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I INTRODUCCION

Palabras clave: recubrimiento, quitosano, queso.

En la actualidad existe una gran variedad de productos lacteos que diariamente se
producen a nivel mundial, sin embargo, hay grandes pérdidas generadas por el
deterioro o contaminacion de los mismos. En el caso de los quesos frescos la vida
de anaquel es mucho més corta debido a su alto contenido de humedad, en fresco
es la principal forma de consumo de los quesos, por lo que se buscan alternativas
nuevas para su conservacion, sin que pierdan calidad y que proporcionen al
consumidor un alimento inocuo. Una alternativa de conservacion del queso es la
aplicacion de un recubrimiento comestible, hecho a base de un carbohidrato
(quitosano) el cual reduce el crecimiento de hongos y bacterias. El quitosano, es
un producto extraido del exoesqueleto de los crustaceos (cangrejos, gambas,
langostas, etc.) y tiene muchos usos en la industria farmacéutica, agricola y
alimentaria. La adicion de recubrimientos comestibles no es con la finalidad de
sustituir al empaque sino para que actden en conjunto, mejorando la calidad del

producto.

Los beneficios de los recubrimientos a base de polisacaridos son: a) Retencion de
sabor, acidos, azlcares, textura y color, b) mayor estabilidad durante el embarque
y almacenamiento, c) mejor apariencia y d) reduccion de pudriciones ya que

reduce la posibilidad de que las condiciones anaerdbicas se presenten.

La finalidad de la presente investigacion fue evaluar el efecto de los
recubrimientos comestibles a base de quitosano para extender la vida util y

mantener la calidad y seguridad del queso asadero.



1.1 JUSTIFICACION

El Oaxaca es un queso fresco cuyo contenido de agua es relativamente elevado,
cercano a 50% en peso. En cuanto a su composicion bromatolégica basica, es
dificil fijarla con precision ya que existen multiples factores que la afectan, por
ejemplo: el grado de descremado de la leche, la acidez original y la maduracién de
ésta, la variacion estacional de sus componentes (v.g. de caseina y grasa),

etcétera.

La finalidad es regular el contenido de humedad del queso y protegerlo contra
microorganismos Yy otros contaminantes, para protegerlo contra los dafios
materiales que pudiera sufrir durante el transporte y la distribucién y/o para darle
un aspecto concreto (por ejemplo, un determinado color).El recubrimiento se
distingue facilmente de la corteza, ya que estd hecho con un material distinto del
gueso y muy a menudo se puede eliminar frotandolo, raspandolo o despegandolo.
Un carbohidrato utilizado para la formulacién de los recubrimientos comestibles es
el quitosano, el cual tiene propiedades de barrera al oxigeno ademas de tener
actividad bacteriana y fungicida contra algunos patégenos.



1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general
Disefiar y evaluar el efecto de un recubrimiento comestible en la estabilizacion y

extension de vida de anaquel de queso asadero.

1.2.2 Objetivos especificos
e Analizar el efecto de un recubrimiento comestible en queso asadero a base

de quitosano para alargar la vida de anaquel.
e Evaluar sensorialmente los pardmetros de color, sabor, olor y textura.
e Analizar las caracteristicas fisico-quimicas del queso.

e Determinar el crecimiento microbiano de bacterias, hongos y levaduras.

1.3 Hipotesis
La aplicacién de un recubrimiento comestible de quitosano alargara la vida de

anaquel del queso asadero.



I REVISION DE LITERATURA

2.1 Rasgos Generales del Queso Oaxaca
Este es un queso de gran aprecio por los consumidores de distintos estratos

sociales en varios estados del pais. Se conoce con otras denominaciones como

quesillo (por ejemplo, en Chiapas), queso de hebra, y queso de bola.

Se presenta en “bolas” o madejas, de distinto tamafio elaboradas con una tira de
la pasta ya hilada. El peso puede oscilar entre unos cuantos gramos (v.g. unos

30), hasta varios kilogramos.

Es un queso fresco, cuya vida de anaquel puede situarse hasta en unas 2
semanas, dependiendo del empaque y las condiciones de conservacion en
refrigeracion. Puede considerarse un queso tanto de clima templado como tropical,
en este caso, se elabora con leche de ganado de doble propésito, del sistema

lechero extensivo.

La fabricacién del Oaxaca requiere mucha destreza, ya que es necesario controlar
la acidez de la leche, la acidificacién de la cuajada, la determinacién del “punto de
hebra”, y el amasado de la pasta. Un punto critico para su elaboracién estriba en
lograr una pasta con pH entre 5.1 y 5.3, o de la cual exude suero cuya acidez
titulable se ubique entre 32 y 36 °D (esto, cuando la masa no se haya secado

mucho todavia).

2.2 Composicién

El Oaxaca es un queso fresco cuyo contenido de agua es relativamente elevado,
cercano a 50% en peso (Cuadro 1). En cuanto a su composicién bromatolégica
basica, es dificil fijarla con precision ya que existen mdultiples factores que la
afectan, por ejemplo: el grado de descremado de la leche, la acidez original y la
maduracion de ésta, la variacion estacional de sus componentes (v.g. de caseina

y grasa), etcétera.

Estos factores no solamente influyen en la composicion del producto sino también
en su rendimiento, el cual se sitta entre 9 y 10 kilogramos por 100 litros de leche.
4



Cuadro 1.- Composicion fisico-quimica (%), pH y aw del queso asadero.

Caracteristicas fisico-quimicas Media + DE
Humedad 50.82
Materia grasa 22.4
Proteina 21.3
Cenizas 3.6
Lactosa 0.1
pH 5.02
Ay 0.973

(Larios, 2007)
aw: actividad de agua

2.3 Microbiologia del queso

El queso es un ecosistema en cambio continuo tanto en cuanto a los factores
externos de conservacion-maduracion como a los intrinsecos como la composiciéon
y la microbiologia. El queso contiene elevados contenidos microbianos que

juegan un papel importante en sus caracteristicas de calidad (Cogan, 2000).

En el qgueso se producen reacciones bioquimicas e interacciones microbianas, la
presencia de la bacterias en los quesos depende de la contaminacion microbiana
de la leche, la acidificacion de la misma previa a la elaboracion del queso, los
tratamientos térmicos de la leche, el uso de cultivo iniciador, las condiciones del
proceso, principalmente en cuanto a tiempos, temperaturas y condiciones

higiénicas.

Los microorganismos mas importantes para recuento en quesos son: Coliformes,
Staphylococcus aureus, hongos vy levaduras, Salmonella y Listeria
monocytogenes.



2.3.1 Staphylococcus

Los estafilococos son bacterias Gram-positivas esféricas que se producen en
racimos microscopicas parecidas a uvas, presentes en la nariz y la piel de los

seres humanos normales.

Staphylococcus aureus forma una colonia de color amarillo bastante grande en
medio rico, son anaerobios facultativos, que crecen por la respiracion aerobia o

por fermentacidén que produce acido lactico, principalmente.

Las bacterias son catalasa-positivos y negativos oxidasa. S. aureus puede crecer
en un rango de temperatura de 15 a 45 grados y en las concentraciones de NacCl
de hasta un 15 por ciento. Casi todas las cepas de S. aureus produce la enzima

coagulasa y siempre un potencial patégeno.

2.3.2 Mohos y levaduras

Los mohos y levaduras estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza y se
pueden encontrar formando parte de la flora normal de un alimento, o como
agentes contaminantes y en los equipos sanitizados inadecuadamente,
provocando el deterioro fisicoquimico de éstos, debido a la utilizaciébn en su
metabolismo de los carbohidratos, &cidos organicos, proteinas y lipidos originando
mal olor, alterando el sabor y el color en la superficie de los productos
contaminados. Ademas los mohos y levaduras pueden sintetizar metabolitos
toxicos termoresistentes, capaces de soportar algunas sustancias quimicas, asi
como la irradiacion y presentan capacidad para alterar sustratos desfavorables,
permitiendo el crecimiento de bacterias patdgenas.

Las levaduras son microorganismos cuya forma dominante de crecimiento es
unicelular. Poseen un ndcleo y se multiplican por reproduccion sexual o asexual,
por gemacion o por fision transversal. La reproducciéon sexual cuando ocurre, es

por medio de ascosporas contenidas en un saco 0 asca.



Los mohos son un grupo de hongos microscopicos pertenecientes al reino Fungi,
que se caracterizan por tener un cuerpo formado por estructura filamentosa con
ramificaciones, que se conocen con el nombre de hifas, el conjunto de hifas
constituye el micelio, carecen de clorofila, se alimentan por absorcién pudiendo
propagarse por esporas flageladas o no, las paredes celulares pueden ser de
queratina, celulosa o mananos. Crecen formando colonias en un medio selectivo a
25 °C.

2.3.3 Salmonella

El género Salmonella se incluye en la familia Enterobacteriaceae, integrada por
bacilos Gram negativos anaerobios facultativos. Poseen, por lo tanto, las
caracteristicas generales de las enterobacterias: son fermentadores de la glucosa,

catalasa positiva, oxidasas negativo y suelen ser moviles.

