0,19%. La acidez se ve influenciada por la produccién de acidos organicos por
parte de la bacteria L. lactis, ya que al emplear una cantidad elevada de UFC/ml propicia una

formacién exponencial de los mismos.

En el caso del pardmetro Humedad se obtuvieron valores de 28,83% para L. plantarum,
25,73% para L. lactis y 25.38% para L. meserentenoides. Segun una investigacién desarrollada
por (Chavez., 2015) establece que el contenido maximo de humedad es de 75,84%, comparando con

los resultados obtenidos se demuestra que estamos dentro de lo establecido por dicho autor.

Para la variable ceniza se obtuvieron valores de 4,63% para L. plantarum, 4,82% para L.
lactis y 4.84% para L. meserentenoides. Estos valores son superiores al rango que ofrece la (FAO.,

2001) de 1,02% a 1, 50%.

En el pardmetro grasa se observaron valores de 21,27% para L. plantarum, 20,61% para L.
lactis y 24.93% para L. meserentenoides. Segun un estudio realizado por (Chavez., 2015), se

obtuvieron valores superiores al porcentaje maximo de grasa establecido de 17% para el paiche.

En la proteina se observaron valores altos de 25,11% para L. plantarum, 20,44% para L. lactis
y 24.90% para L. meserentenoides. De acuerdo con (Neira M., et al., 2020) en la elaboracién de
conservas de paiche obtuvieron un valor tope de 21,06%, siendo los mejores valores obtenidos por

las bacterias L. plantarum y L. meserentenoides.

Respecto a las concentraciones 5x107 UFC/mly 3x107 UFC/ml (Factor C)

En este estudio los valores de pH obtenidos fueron alrededor de 6,05 y 6,06 en las dos
concentraciones 5x107 UFC/mly 3x107 UFC/ml. Valores que estan por debajo de lo reportado por
(Granja Cedefio., 2022) quien presenta valores tratados con 10,15% y 20% de cloruro de sodio y BAL
obtuvo valores superiores a los reportados en el dia 10 con valores entre 6,09 a 6,23, concordando

con la normativa técnica (INEN., 2013).
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En el caso de los valores de acidez fueron de 0,34 % para una concentracién de 5x107
UFC/ml y de 0,35% para una concentracién de 3x107 UFC/ml, en relacién con el estudio realizado
por (Granja Cedefio., 2022) con tratamientos tratados con 10,15% y 20%, donde obtuvo valores
similares de acidez de 0,34% a 0,39%. Segun el estudio de (Rodriguez., et al., 2009) los valores de
acidez controlan el estado de deterioro del pescado, aportando que a menor acidez mayor es la

rancidez del pescado.

De acuerdo con los valores de humedad obtenidos de 27,71% para la concentracién de
3x107 UFC/ml y 25,58% para la concentracién de 5x107 UFC/ml. Se obtuvieron resultados
inferiores en relacion con la investigacion de (Granja Cedefio., 2022) con tratamientos tratados con
10,15% y 20% de BAL al dia 10, donde obtuvo valores de 73,66% a 76, 74% y de igual manera se

contrasta con los resultados de la investigacion de (Mera., 2015).

En la variable cenizas, se obtuvo valores de 4,67% para la concentracién de 5x107 UFC/ml a
4,85% para la concentracion de 3x107 UFC/ml, estos valores se encuentran sobre el rango
establecido por la FAO (2001) que va de 1,02% a 1,50%. Asi también difiere de los valores obtenidos
por (Granja Cedefio., 2022) de 1,03% a 1,45%.

En el pardmetro grasa se obtuvo valores de 20,81% para la concentracién de 3x107 UFC/ml
a 21,06% para la concentracion de 5x107 UFC/ml. Estos valores concuerdan con el valor nutritivo
aceptable de pescado de 0,2% a 25% de grasa establecido por (Valls., 2007). Asi como se muestra
una variacion en los valores de (Granja Cedefio., 2022) en la variable grasa con valores de 4,04% con
el 20% de cloruro de sodio con BAL, 3,45% con el 10% de cloruro de sodio con BALy 4,73% con el

15% de cloruro de sodio con BAL.

En el caso del parametro proteina se obtuvo valores con una diferencia significativa de
21,83% para la concentracién de 5x107 UFC/ml a 25,14% para la concentracién de 3x107 UFC/ml.
Estos resultados son superiores al rango encontrado por (Contreras y Cardiles., 2013) de 16,5% a

18,4%. Sin embargo, se encuentra en el pardmetro establecido por (Valls., 2007) de 15% a 39%.

Respecto a la interaccion A*B*C (Tipos de productos* Concentraciones* Tipo de bacteria)

En el pH se observd una diferencia significativa entre los tratamientos, se obtuvo un valor

mayor de pH en los siguientes tratamientos (aOb2¢c0) Mojama + L. mesenteroides + 3x107 UFC/ml,
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con un valor de 6,21. Por otro lado, se obtuvo un menor valor para los tratamientos (alb0c0)

hamburguesa + L. plantarum + 3x107 UFC/ml con una media de 3,75.