Salmonella spp es un microorganismo que se adapta muy bien a los animales y a
las personas. Cuando llega a los alimentos es capaz de multiplicarse en cualquier
producto fresco a una velocidad muy elevada, ya que puede duplicar su numero
cada 15 6 20 minutos si la temperatura es elevada (superior a 20° C). Si los
alimentos no se refrigeran rapidamente y a baja temperatura (el limite de
crecimiento estd en 6° C) el microorganismo se multiplica, con el consiguiente
riesgo para los consumidores. Sin embargo, posee una escasa capacidad de

multiplicacion si no existe oxigeno.

2.3.4 Listeria

El género Listeria agrupa bastones Gram positivos, no esporulados, aerobios-
anaerobios facultativos. Desarrollan entre menos de 0.4°C y 45 °C; es decir,
pueden crecer a temperatura de refrigeracion. Son psicroétrofos, catalasa positiva,
oxidasa negativos y B hemoliticos en agar sangre. Toleran concentraciones

elevadas (10 %) de cloruro de sodio y son moviles a 25°C pero no a 35 °C.



2.3.5 Coliformes

El grupo coliforme se define como todas las bacterias Gram negativas en forma
bacilar que fermentan la lactosa a temperatura de 35 a 37 °C, produciendo acido y
gas (COy) en 24 horas, aerobias o anaerobias facultativas, son oxidasa negativa,
no forman esporas y presentan una actividad enzimatico de la B-galactosidasa
(Ministerio de salud, 1998). Y uno de los mas importantes es Escherichia coli.

Escherichia coli originalmente llamada Bacterium comune, fue aislada por primera
en 1985 a partir de heces de nifios: son bacilos estrechos de 1,1 a 1,5 um de
diametro y de 2 a 6 um de longitud, se encuentran solos en parejas Gram
negativos, moviles por flagelos peritricos o inmadviles, anoxigenicos facultativos,
poseen metabolismo respiratorio y fermentativo. (Leminor, 1994). Pertenece a la

familia Enterobacteriaceae.

Escherichia coli es un organismo mesofilo tipico que crece a temperaturas de 7 a
10 °C hasta 50°C, con una temperatura optima de 37°C, aunque es capaz de
resistir almacenamiento en refrigeracion (4°C). Un pH casi neutro es Optimo para
su crecimiento, aunque puede crecer a pH inferiores a 4.4. Su actividad acuosa

(aw) minima de crecimiento en 0.95 (Adams y Moss, 1997).

2.4 Recubrimientos comestibles

Segun la Food and Drug Administration (FDA) de EEUU (FDA, 2006), los
recubrimientos comestibles son aquellos formados a partir de formulaciones que
contengan aditivos permitidos para su uso alimentario. Entre esos aditivos
alimentarios, la Directiva 95/2/CE (1995) incluye los siguientes: goma arabiga,
goma xantana, glicerina, pectinas, celulosa y sus derivados (metilcelulosa,
hidroxipropil celulosa, hidroxipropil metilcelulosa, etc.). En 1998, esta directiva fue
modificada por la Directiva 98/72/CE (1998) introduciendo nuevos aditivos tales

como la lecitina, polisorbatos, acidos grasos y sales de acidos grasos.



Técnicamente, se habla de recubrimiento cuando una solucion aplicada sobre un
producto forma una pelicula superficial al secarse, mientras que un film se forma
con anterioridad y posteriormente se aplica sobre el producto (Guilbert, 1986). En
la practica, se habla indistintamente de film o recubrimiento, haciendo referencia a
una delgada capa de material que cubre la superficie del alimento, aplicada
mediante inmersion, pulverizacion o pintado, o bien como una envoltura continua
que separa distintos componentes alimenticios, que puede ser consumida como
parte del producto (Guilbert, 1986; Gennadios y Weller, 1990).

2.5 Propiedades de los recubrimientos comestibles

Segun Kester y Fennema (1986) los recubrimientos comestibles deben presentar
ciertos requerimientos funcionales que permitan controlar o aminorar las causas
de alteracion de los alimentos a recubrir. Algunos de estos requerimientos,
dependientes de la naturaleza del producto alimenticio al cual se aplica y de su

principal mecanismo de deterioro son:

# Propiedades sensoriales: deben ser transparentes, no otorgar sabor y olor

diferente al alimento y no ser detectados durante su consumo.

# Propiedades barrera: presentar una adecuada permeabilidad al vapor de

agua y solutos y una permeabilidad selectiva a gases y volatiles.
# Deben estar libres de toxicos y ser seguros para la salud.
# Deben requerir una tecnologia simple para su elaboracion.

# La materia prima y el costo de produccion del recubrimiento deben ser de

bajo costo.

Para que los recubrimientos comestibles sean funcionales y por tanto, 6ptimos, se
debera otorgar una especial importancia a la seleccion de los materiales que los
forman, ya que sus propiedades estan fuertemente afectadas por la naturaleza de

sSus componentes, composicion y estructura final.



2.6 Composicién de los recubrimientos comestibles

Los recubrimientos comestibles pueden agruparse en tres categorias,

dependiendo del tipo de compuesto que incluyen en su formulacion:

2.6.1 Hidrocoloides

Polisacaridos o proteinas que en general, forman recubrimientos con buenas
propiedades mecénicas y son una buena barrera para los gases como el oxigeno
(Oy) y dioxido de carbono (CO,), pero no impiden suficientemente la transmision
de vapor de agua (Drake et al., 1988).

2.6.2 Polisacaridos

Son los hidrocoloides que mas se utilizan como recubrimientos en frutas y
hortalizas, ya que forman parte de la mayoria de las formulaciones que
actualmente existen en el mercado. Los polisacaridos presentan buenas
propiedades barrera a los gases y pueden adherirse a las superficies de frutas y
hortalizas troceadas, pero son hidrofilicos y por lo tanto constituyen una pobre
barrera a la pérdida de humedad (Kester y Fennema, 1986; Krochta y de Mulder-
Johnston, 1997).

El cuadro 2 presenta los principales polisacaridos utilizados en la formulacién de
los recubrimientos y sus caracteristicas mas relevantes (Pastor et al., 2005;
Vargas et al., 2008).
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Cuadro 2.- Caracteristicas de los principales polisacéaridos utilizados en la

formulacién de los recubrimientos.

Permeabilidad

Tipo Compuesto al vapor de NP Otros Citas
agua/gases
MC,CMC, Baja/Alta Si GRAS [1-3]
HPC, HMPMC Flexible
Dextrina Alta/Moderada - Secado lento [1],
3]
o Alginato Baja/Moderada Si Fragil [1],
© [3-4]
= Quitosano Moderada/Alta No GRAS [5-7]
© Antimicrobiano
o Pectina Baja/Alta - GRAS [8]
» Carragenato Baja/Moderada - Fragil [1],
—= (3]
DO_ Goma arabiga Baja/Moderada - Buena adhesion [1],
(3]
Goma guar Baja/Moderada - Firmeza [1],
(3]
Goma Santana Baja/Moderada - Buena adhesion [1],

3]

NP: Necesita Plastificante

MC: Metilcelulosa; CMC: Carboximetilcelulosa

HPC: Hidroxipropil celulosa; HPMC: Hidroxipropil metilcelulosa

[1] Greener y Fennema, 1994; [2] Hernandez, 1994; [3] Kester y Fennema, 1986; [4]
Glicksman, 1983; [5] Tharanathan y Kittur, 2003; [6] Wong et al., 1992; [7] Hadwiger y
Beckman, 1980; [8] Liu et al., 2006.

Adaptado de Pastor et al., 2005 y Vargas et al., 2008.

2.6.3 Proteinas

Las proteinas utilizadas en la formulacion de recubrimientos comestibles pueden
ser de origen animal (caseinas, proteinas del suero lacteo) o de origen vegetal
(zeina de maiz, gluten de trigo, y proteina de soja, principalmente) y dependiendo
de este origen muestran una amplia variedad de caracteristicas moleculares. Asi,
las proteinas varian en su peso molecular, conformacion, carga (dependiendo del
pH), flexibilidad y estabilidad térmica y las diferencias en estas caracteristicas
moleculares determinaran su habilidad para formar recubrimientos asi como las

caracteristicas de los recubrimientos formados.
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El cuadro 2 menciona las principales proteinas utilizadas en la formulacién de los
recubrimientos y sus caracteristicas mas relevantes (Pastor et al., 2005 y Vargas
et al., 2008).

2.6.4 Lipidos

Formados por compuestos hidrofébicos y no poliméricos (Krochta, 1997b) con
buenas propiedades barrera al vapor de agua y a los gases, pero con poca
capacidad para formar recubrimientos (Shellhammer y Krochta, 1997). Reducen la
transpiracion, la deshidratacion, la abrasibn en la manipulacion posterior
(Hernandez, 1994) y pueden mejorar el brillo (Nisperos-Carriedo et al., 1992). Sin
embargo, los recubrimientos basados en lipidos presentan una superficie
grasienta y propiedades organolépticas no deseadas como un sabor a cera y
cierta rancidez (Guilbert, 1986).

Los lipidos se utilizan en la formulacion de recubrimientos con el objetivo de
mejorar la propiedad barrera al vapor de agua. Entre los lipidos comestibles que
pueden ser incorporados en la formulacion de recubrimientos comestibles se
encuentran las ceras (cera de abeja, cera candelilla y cera carnauba), la goma
laca, la goma xantana y los acidos grasos tales como el acido estearico, palmitico,
laurico y oleico, entre otros (cuadro 2). Estos ultimos requieren de una matriz
estructural de proteinas o polisacéaridos ya que carecen de integridad estructural y
durabilidad en su forma libre.
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Cuadro 3.- Caracteristicas de las principales proteinas y lipidos utilizados en la
formulacion de los recubrimientos.

Permeabilidad al

Tipo  Compuesto vapor de NP Otros Citas
agua/gas
Zeina Baja/Alta Si GRAS [1], [2]
Gluten Dependiente del Si Fragil [2-4]
pH vy del
© disolvente/Alta
K= Proteina de Baja/Alta - Flexible [5-8]
2 soya
ne_ Proteina de Moderada/Alta Si Flexible [9-10]
suero lacteo
Caseina Moderada/Alta - Fragil [11-12]
Colageno Baja/Alta - Duro [13-15]
Gelatina Alta/Baja - Flexible y Fuerte [2]
Cera de abeja Alta/Baja Si GRAS [16]
" Cera Alta/Baja Si GRAS [16]
3 candelilla
= Cera Alta/Baja Si GRAS [17]
— carnauba
Acidos grasos Segun tipo/Baja - GRAS [17-18]

NP: Necesita Plastificante

[1] Koelsch, 1994; [2] Gennadios y Weller, 1990; [3] Gontard et al., 1992, 1993; [4] Guilbert,
2000; [5] Cho y Rhee, 2004; [6] Guilbert et al., 1996; [7] Gennadios y Weller, 1991; [8]
Guilbert, 1986; [9] Maté et al., 1996; [10] McHugh et al., 1994; [11] Dangaran et al., 2006;

[12] Khwaldia et al., 2004; [13] Hood, 1987; [14] Krochta, 1997b; [15] Rice, 1994; [16]
Hagenmaier y Baker, 1997; [17] Martin-Polo et al., 1992a, 1992b; [18] Shellhammer y Krochta,
1997.

Adaptado de Pastor et al., 2005 y Vargas et al., 2008.

2.6.5 Composites o compuestos

Formulaciones mixtas de hidrocoloides y lipidos que aprovechan las ventajas de
cada grupo y disminuyen sus inconvenientes (Greener y Fennema, 1994). En
general, los lipidos aportan resistencia al vapor de agua y los hidrocoloides,
permeabilidad selectiva al O, y CO,, durabilidad, buena cohesion estructural o

integridad.

Los composites pueden ser de capas separadas, llamados multilaminados o
bicapas, o formados por una Unica capa. Los bicapa se forman en dos etapas: en
la primera se forma la base de polisacarido o proteina y en la segunda, se aplica el

lipido sobre la base previamente formada.
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En los recubrimientos monocapa, es necesaria la dispersion o emulsion del lipido
en la fase hidrofilica que contiene la disolucion de hidrocoloide y su posterior
extension y secado (Shellhammer y Krochta, 1997). Martin-Polo et al. (1992)
estudiaron el efecto de la estructura del film sobre la propiedad barrera al vapor de
agua, proponiendo un modelo de resistencias en serie para los films bicapa y un
modelo de resistencias en paralelo para los films procedentes de una emulsion, en
el que la transferencia de vapor de agua se realiza mayoritariamente a través de la

fase hidrocoloide.

Desde el punto de vista de la transferencia de masa, los recubrimientos bicapa
son los mas eficaces como barrera al vapor de agua. Sin embargo, debido a que
el proceso de preparacion incluye etapas de laminado y de secado en las que es
necesario el uso de disolventes y altas temperaturas, su produccion resulta mas

costosa y menos segura que la de los recubrimientos emulsionados.

La efectividad de los recubrimientos de hidrocoloides y lipidos depende, entre
otros factores, de la concentracion relativa de ambos, del estado fisico del lipido,
de la longitud, grado de insaturacién y ramificacion de la cadena hidrocarbonada,
asi como de la distribucion que alcancen los componentes lipidicos en la
estructura final: tamafio de los glébulos grasos y nivel de agregacion (Baldwin et
al., 1997; Morillon et al., 2002).

La incorporaciéon de lipidos y derivados (acidos grasos, monoglicéridos, ésteres,
fosfolipidos y tensoactivos) también ejerce un efecto plastificante que es atribuible
fundamentalmente a las discontinuidades en la matriz polimérica que supone su

dispersion.

2.6.6 Tensoactivos

Estos se utilizan para favorecer la formacion de la emulsion y su estabilizacion por
accion interfacial, debido a que poseen una parte polar y otra apolar, y se
adsorben en la interfase aceite-agua como una monocapa orientada,

disminuyendo asi la tension interfacial (Sharma, 1981).
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2.6.7 Aditivos

La influencia que tendra el aditivo en las propiedades del recubrimiento dependera
del grado de concentracion, en la estructura quimica, en el grado de dispersion en
el recubrimiento en la interaccion con polimeros. Ademas de incrementar sus
propiedades organolépticas o nutricionales en el alimento incorporando agentes

saborizantes, pigmentos o aditivos nutricionales.

Los aditivos que se pueden emplear son:
¢ Plastificantes (ceras, aceites, acidos grasos).
e Conservadores quimicos (ac. benzoico, 4c. ascorbico).
e Surfactantes y emulsificantes (grasas y aceites).

2.6.8 Acido citrico

El &cido citrico es un sdlido translicido o blanco, inodoro, con sabor acido fuerte
no desagradable, fluorescente al aire seco de férmula C3H4,OH (COOH);3, soluble
en agua y ligeramente soluble en disolventes organicos, con un punto de fusion de
153 °C.

Originalmente, el 4cido citrico se obtenia por extraccién fisica del acido del zumo
de limon. Actualmente la produccién comercial de acido citrico se realiza mediante
procesos de fermentacién que utilizan dextrosa o melaza de cafia de azicar como
materia prima y Aspergillus niger como organismo de fermentacion. También se

obtiene gracias a la fermentacion de diversas materias primas.

Debido a su sabor agradable, a la baja toxicidad que presenta y otras
propiedades, el acido citrico tiene un innimero de aplicaciones. El &cido citrico es
uno de los aditivos més utilizados en diversos sectores, en especial en la industria
alimenticia. El acido citrico es uno de los principales aditivos alimentarios que es
usado como conservante, acidulante, anti-oxidante y saborizante de dulces,

bebidas con gas y otros alimentos.
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2.6.9 Acido oleico

El acido oleico se encuentra en el aceite de oliva en alta proporcién, al igual que
en una variedad del girasol y en las plantas. En grasas provenientes de animales,
se encuentra en un 41 % en carnes de cerdo, en un 28 % en leche enteray 43 %
en carne de vacuno, pero acompafiados de 4cidos grasos saturados.

Liquido oleoso e incoloro, de formula CHs; (CH,);CH=CH (CH,);CO,H en su
configuracion cis (la cadena de carbono continda en el mismo lado del doble
enlace). Es un acido graso no saturado que amarillea con rapidez en contacto con
el aire. No es soluble en agua, pero si en benceno, alcohol, éter y otros muchos
disolventes organicos. Se solidifica por enfriamiento y funde a 14 °C. Su isbmero
trans (a&cido elaidico) es solido y funde a 51 °C; se puede obtener por

calentamiento del &cido oleico en presencia de un catalizador.

Los expertos sefialan que ejerce una accion beneficiosa para nuestros vasos
sanguineos y nuestro corazon, ya que aumenta el colesterol denominado bueno
(HDL), contribuyendo a reducir las enfermedades cardiovasculares, ademas de de
funcionar como aditivos en alimentos, también se usa como lubricante y para

jabones.

2.7 Propiedades de los recubrimientos: caracterizacion y factores que

afectan alos mismos.

Las propiedades de los recubrimientos comestibles (permeabilidad al vapor de
aguay a los gases, solubilidad en agua o lipidos, capacidad de adsorcién de agua,
color, transparencia, brillo, respuesta mecanica, etc.), dependen del tipo de
material utilizado, de las condiciones de formacién del recubrimiento, del tipo de
plastificante, de la naturaleza del disolvente, de la velocidad de evaporacion del
disolvente, y de su espesor, entre otras (Guilbert, 1986). En la mayoria de los
casos, la efectividad del recubrimiento cuando se aplica a frutas y hortalizas
depende fundamentalmente de un control efectivo de la permeabilidad al vapor de

agua y a los gases con unas adecuadas propiedades mecanicas.
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La apariencia o aspecto es otro de los factores de calidad decisivo para la
aceptacion de un producto por parte del consumidor, por lo que el color, la
translucidez y el brillo, también han sido objeto de recientes estudios en
recubrimientos y films comestibles (Cuq et al., 1996; Nussinovitch et al., 1996;
Ward y Nussinovitch, 1996; Trezza y Krochta, 2000a, 2000b).

2.8 Técnicas de aplicacion y formacion de recubrimientos

El modo de aplicaciébn de un recubrimiento comestible depende en gran medida
del tipo del producto que se desee recubrir (Soliva y Martin, 2001). La aplicacién
directa de la solucién formadora de pelicula, sobre el alimento o producto, se

puede llevar a cabo por métodos de inmersion, frotacion, aspersion, entre otros.

2.8.1 Inmersién

Es la técnica que proporciona mejores resultados en el caso de productos que
requieren una capa uniforme en una superficie irregular. Esta técnica es la mas
utiizada en el recubrimiento de frutas, vegetales y productos céarnicos
(Tharanathan, 2003). Posteriormente a esto se procede a un escurrido y secado,
dejando que una pelicula delgada sea formada sobre la superficie del producto
(Perez y Baez, 2003).