En el caso de la acidez titulable se encontré una diferencia significativa entre los
tratamientos, obteniendo un mayor valor de media para el tratamiento (a0b0c0) Mojama + L.
plantarum +3x107 UFC/ml con un valor de media correspondiente a 0,45%. Por otra parte, se
obtuvo un menor valor de media para el tratamiento (alb2c1) hamburguesa + L. meserentenoides +
3x107 UFC/ml con un valor de 0,24%. Segun (Parra., 2010) la acidez involucra directamente la
formacién de acidos organicos como acido acético y acido lactico por parte de las bacterias acido

lacticas BAL.

En los resultados de humedad se obtuvo un mayor valor de media para el tratamiento
(alb0c0) hamburguesa + L. plantarum + 3x107 UFC/ml con una media de 36,20%. Asi también, se
obtuvo un menor valor de media para el tratamiento (aOb2c1) Mojama + L. meserentenoides +
5x107 UFC/ml con un valor de 24,12%. Segun (Chévez., 2015) el tope maximo para la humedad del
paiche esta en 74,85%, al cotejar los valores obtenidos con los del autor se demuestra que los

valores estan dentro del rango establecido.

En los valores de cenizas se obtuvo un mayor valor de media para el tratamiento (aOb1c0)
Mojama + L. lactis + 3x107 UFC/ml con un valor de 5,50%. Por otro lado, se obtuvieron dos valores
con un menor valor de media correspondientes a los tratamientos (aOb0c0) Mojama + L. plantarum
+3x107 UFC/mly (alblcl) hamburguesa + L. lactis + 5x107 UFC/ml con un valor de media de
4,42%. Segun Neira Mosquera et al (2020) en un estudio de conservas de paiche el valor tope para la
ceniza es de 1,97%, por lo cual al comparar los valores obtenidos con los del autor se observan

valores superiores que también no son lo recomendable por la FAO (2001).

En la variable grasa total el tratamiento (alb2cl) y hamburguesa + L. meserentenoides +
5x107 UFC/ml presentd el porcentaje mas alto de grasa con 29,29% vy el tratamiento (aOb1c1)
Mojama + L. lactis + 56107 UFC/mI obtuvo el porcentaje menor de grasa con un valor de 11, 98.

Estos valores se encuentran dentro del rango establecido por (Valls., 2007) de 0,2% a 25%.

En el pardmetro proteina, el tratamiento (a0b2c0) y Mojama + L. meserentenoides +
3x107 UFC/ml presentd el porcentaje de proteinas mas alto con un valor de 38,38%, mientras que

el tratamiento (alblcl) hamburguesa + L. lactis + 5x107 UFC/ml, presentd el porcentaje de



proteinas mas bajo con un valor de 13, 81%. Estos resultados sobrepasan y faltan para comparar con

los valores establecidos por (Contreras y Cardiles., 2013) de 16,5% a 18,4%.

Capitulo VI

Conclusiones

Respecto a los tipos de producto C. hamburguesa y Mojama (Factor A)

La elaboracidn de distintos productos a partir del paiche, se lo realizé con una técnica de
salazdn que consiste en deshidratar la carne con sal para que la conservacion de este se prolongue

por mas tiempo.

En base a los distintos andlisis fisicoquimicos realizados a la carne de hamburguesa y

mojama, se pudo determinar que los valores en cuanto a las variables de pH son 6,19 y 5,93, acidez
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con 0,40% vy 0,29%, y grasa con 14,22% y 27,66%, para mojama y hamburguesa respectivamente
cada uno de los valores, siendo estos datos reportados, éptimos para la bioconservaciéon de

productos carnicos de paiche (Arapaima gigas) con bacterias acido lacticas (BAL).

Respecto a los tipos de bacteria Lactococcus lactis, Leuconostoc mesenteroides y Lactobacillus

plantarum (Factor B)

Analizando los resultados, se obtuvieron los siguientes valores de pH en cada una de las
bacterias, 6,06 para L. plantarum, 6,04 para L. lactis y 6,07 para L. meserentenoides, los cuales estan
dentro del rango segun (Jurado Galvez., et al., 2009). La acidez se ve influenciada por la produccién
de acidos orgdnicos, los cuales se obtuvieron valores de 0,35% para L. plantarum, 0,36% para L.
lactis y 0.33% para L. meserentenoides, estan ligeramente por arriba del promedio segun (Jurado

Galvez,, et al., 2009), esto es debido al aumento de la produccidn de acido orgéanicos.

Los valores obtenidos de humedad y proteina estan dentro de los rangos, siendo estos:
28,8% para L. plantarum, 25,73% para L. lactis y 25.38% para L. meserentenoides en el caso de
humedad y 25,11% para L. plantarum, 20,44% para L. lactis y 24.90% para L. meserentenoides para
los valores de proteina. A diferencia de los resultados obtenidos en ceniza y grasa, siendo 4,63%
para L. plantarum, 4,82% para L. lactis y 4.84% para L. meserentenoides y de 21,27% para L.
plantarum, 20,61% para L. lactis y 24.93% para L. meserentenoides, respectivamente para cada uno

de los paradmetros.