2.8.2 Aspersion

Es el método mas convencional usado generalmente en muchos de los casos.
Debido a la alta presion (60-80 psi) un menor gasto de solucién formadora de

pelicula requerido para obtener recubrimientos uniformes (Tharanathan, 2003).

2.8.3 Frotacion

El método por frotacién utiliza aire comprimido (menos de 5 psi 0 35 kPa) que es
aplicado en lineas de empaque que poseen rodillos en movimiento para lograr una
dispersion uniforme. El exceso de cubierta es removido con cepillos colocados por
debajo de los rodillos. La cubierta espumosa contiene un poco de agua apara asi

facilitar el proceso de secado (Pérez y Baez, 2003)
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2.9 El futuro de los recubrimientos comestibles

En el futuro, la aplicacién de recubrimientos comestibles sera uno de los métodos
mas efectivos para alargar la vida util de las frutas y hortalizas. En la actualidad
aunque la aplicacion de la tecnologia no estd muy extendida, se espera que se
extienda a toda clase de productos, tanto frescos como tratados (secos,
rehidratados, etc.). Su aplicacion permitira, en algunos casos, la eliminacion de los
envases tradicionales y por tanto, mejorara el impacto medioambiental al generar
menos materiales de desecho. La tendencia se centrard en el desarrollo de
recubrimientos con componentes bioactivos que permitan alargar la vida util y
mejorar la calidad de los productos. Estos recubrimientos podrian actuar
ralentizando la degradacién de los compuestos funcionales tales como, vitaminas,
enzimas pro o prebidticos en la matriz del alimento a través del tiempo.
Inicialmente, estos compuestos actuarian en la superficie del producto pero a
medida que transcurriera el tiempo entrarian en la matriz del producto por difusion.
Teniendo en cuenta las preferencias de los consumidores por productos frescos y
sin aditivos, estos componentes bioactivos deberan ser preferiblemente

componentes naturales (Vargas et al., 2008).

Estudios recientes apuestan por la aplicacion de micro y nanotecnologias para
desarrollar recubrimientos comestibles en los que se puedan incorporar
compuestos en forma de micro o nano encapsulados que permitan controlar el pH,
temperatura o presion del medio. La encapsulacion protegerd a los componentes
bioactivos de forma que estos sean hiolégicamente activos en el momento de ser
consumidos (Weiss et al., 2006). Otra futura aplicacion consiste en la aplicacion de
recubrimientos multicomponentes mediante la deposicion de nanocompuestos que

permitan mejorar sus propiedades (Vargas et al., 2007, 2008).

Las investigaciones deben ir dirigidas hacia la obtencién de recubrimientos
adecuados para cada tipo de producto, de modo que se consiga un control éptimo
de la permeabilidad a los gases, de los cambios de color y de textura y en la

calidad nutricional de los mismos.
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2.10 Generalidades del quitosano

El quitosano, polimero obtenido por desacetilacion alcalina de la quitina
proveniente de crustaceos, tiene la capacidad de formar films y se utiliza
ampliamente en la formulacion de recubrimientos (Zhang y Quantick, 1998; Jiang y
Li, 2001; Vargas, 2008). Este tipo de recubrimiento es efectivo en prolongar la vida
atil y mejorar la calidad, ya que presenta una alta permeabilidad selectiva frente a
los gases, una moderada resistencia al vapor de agua (Tharanathan y Kittur,
2003), ademas de poseer propiedades antimicrobianas (Cuero, 1999), antifingicas
y antibacterianas (Muzzarelli y Muzzarelli, 2003).

El potencial de aplicacién del quitosano a alimentos es enorme y ha dado lugar a
la aparicidn de diversas patentes para su aplicacion a alimentos. Existen en la
bibliografia numerosos estudios de aplicacion de recubrimientos de quitosano a
diferentes alimentos, desde frutas y hortalizas enteras 0 minimamente procesadas
a carnes y derivados y productos de la pesca (Jeon et al., 2002; Ouattara et al.,
2002).

2.11 Quitina y quitosano

La quitina y el quitosano son materiales organicos producidos por invertebrados de
agua dulce (artropodos, briozoos y zooplancton). En el medio salado son
producidos fundamentalmente por crustdceos haloplanctonicos (copepodos,
cladecera, euphasiaceae) y por especies marinas pelagicas y bénticas (incluyendo
crustaceos, hidrozoos y briozoos). Algunos animales terrestres también poseen
tegumentos quitinosos (insectos, crustaceos, anélidos y moluscos) mientras que

hongos, levaduras y mohos igualmente tienen paredes celulares quitinosas.

La quitina fue encontrada por primera vez en 1811 por el profesor Henri Braconnot
en hongos. En 1830 se aisl6 en insectos y se le dio el nombre de quitina. El
descubrimiento del quitosano en 1859 por C. Rouget supuso el inicio de una

investigacién intensiva sobre estos compuestos.
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2.12 Composicion quimica del quitosano

Es un polisacéarido catidnico lineal compuesto por unidades de 3-(1-4)-2-desoxi-2-
amino-D-glucopiranosa  (D-glucosamina) y  [3-(1-4)-2-desoxi-2-acetamido-D-
glucopiranosa (Nacetil-D-glucosamina; presenta una configuracion helicoidal
tridimensional estabilizada mediante de enlaces de hidrégeno entre los

monomeros que lo forman.

CH,OH CH,OH CH,OH
o o o ¢H
OH o OH o OH
N N
OH
NH, NH, n NH,

Figura 1.- Estructura quimica del quitosano.

2.13 Obtencidn del quitosano

La obtencién del quitosano se produce por desacetilacion de la quitina y se puede
realizar mediante procesos quimicos o enzimaticos. Sin embargo, las condiciones
especificas de la reaccion dependeran de diversos factores, tales como el material
de partida, el tratamiento previo, y el grado de desacetilacion deseado. En la
siguiente figura (Figura 2) se muestran los pasos elementales para la obtencién
del quitosano.

Desacetilacion
total

Quitano

Exo-esqueleto 1) Desproteinacion
de crustaceos 2) Descalcificacion

Quitina

—————=| AQuitosano
Desacetilacion

parcial

Figura 2.- Diagrama para la obtencién de quitosano.
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2.13.1 Método quimico

Se puede llevar a cabo de dos formas, homogénea y heterogénea.

a) La desacetilacibn homogénea. Esta consiste en que la quitina es suspendida en
el alcali y la suspension es refrigerada con hielo para disolver la quitina en la
solucion. Luego se somete a desacetilacion a temperaturas cercanas a la del
ambiente durante periodos largos de tiempo. Esto permite que la reaccion no se
localice en determinados lugares de la cadena y que el atague a los grupos

amidas sea mas uniforme.

b) La desacetilacion heterogénea. Consiste en que las moléculas de quitina son
dispersadas en una solucion alcalina caliente, general mente de hidroxido de
sodio. Las condiciones en las que se lleva a cabo la desacetilacion heterogénea
pueden reducir la longitud de la cadena, por este motivo es conveniente repetir
varias veces el tratamiento alcalino por cortos periodos de tiempo y aislando el
producto en cada etapa. Para disminuir la pérdida de peso molecular del polimero
es conveniente la ausencia de oxigeno o la presencia de un antioxidante para

evitar su despolimerizacion.

Se ha demostrado que mientras que el quitosano obtenido en el proceso
heterogéneo presenta polidispersion del grado de acetilacion de sus cadenas,

mientras que el obtenido por via homogénea tienen la misma composicion.

2.13.2 Método enzimético

Goycochea F. (1998) nos habla que la ventaja de este método respecto al quimico
es la obtencién de un material uniforme en sus propiedades fisicas y quimicas,
hecho muy apreciado para aplicaciones biomédicas. La quitina desacetilasa es la
enzima que cataliza la conversion de quitina a quitosano por la desacetilacion de
los residuos N acetil D glucosamina. La limitacion de este método es que la
enzima no es muy efectiva en la desacetilacion de quitina insoluble, y por lo tanto

es necesario un pre tratamiento.
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2.14 Propiedades fisico-quimicas del quitosano

Debido a su alto peso molecular y a su estructura lineal no ramificada, el quitosano
es un potente agente viscosizante en medio acido y se comporta como un material
pseudoplastico, con viscosidad dependiente de la agitacién. La viscosidad de las
soluciones de quitosano aumenta al incrementar la concentracion de éste,
mientras que disminuye al elevar la temperatura y el grado de desacetilacion del

producto.

Es insoluble a pH alcalino y neutro, siendo soluble sélo en acidos, sobre todo en
acidos organicos, presentando solubilidad limitada en acidos inorganicos. En
disolucion, los grupos amino del polimero se protonan dando como resultado un
polisacéarido soluble cargado positivamente (R-NHs+). Por otra parte, las sales de
quitosano (con glutamato o cloruro) son solubles en agua, siendo la solubilidad
dependiente del grado de desacetilacién del quitosano. Asi, con bajo grado de
desacetilacion, llega a ser soluble hasta pH = 9, mientras que con un grado de

desacetilacion alto es soluble hasta pH = 6,5 (7).

Otras posibles aplicaciones del quitosano en alimentos son como agente
espesante, estabilizante, espumante, ligante, emulsificante, quelante, humectante,
como ayudante en la fabricacion y texturizacion de proteinas solubles, como
coadyuvante en la extensiéon de la vida de anaquel de encurtidos y como material

de empaque biodegradable.

2.15 Propiedades bioldgicas o farmacoldgicas del quitosano

Todos los quitosanos presentan efecto hipocolesterolemiante independientemente
del peso molecular. Ademas el quitosano tiene la ventaja de no producir deterioro

de la mucosa.

2.16 Actividad antimicrobiana

La actividad antimicrobiana del polimero puede deberse a la interaccion
electrostatica entre los grupos amino del quitosano y los sitios anidnicos de las
paredes celulares bacterianas con restos de acidos carboxilicos y fosfolipidos.
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En el caso de E.coli, la accion bactericida del quitosano se explica por la unién de
los policationes del polimero con los aniones de la superficie bacteriana, alterando
la permeabilidad de la membrana de la glucosa y lactato deshidrogenasa.
El quitosano también previene la adherencia a la hidroxiapatita dental de
Streptococcus mutans, responsable de muchas caries dentales, regenera los
tejidos blandos orales, protege de los efectos de los &cidos organicos y posee
efectos bactericidas, por lo que es posible afiadir quitosano en pequefas

cantidades en pastas de dientes, chicles y colutorios bucales

2.17 Usos y aplicaciones

Las aplicaciones del quitosano son muy amplias, existiendo sectores en los que su
utilizacién es habitual y conocida, y otros en los que constituye actualmente una

interesante via de investigacion:

2.17.1 Tratamiento de aguas

Quitina-Quitosano y sus derivados actian como quelantes de metales de
transicion y contaminantes ambientales (PCBs), como removedores de iones
metalicos (Hg, Cd, Pb, Ag y Ni), como floculantes coagulantes y precipitantes de
proteinas, aminoacidos, tintes, colorantes, algas, aceites, metales radioactivos (U
y Co), particulas en suspension y pesticidas. Por ello se emplean en el tratamiento
de piscinas y estanques, efluentes de industrias de alimentacion y residuos
alimenticios (reduciendo la DQO hasta en un 80%), aguas residuales (refinerias de
petréleo, plantas procesadoras de pescado, cerveceras, mataderos, etc.) y en el

tratamiento de agua de bebida.

2.17.2 Industria alimentaria

- Como aditivos en los alimentos: Por sus propiedades como espesantes,
gelificantes y emulsificantes se utilizan como mejoradores de la textura, ya que
fijan agua y grasa. También se emplean como estabilizantes del color, como
agente que previene la precipitacion en el vinagre, como aditivos con

caracteristicas nutricionales (fibra dietética, ingrediente funcional), en galletas y
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pan (previene la disminucion del volumen de la masa), como aditivo para
alimentacion animal (hasta el 10% en alimento para pollos) aumenta el
crecimiento, el vigor y el incremento de bifidobacterias en el buche que bloquean
el desarrollo de otros microorganismos y generan lactasa. También son utilizadas
en harinas de marisco (shellfish), que contienen proteina quitina y astaxantina y

que se usan en alimentacion del salmon.

- Envoltura y recubrimiento protector de alimentos: Los recubrimientos con
quitosano son resistentes, duraderos y flexibles con propiedades mecanicas
similares a polimeros comerciales de fuerzas medias. Su uso en films comestibles
puede favorecer la proteccion de la vida salvaje, ya que aunque sean ingeridos por
algunos animales (el 30% de los peces marinos tienen plasticos en su estbmago)
pueden ser facilmente degradados por enzimas existentes en el estbmago de
algunos de estos. También se emplean junto con otros elementos en
recubrimientos para frutas (N, O-carboximetilquitina) retrasando el envejecimiento,
disminuyendo la oxidacion, las perdidas por transpiracion y protegiendo frente al

ataque de hongos.

Su accién como protector de alimentos frente a microorganismos (concentraciones
= 0 > del 0,02% protegen frente a E. Coli) como bacterias, levaduras y hongos. Es
interesante para la obtenciébn de alimentos minimamente procesados y para
retrasar la aparicion del off-flavor (sabores exrafios) en la carne. En concreto, la
accion antimicrobiana la realizan privando a los microorganismos de iones vitales
(Cu), bloqueando o destruyendo la membrana, filtrando constituyentes
intracelulares, y formando complejos polielectroliticos con polimeros &acidos y

células de superficie.

2.17.3 Medicina.

El quitosano y sus formas derivadas son empleados con éxito en diversos ambitos

de la medicina y en otros su aplicacion esta en fase de estudio y desarrollo.
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- Por sus propiedades antimicrobianas (activa quitanasa y b-gluconasa): Su
histocompatibilidad y su capacidad de retencion de humedad y de liberacién
controlada de sustancias asi como por sus propiedades mecénicas (elasticidad),
las moléculas de quitosano forman parte de vendajes, lentes de contacto, gotas
oftalmoldgicas, cremas y recubrimientos para quemaduras, heridas y Ulceras,
suturas quirargicas reabsorbibles, implantes y cultivos de tejido (eliminando la

contaminacion por microorganismos).

- Control del colesterol sanguineo: En los ultimos afios algunos estudios han
demostrado la capacidad del quitosano para reducir de forma efectiva la absorcion
de grasa de la dieta, reducir la presién sanguinea y disminuir los niveles de
colesterol sérico. Todo ello gracias a un mecanismo de formacién de enlaces
i6nicos con los que se fija a diferentes tipos de aniones, tales como &cidos biliares
y acidos grasos libres, y a su capacidad de formar micelas con el colesterol, con lo

gue disminuye la absorcion de acido célico y su aporte al higado.

2.17.4 Biotecnologia.

El quitosano actua en la inmovilizacién de enzimas como la glucosa isomerasa,
empleandose en lechos para biorreactores, en la separacion de proteinas, en
biosensores (monitorizando la oxidacién de los lipidos en musculo de pescado y
crustaceos), en recubrimientos celulares, cromatografia, inmovilizacion celular,
reaccion con aldehidos, captaciéon de células y enzimas y en la produccion de

proteinas de Unica célula.

2.17.5 Agricultura.

En recubrimientos de semillas, como fertilizante y spray foliar, en la conservacion
de las frutas, como nematocida e insecticida, en la proteccion frente a plagas y
ataque de hongos (induciendo la accion de las quitinasas frente a hongos), como

virucida y estimulante del crecimiento (transporte de nutrientes).
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2.17.6 Cosmética.

Son varias sus aplicaciones por sus propiedades humectantes (cremas de manos,
lociones de bafio), abrasivas (limpieza de la piel), su polaridad positiva (fijacién de
los productos a piel y pelo) y no alergenicidad. Se emplea con éxito como matriz
apropiada para otros ingredientes, en el cuidado bucal (pasta de dientes y

colutorios bucales) y en el tratamiento para la celulitis (patentado).

2.17.7 Industria papelera.

Empleo en la elaboracion del papel, aumento del rendimiento de la pulpa y de la
capacidad de retencion de agua (pafiuelo de papel), como adhesivo, tratamiento
de superficie en el papel (mayor resistencia y mejor fijacion de la tinta), papel
fotogréfico, separacion de productos y recuperacion de componentes.

2.17.8 Tecnologias de membrana.

Para la separacion de componentes (filtros moleculares), en columnas
cromatograficas, como absorbentes de encapsulacion, para el control de
permeabilidad, en osmosis inversa, electrodialisis, quitina magnética y aislamiento

de lisozima.

2.17.9 Alimentos nutraceuticos.

En alimentos funcionales (bebidas, barras comestibles, etc.) por sus
caracteristicas de solubilidad y la posibilidad de obtencion de mudltiples

compuestos derivados.

2.17.10 Industria textil.

El quitosano se utiliza como agente para evitar el encogimiento de los tejidos y

como fijador del color.
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I MATERIALES Y METODOS
3.1 Material utilizado

3.1.1 Reactivos

# Agua destilada

# Acido citrico

# Quitosano

# Acido oleico

# Tween 80

# Peptona de carne

# Agar Papa Dextrosa

# Agar para Cuenta Estandar

# Alcohol etilico

3.1.2 Material consumible

# Cajas Petri de Plastico (Sym-Lab)
# Algodon

# Papel estraza

# Kleen pack

# Ziploc

# Cinta
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3.1.3 Material de vidrio PYREX

# Vasos de precipitado

# Probetas

&

&

&

&

Pipetas
Matraz Erlenmeyer
Tubos de ensaye con rosca

Frascos

3.1.4 Equipo utilizado

&

&

® ® & @ @ S+ & ¢ * ¢ @

Balanza Analitica Ohaus Modelo Scout-Pro capacidad 600g.
Analizador de Humedad Precisa Mod. XM50 Método Estandar
Cuenta colonias

Horno de Secado Quincy Lab (Ambiente a 240 °C)

Horno de Secado Novatech (Ambiente a 240°C)

Incubadora Riossa E-71 (Ambiente 60°C)

Autoclave Evar EV24

Parrilla de Agitacion y Calentamiento Talboys

Mecheros Fisher

Refractometro Atago

Colorimetro CR-400 Konica Minolta

Refrigerador

Micropipeta
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3.2 Elaboracion del queso asadero

La elaboracién del queso asadero se realizé en el laboratorio de Productos

Lacteos del Departamento de Produccion Animal.