Respecto a las concentraciones 5x107 UFC/ml y 3x107 UFC/ml (Factor C)

De acuerdo con los distintos andlisis realizados a la carne de hamburguesa y mojama, se
pudo determinar que las concentraciones de 5x107 UFC/ml obtuvo mejores valores en las variables
de acidez con 0,34%, grasa con 21,06% y proteina con 21,83%, siendo estos valores éptimos en el

caso del parametro acidez para controlar el estado de deterioro del pescado.

Los valores de acidez y grasa estuvieron dentro de los parametros en la investigacidon de
(Granja Cedefio., 2022); para acidez fueron de 0,34% y 0,35% y en grasa entre 20,81% y 21,06%, por
otro lado, los analisis realizados para humedad, ceniza y proteina que no estan dentro de los rangos
obtenidos por (Granja Cedefio., 2022); para humedad, los valores obtenidos fueron de 27,71% vy

25,58% mientras que los rangos de la investigacidon de Granja fue de 10,15% y 20%, en el caso de
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ceniza los valores obtenidos fueron de 4,67% vy 4,85% mientras que los rangos de la investigacion

de Granja fue de 1,02% y1,5%

Para el analisis microbiolégico, se concluye que los tratamientos que se utilizaron en
solucién bacteriana al 5x107 UFC/mly 3x107 UFC/ml el crecimiento de mohos y levaduras fue

minimo después de la aplicacion.

Por lo tanto, analizados los resultados se llega a la conclusién que se rechaza la hipétesis alternativa
y se acepta la nula, determinando que las concentraciones que se aplicaron no generan diferencia

significativa al momento de la aplicacion de las bacteriocina

Respecto a la interaccion A*B*C (Tipos de productos* Concentraciones* Tipo de bacteria)

De acuerdo con los analisis fisicoquimicos realizados a los productos céarnicos; los mejores
tratamientos para cada uno de los analisis fueron: al analizar el pH, el mejor tratamiento fue
(aOb2c0) mojama + L. mesenteroides + 3x107 UFC/ml con un valor de 6,21, teniendo una media

entre 6,05 a 6,44 (Sulistiani y Handayani., 2018).

Después de obtener los resultados de los analisis en acidez titulable, si bien, estuvo por
debajo de la media (10,15% y 20%) (Valls., 2007), el mejor tratamiento fue (a0b0c0) Mojama + L.

plantarum + 3x107 UFC/ml con un valor de 0,45%.

En los resultados de humedad, se obtuvo un mayor valor de media para el tratamiento
(a1b0c0) hamburguesa + L. plantarum + 3x107 UFC/ml el cual fue de 36,20%, aunque esta por
debajo de la media, siendo de 73,66% a 76, 74% (Granja Cedefio., 2022).

En los valores de cenizas se obtuvo un mayor valor de media para el tratamiento (aOb1c0)
Mojama + L lactis + 3x107 UFC/ml con un valor de 5,50%, aunque los valores estan muy por encima

de la media obtenida por (Granja Cedefio., 2022) entre 1,03% a 1,45%.

En la variable de grasa total, el tratamiento (alb2cl1) hamburguesa + L. meserentenoides +
3x107 UFC/ml presentd el porcentaje mas alto de grasa con 29,29%. Comparando con los valores

obtenidos, que fue de 0,2% a 30% de grasa establecido por (Valls., 2007).

En el pardmetro de proteina, el tratamiento (aOb2c0) Mojama + L. Meserentenoides +
3x107 UFC/ml presentd el porcentaje de proteinas con un valor de 38,38%, encontrandose en el

parametro establecido por (Valls., 2007) de 15% a 39%.
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Recomendaciones

Segun los tipos de producto evaluados mojama y carne de hamburguesa se recomienda la
aplicacidon de bacterias acido lacticas: L. plantarum, L. mesenteroides y L. lactis en los dos productos
carnicos, debido a que los valores de acidez fueron de 0,29 % para mojama y 0,40% para
hamburguesa, impidiendo el crecimiento de microorganismos que afecten la salud de los

consumidores.

En cuanto a los tipos de bacterias utilizadas se recomienda la utilizacién de la bacteria L.
plantarum, considerando que los resultados del efecto bioconservante son mejores que los
reportados por L. mesenteroides y L. lactis, ya que al compararlo con otras investigaciones refleja

valores de proteina, Phy acidez superiores a los reportados.

Con respecto a las concentraciones aplicadas en este estudio es recomendable aplicar la

concentracién de 3x10’UFC/ml, debido a que reporta valores de 6,06 para pH y 25,14% para
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proteina elevados a los encontrados en la concentracién 3x10’UFC/ml, lo que favorece al control del
estado de deterioro de pescado, puesto que los valores de pH contribuyen a la conservacidn del

pescado.

Capitulo VI
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