Para la elaboracién del queso asadero se utilizaron 40 litros de leche, fresca y
acida, mezclando cada una con su respectiva acidez, y ya combinadas se vuelve a
tomar la acidez para ver la acidez total y asi poder empezar a pasteurizar a una
temperatura de 40 °C, una vez alcanzada esta temperatura, se agrego el cuajo

liguido estandarizado (cuamex) en base a la cantidad de leche (3 ml ¢/10 L.).

Posteriormente se dej6 en reposo durante un periodo de 20 min, una vez
transcurrido el tiempo se corto la cuajada de forma horizontal y vertical, esto se
hace conservando la temperatura de 40°C, a continuacion se desuero, una vez

drenado el suero se agrego 40 g de sal con respecto al total de la leche.

Enseguida se procedi6é a fundir la cuajada a fuego muy lento para que tome una
forma y apariencia agradable, asi como la elasticidad necesaria para formar la
bolas de queso, una vez que adquiera estas caracteristicas se procede a la
formacién de la bolitas, en este caso formamos 16 pequefios quesos y de ahi se

pasaron a refrigeracion a una temperatura de 4°C (figura 3).

Figura 3.- Elaboracion de queso Oaxaca.
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3.3 Elaboraciéon del recubrimiento

La elaboracion del recubrimiento se realiz6 en el laboratorio de Alimentos, del
Departamento de Ciencia y Tecnologia de Alimentos, a continuacién en el cuadro

4 se muestran las proporciones para preparar 600 ml de recubrimiento:

Cuadro 4.- Ingredientes para la elaboracion del recubrimiento.

RECUBRIMIENTO

Ingredientes Cantidad
Agua destilada 97.5 %
Acido citrico 0.8 %
Quitosano 1%
Acido oleico 0.6 %
Tween 80 0.2 %

Para elaborar el recubrimiento se siguieron los siguientes pasos:

Se coloco el agua destilada en un vaso de precipitado marca Pyrex con capacidad
de 1 litro en una parrilla de agitacion y calentamiento hasta alcanzar una

temperatura de 40°C.

Alcanzada la temperatura se agrego el acido citrico y se mantuvo en constante
agitacion (600-800 rpm) hasta su dilucién, posteriormente se agregé el quitosano
agitdndolo durante 1h y una vez transcurrido el tiempo se le adiciona el &cido

oleico y el tween 80.
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3.4 Aplicacion del recubrimiento al queso asadero

Una vez elaborada el recubrimiento se deja enfriar y se aplica por inmersion
durante 5 min cada pieza de queso (figura 4) y cuando se hallan sumergido todos
se meten en el horno de calentamiento para secar las muestras a una temperatura
de 45° C por 15 min, posteriormente se sacan y se depositan en bolsas de plastico

ziploc para conseérvalos en refrigeracion (4°C) hasta su analisis.

Figura 4.- Aplicacion del recubrimiento.

3.5 Determinacién de humedad

Para determinar la humedad se hizo a través del aparato Analizador de Humedad
Precisa Mod. XM50 Método Estandar el cual ya da la humedad final. El
procedimiento para analizar la humedad fue muy sencilla ya que solo se cortaron 5
muestras de queso de un tamafio aproximado de entre 1 y 2 g y los cuales se
depositan dentro del analizador de humedad (figura 5), el tiempo que duraba el

analizador en darnos la humedad era de 10 min por muestra.

Figura 5.- Determinacion de humedad.
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3.6 Determinacién de firmeza

La firmeza del queso se determiné con un penetrometro 0.5mm (figura 6),
realizando 5 mediciones en 5 puntos diferentes de cada muestra, tomando como

referencia la parte marcada de la puntilla.

Figura 6. Determinacion de firmeza.

3.7 Determinacién de solidos solubles totales

Para determinar el contenido de solidos solubles se peso 1 g de queso y 9 ml de
agua destila, posteriormente se homogenizaron ambos en un mortero (figura 7) y

se coloco una gota en el refractdmetro obteniendo la lectura en °Brix.

Figura 7.- Determinacion de sélidos solubles totales.

3.8 Determinacién de color

Se utilizé un colorimetro CR-400 Konica Minolta para la determinacion de color, el

cual se evalué con el propoésito de ver los cambios que sufria el queso durante un
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periodo de tiempo (dias), las lecturas se tomaban cada 5 dias, en distintas partes

del queso.

Para la interpretacion de resultados se utilizé este diagrama de cromaticidad para

determinar color (L*a*b*) (figura 8) donde:

L*: Indica luminosidad

a* y b*: Coordenadas de cromaticidad
+a*: Es la direccién del rojo

-a*: Es la direccion del verde

+b*: Es la direccion del amarillo

-b*: Es la direccion del azul.

+D*(Amarilo)
60

(A)

&0
+ .3
(Rojo)

-60 (Azul)

Figura 8.- Diagrama de Cromaticidad (L*a*b*).

3.9 Analisis microbioldgico

El andlisis microbioldgico se determiné mediante la carga microbiana de bacterias,

hongos y levaduras.
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Para la preparacion de las muestras y conteo de los microorganismos se realizé
segun la metodologia de la Comision Internacional para la Especificaciones

Microbioldgicas de los Alimentos (ICMSF).

Se pesaron 10 g de muestra se homogenizaron con 90 ml de peptona de carne al

0.5%, las cuales las diluciones decimales fueron: de 10 hasta 1073

Se emplearon diluciones de 102y 107 para inocular 1 ml de la muestra a cada

caja petri con el medio correspondiente.

Agar PDA era determinar el crecimiento de Hongos y el agar para Cuenta
Estdndar era para bacterias. Una vez hecha la siembra se pasaban a las
incubadoras por un periodo de 24 a 48 hrs y para el conteo de microorganismos

se utilizéd un cuentacolonias y el resultado se expreso en UFC/g (figura 9).

Figura 9.- Analisis microbioldgico del queso.

3.10 Evaluacién sensorial

Para el andlisis sensorial de nuestra muestra se corto el queso en trozos
pequefios de aproximadamente 2 g, para que nuestros jueces pudieran identificar
la diferencia entre una muestra con recubrimiento y otra si él (figura 10). A cada
juez se le proporcionaron 4 muestras en una charola, 2 con recubrimiento y 2 sin
recubrimiento para posteriormente ser evaluados en base a las caracteristicas de

color, olor, sabor y textura.
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Figura 10.- Evaluacién sensorial del queso.

3.11 Descripcion de tratamientos aplicados

Con este trabajo pretendemos realizar una prueba para alargar la vida de anaquel
del queso Oaxaca la cual se describe como sigue:

Los tratamientos evaluados fueron: un testigo y un tratamiento. Queso sin

recubrimiento-Testigo y queso con recubrimiento de quitosano-Tratamiento.

Cuadro 5.- Tratamientos aplicados al queso Oaxaca.

Control Tiempo de almacenamiento Almacenamiento
(dias)
T 1 5 10 15 Refrigeracién
T 1 5 10 15 Refrigeracién
T 1 5 10 15 Refrigeracién
T 1 5 10 15 Refrigeracién
R/Q 1 5 10 15 Refrigeracion
R/Q 1 5 10 15 Refrigeracién
R/Q 1 5 10 15 Refrigeracidn
R/Q 1 5 10 15 Refrigeracion
T: Testigo

R/Q: Recubrimiento con quitosano

Tiempo de almacenamiento

Control , Almacenamiento
(dias)
T 1 5 10 15 20 25 Refrigeracion
R/Q 1 5 10 15 20 25 Refrigeracién
T: Testigo

R/Q: Recubrimiento con quitosano

En el cuadro 5 se muestran las fechas en las que se evalu6 el queso Oaxaca, la

evaluacion se hacia cada 5 dias hasta llegar a los 15 después de la aplicacion del
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recubrimiento. Y otra fue de un periodo un poco mas prolongado 25 dias después

de la aplicacion del recubrimiento.

3.12 Parametros a evaluar
» Color (L*a*b*)
» Solidos solubles totales (°Brix)
» Humedad (%)

» Andlisis microbiolégico: conteo de UFC/g de bacterias y hongos.

IV RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1 Caracteristicas fisico-quimicas del queso Oaxaca

4.1.1 Humedad

La figura 11 muestra los resultados obtenidos de la humedad, la cual no presento
diferencias estadisticamente significativas. Los cambios presentados por el testigo
y el tratamiento fueron: la humedad fue mayor sin el recubrimiento, con una media
de 93.05, y con recubrimiento fue de 92.65. Respecto a los dias transcurridos, se
encontré que existe diferencia significativa (P<0.01), pero en este aspecto también
se tuvo una sorpresa, ya que la media a los 15 dias fue de 92.02, mientras que a

los 25 dias aument6 a 94.51.

HUMEDAD

o A
%93 7
o "// == Sin Recub
22 ~— Con Recub.

15 oas 25

Figura 11.- Variable humedad, respecto al recubrimiento y los dias transcurridos.
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Con base a los resultados obtenidos, la humedad no presento interaccion entre la
muestra testigo y la aplicacion del recubrimiento, ya que el promedio fue de
92.02% y 94.51%, es decir, el comportamiento de la humedad solo se vio
influenciada por los dias. Y haciendo una comparacion con otras investigaciones
de peliculas en queso panela, el comportamiento de la humedad se mantuvo
estable, ya que la diferencia porcentual de los tratamientos en comparacion con el
testigo fue de: 2.3% en el de la pelicula con ajo y 1.1% sin adicion de ajo, citado
por Garcia Angel (2009). Lo cual indica que los tratamientos con recubrimiento

disminuyeron la pérdida de humedad en el queso.

4.1.2 Firmeza

En el analisis de la firmeza, los resultados muestran que existen diferencias
significativas (P<0.01) en ambos factores, la media sin recubrimiento es de 1.65 y
con recubrimiento es de 1.25. Con respecto a los dias transcurridos, la firmeza
tiene una media de 1.26 a los 15 dias y 1.76 a los 25 dias. Por lo que no existe

interaccion entre los factores (figura 12).

FIRMEZA
25
2 /
15
. ./I ~4—Sin Recub
1
=3~ Con Recub
0.5
0
1 ,
Dias

Figura 12.- Variable firmeza, respecto al recubrimiento y los dias transcurridos.
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4.1.3 So6lidos Solubles Totales

La variable sélidos solubles tiene diferencia muy significativa en ambos factores
(P<0.01), sin embargo, no presenta diferencia en la interaccion (figura 13), lo que
indica que el comportamiento con o sin recubrimiento tiene el mismo patrén. Los
promedios de sélidos solubles aumentaron de 1.37 sin recubrimiento a 1.56 con
recubrimiento, y también hubo un aumento en los dias transcurridos, ya que

pasaron de 1.32 a los 15 dias a 1.76 a los 25.

El comportamiento se muestra en la figura 13.
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Figura 13.- Variable sélidos solubles respecto al recubrimiento y los dias transcurridos.

Haciendo una comparacion entre los resultados de esta investigacion con otra se
dice que hay una correlacion directa entre sélidos solubles totales y la firmeza,
dado a que mayor concentracién de sélidos solubles, mayor es la firmeza, citado
por De la Rosa (2007), es por esto que no existe interaccion entre ambos factores.

4.1.4 Luminosidad (L*)
Con respecto a la variable luminosidad no existe diferencia en ninguno de los dos

factores. Con el recubrimiento la disminucién es de menos de dos décimas, ya
gue pasa de 81.06 sin recubrimiento a 80.23 con recubrimiento; respecto a los
dias transcurridos se observé una disminucién de la luminosidad en la muestra
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testigo y el tratamiento aplicado, esto se debe en funcién al tiempo ya que pasa de
80.94 a los 15 dias a 80.04 a los 25 dias.

Por lo que se puede decir que la aplicacion del recubrimiento si es factible ya que

el decremento de la luminosidad fue menor, asemajandose al testigo.

Existe una pequefia interaccion que se muestra en la figura 14 pero no es
estadisticamente significativa.
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Figura 14.- Variable luminosidad respecto al recubrimiento y los dias transcurridos.

4.1.5 Cromaticidad (a*)

Al hacer el analisis de cromaticidad mostré que hubo diferencia significativa en el
eje “a” respecto a los dias transcurridos, ya que las medias pasaron de -3.75 a los
15 dias, y -4.01 a los 25, esto significa que el producto adquirié una coloracion
muy ligera a verde de acuerdo al diagrama de cromaticidad (L*a*b*), aunque en
realidad solo se torno un poco mas opaco (incoloro); sin embargo no hubo
diferencia significativa con el uso del recubrimiento, ya que las medias fueron de -
3.79 sin recubrimiento y -3.83 con recubrimiento respectivamente, tan solo fueron
4 centésimas de diferencia, es por esto que no hubo interaccion entre ambos.

Dicho comportamiento o semejanza se muestra en la figura 15.
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Figura 15.- Variable eje “a” del cromatégrafo respecto al recubrimiento y los dias transcurridos.
4.1.6 Cromaticidad (b*)

En lo que respecta al eje “b” tiene el mismo comportamiento que el eje “a”, ya que
presenta diferencia significativa respecto a los dias transcurridos, con medias que
van de 17.89 % a los 15 dias y 19.11 % a los 25 dias. No hubo diferencia
estadisticamente significativa entre el uso del recubrimiento y su ausencia; sin
embargo hubo una pequefia diferencia, sin recubrimiento la media fue de 18.22 %

y con recubrimiento 18.37 %. EIl comportamiento de este parametro se muestra
en la figura 16.
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Figura 16.- Variable eje “b” del cromatografo respecto al recubrimiento y los dias transcurridos.

4.2 Caracteristicas microbiolégicas

Para el analisis de bacterias, hongos y levaduras se utilizaron 64 muestras de
gueso. A la mitad se les aplicé el recubrimiento, el resto se quedd como testigo.

De cada grupo de 32 muestras, 20 se analizaron a los 15 dias y 12 a los 25 dias.
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Las variables que se analizaron fueron: a) formacién de colonias de bacterias en
dilucién de -2, b) colonias de bacterias en dilucion de -3, ¢) hongos y levaduras en
una dilucion de -2 y d) hongos y levaduras en una dilucién de -3, obteniendo los

resultados en unidades formadoras de colonia por gramo (UFC/g).

4.2.1 Bacterias

En cuanto a bacterias en dilucidn -2, no existe diferencia significativa entre el uso
del recubrimiento y la ausencia de éste, las medias fueron de 1.2 y 0.6

respectivamente.

En cuanto a los dias transcurridos no hubo diferencia estadisticamente
significativa a los 15 y a los 25 dias, ya que las medias fueron 1.05 y 0.75, para
cada evaluacion, presentdndose una interaccion pero que no es significativa
(figura 17).
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Figura 17.- Comportamiento de Bacterias en dilucion -2 respecto al recubrimiento y dias transcurridos.

En una dilucion de -3 (figura 18), no hubo diferencia significativa en el
recubrimiento, puesto que no hubo diferencia en los dias transcurridos y tampoco
hubo interaccion entre factores. Quedando de la siguiente manera: sin
recubrimiento la media fue de 0.05 y con recubrimiento 0.125, a los 15 dias la
media fue de 0.17 y a los 25 de O (cero).
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Figura 18.- Comportamiento de Bacterias en diluciéon -3 respecto al recubrimiento y dias transcurridos.
4.2.2 Hongos y levaduras

Con lo que respecta a hongos y levaduras en un dilucion de -2, hubo un aumento
de los 15 a los 25 dias, pero esta diferencia no representa una diferencia
significativa respectivamente. Con recubrimiento hubo una ligera disminucién de
colonias en el conteo, pero tampoco fue suficiente para marcar una diferencia

significativa.

Como no hubo interaccion entre los factores, quiere decir que ambos factores
tienen un comportamiento similar (figura 19).  Sin recubrimiento se tuvo una
media de 13.81 y con recubrimiento fue de 12.12, la media a los 15 dias fue de
10.4y alos 25 fue de 15.54.
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Figura 19.- Comportamiento de hongos y levaduras en diluciéon -2 respecto al recubrimiento y dias
transcurridos.
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En una dilucién de -3, se tiene un comportamiento similar al de la dilucion -2. Hay
un aumento en el conteo en el transcurso de los dias, pero no es suficiente para
establecer una diferencia significativa, y sin recubrimiento también hay un
aumento, sin representar una diferencia significativa. Sin recubrimiento se tuvo
una media de 14.69 y con recubrimiento fue de 12.85, la media a los 15 dias fue
de 11.5y a los 25 fue de 16.04 respectivamente.

El comportamiento se muestra en la figura 20.
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Figura 10.- Comportamiento de hongos y levaduras en dilucion -3 respecto al recubrimiento y dias
transcurridos.

Con respecto a los resultados anteriores se confirma lo publicado por Beltran
2004, ya que, al aplicar un recubrimiento comestible de quitosano a un producto
disminuye el crecimiento microbiano. Se comprueba nuevamente en la
investigacion realizada por Garcia Angel (2009), en la cual se presentaron lecturas
inferiores en los tratamientos con recubrimientos en comparacién con el testigo,
aplicando extracto de ajo como antimicrobiano lo cual ayudd a disminuir la carga

microbiana.

4.3 Analisis sensorial

Se hizo la evaluacién en base a las caracteristicas sensoriales de color, olor,
sabor y textura en queso oaxaca, en el cual participaron 52 jueces quienes nos

ayudaron a realizar esta prueba y en base a los resultados obtenidos se hizo la
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comparacion con la tabla de pruebas de “una cola” con un nivel de probabilidad

del 1% de Roessler y col (1956) dando como resultado lo siguiente:

4.3.1 Color

En cuanto a la caracteristica de color se observa que hay diferencia significativa
(figura 21) ya que el niumero de respuestas correctas necesarias fueron suficientes
para establecer dichas diferencias, ya que la mayoria de los jueces, que en este
caso fueron 37 determinaron que el color era diferente ya que conservo su color

natural y el testigo se torné a un color mas amarillo (opaco) con 15 jueces a favor.
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Figura 11.- Evaluacion sensorial en base al color del queso.

4.3.2 Olor

No se logré establecer diferencia significativa en esta caracteristica ya que los
jueces estuvieron de acuerdo en que el testigo y el tratamiento con recubrimiento
tenian el mismo olor (figura 22), por lo tanto la diferencia de opiniones fue minima,
ya que de los 52 jueces 25 dijeron que tenian el mismo olor y 27 con olor
diferente, tomando como referencia las tablas de Roessler y col. (1956), no se

logro establecer diferencia significativa.
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Figura 12.- Evaluacion sensorial en base al olor.

4.3.3 Sabor

El 80% de los jueces participantes dijeron que tenian sabor diferente ya que el
recubrimiento dejaba un pequefio resabio, el cual fue desfavorable para ellos, por
lo que prefirieron a la muestra testigo, se puede mejorar el sabor del recubrimiento
en posteriores investigaciones ya que se demostrd que verdaderamente alarga su
vida util. Y al hacer la comparacion con Roessler y col. (1956) si se obtuvo una

diferencia significativa ya que solo el 20% dijo que el sabor era igual (figura 23).
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Figura 13.- Evaluacion sensorial en base al sabor.
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4.3.4 Textura

Como caracteristica final tenemos a la textura, y al hacer el conteo de la

evaluacion de los jueces se establecié que si hay diferencia estadisticamente

significativa entre el tratamiento aplicado y el testigo, el tratamiento adquirié una

textura mucho mas suave y la muestra testigo conforme pasaba el tiempo tomaba

una textura un poco mas dura. Y de los 52 jueces 37 estuvieron de acuerdo en

que eran diferentes y 15 iguales y de acuerdo a las tablas de Roessler y col.

(1956), se requieren de 34 juicios para que la diferencia sea significativa (figura

24).
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Figura 14.- Evaluacion sensorial en base a la textura.
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V CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos durante este estudio, se concluye que el
emplear un recubrimiento comestible a base de quitosano, disminuye la pérdida de
humedad en el queso Oaxaca, ademas de que mantiene los solidos solubles

totales sin cambio alguno.

En cuanto al parametro de luminosidad (L*), se demostré que el recubrimiento le
proporciond brillantez al queso siendo este un parametro sensorial importante ya
gue le da mejor apariencia e indica frescura en el producto, aunque disminuye con
el tiempo. En cuanto a los factores de cromaticidad (a*b*), no hubo diferencias

estadisticamente significativas.

Con respecto a los resultados obtenidos en el analisis microbiolégico, se concluye
que la aplicacion del recubrimiento comestible de quitosano, realmente inhibe el

crecimiento microbiano en el queso.

Con respecto a la evaluacion sensorial en queso, si hubo diferencia significativa ya
qgue los jueces establecieron diferencias entre la muestra testigo y el tratamiento

aplicado.

Al aplicar el recubrimiento comestible a base de quitosano se logré alargar la vida
de anaquel del queso Oaxaca hasta 25 dias.
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VII ANEXOS

Anexo 1. Evaluacion sensorial (Prueba Discriminativa)

Nombre: Fecha:

Sesion: Producto:

En la charola frente a usted hay cuatro muestras de queso asadero y necesitamos
que compare las muestras por serie y marque con una X si son iguales o
diferentes de acuerdo a las siguientes caracteristicas.

SERIE 1: 721-839

CARACTERISTICA | IGUAL DIFERENTE
Color
Olor
Sabor
Textura

SERIE 1: 653-402

CARACTERISTICA | IGUAL DIFERENTE
Color
Olor
Sabor
Textura

¢ Cudles muestras prefiere de las cuatro? Prefiera (escribir el(los) numero

()

De sus comentarios, ya que es importante.
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Anexo 2. Andlisis de varianza de la variable Humedad

Class Level Information

Class Levels Values
Recub 2 01
Dias 2 15 25
Number of observations 180
The GLM Procedure
Dependent Variable: Humedad  Humedad
Sum of
Source DF Squares Mean Square F Value
Model 3 254.933025 84.977675 9.12
Error 176 1640.332395 9.320070
Corrected Total 179 1895.265420
R-Square Coeff Var Root MSE Humedad Mean
0.134510 3.287815 3.052879 92.85433
Source DF Type III SS Mean Square F Value
Dias 1 247.0587025 247.0587025 26.51
Recub 1 5.4243225 5.4243225 0.58
Recub*Dias 1 0.4891469 0.4891469 0.05

Pr > F
<.0001

Pr > F
<.0001
0.4465
0.8191

En el andlisis de humedad se encontré que no existe diferencia entre el uso o no

del recubrimiento

Anexo 3. Andlisis de varianza de la variable Firmeza

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value
Model 3 18.86606944 6.28868981 23.12
Error 176 47.88220833 0.27205800
Corrected Total 179 66.74827778

R-Square Coeff Var Root MSE Firmeza Mean

0.282645 36.37603 0.521592 1.433889
Source DF Type III SS Mean Square F Value
Dias 1 9.81750694 9.81750694 36.09
Recub 1 8.32656250 8.32656250 30.61
Recub*Dias 1 0.02584028 0.02584028 0.09

Pr > F
<.0001

Pr > F
<.0001
<.0001
0.7583

significativas (P<0.01) en ambos factores.

En el analisis de la firmeza, los resultados muestran que

existen diferencias
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Anexo 4. Andlisis de varianza de la variable sélidos solubles

The GLM Procedure

Dependent Variable: SolSol  SolSol

Source DF
Model 3
Error 176

Corrected Total 179

R-Square

0.156331
Source DF
Dias 1
Recub 1
Recub*Dias 1

Sum of
Squares Mean Square F Value
9.38700000 3.12900000 10.87
50.65850000 0.28783239
60.04550000
Coeff Var Root MSE SolSol Mean
36.45527 0.536500 1.471667
Type III SS Mean Square F Value
7.48225000 7.48225000 26.00
1.89225000 1.89225000 6.57
0.31802778 0.31802778 1.10

Pr > F
<.0001

Pr > F
<.0001
0.0112
0.2946

La variable sélidos solubles tiene diferencia muy significativa en ambos factores
(P<0.01), sin embargo, no presenta diferencia en la interaccion.

Anexo 5. Andlisis de varianza de la variable luminosidad

Dependent Variable: L_ L

Source DF
Model 3
Error 176

Corrected Total 179

R-Square

0.017131
Source DF
Dias 1
Recub 1
Recub*Dias 1

The GLM Procedure

Sum of
Squares Mean Square F Value
123.441948 41.147316 1.02
7082.461977 40.241261
7205.903924
Coeff Var Root MSE L_ Mean
7.865939 6.343600 80.64644
Type III SS Mean Square F Value
32.99066778 32.99066778 0.82
7.05600000 7 .05600000 0.18
59.66620444 59.66620444 1.48

Pr > F
0.3840

Pr > F
0.3665
0.6759
0.2250

Con respecto a la variable luminosidad no existe diferencia en ninguno de los dos

factores.
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Anexo 6. Analisis de varianza de la variable eje “a” de cromatografo

The GLM Procedure

Dependent Variable: a_ a_
Source DF
Model 3
Error 176

Corrected Total 179

R-Square

0.034926
Source DF
Dias 1
Recub 1
Recub*Dias 1

Sum of
Squares
4.0360244
111.5234400
115.5594644

Coeff Var
-20.85716

Type III SS
3.54421778
0.00300444
0.41073778

Mean Square
1.3453415
0.6336559

Root MSE
0.796025

Mean Square
3.54421778
0.00300444
0.41073778

F Value Pr > F
2.12 0.0990
a_ Mean
-3.816556
F Value Pr > F
5.59 0.0191
0.00 0.9452
0.65 0.4218

El analisis del cromatdgrafo muestra que hubo diferencia significativa en el eje “a”
respecto a los dias transcurridos (P<0.05).

Anexo 7. Analisis de varianza de la variable eje “b” de cromatoégrafo

Dependent Variable: b_  b_

Source DF
Model 3
Error 176

Corrected Total 179

R-Square

0.095588
Source DF
Dias 1
Recub 1
Recub*Dias 1

The GLM Procedure

Sum of
Squares

60.8755278
575.9781450
636.8536728

Coeff Var
9.885220

Type III SS

59.04090028
0.47742250
0.75350250

Mean Square
20.2918426
3.2726031

Root MSE
1.809034

Mean Square
59.04090028
0.47742250
0.75350250

F Value Pr > F
6.20 0.0005

b_ Mean

18.30039

F Value Pr > F
18.04 <.0001
0.15 0.7030
0.23 0.6319
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Anexo 8. Analisis de varianza para la variable bacterias en una dilucion -2

Dependent Variable: Ho_Lev__ 2_

Source DF
Model 3
Error 60
Corrected Total 63

R-Square

0.060635
Source DF
Dias 1
Recub 1
Recub*Dias 1

The GLM Procedure
Class Level Information

Class Levels Values
Recub 2 01

Dias 2 15 25
Number of observations 64

The GLM Procedure

Ho_Lev__2_
Sum of
Squares Mean Square
15.7500000 5.2500000
244 .0000000 4.0666667
259.7500000
Coeff Var Root MSE
215.1038 2.016598
Type III SS Mean Square
1.35000000 1.35000000
5.40000000 5.40000000

12.15000000 12.15000000

F Value Pr > F
1.29 0.2858

Ho_Lev__2_ Mean
0.937500

F Value Pr > F
0.33 0.5667
1.33 0.2538
2.99 0.0890

No existe diferencia en ninguno de los dos factores por lo tanto no hay diferencia

significativa.

Anexo 9. Analisis de varianza para la variable bacterias en una dilucion -3

Dependent Variable: Ho_Lev__ 3_

Source DF
Model 3
Error 60
Corrected Total 63

R-Square

0.055939
Source DF
Dias 1
Recub 1
Recub*Dias 1

The GLM Procedure

Ho_Lev__ 3_
Sum of
Squares Mean Square
0.68437500 0.22812500
11.55000000 0.19250000
12.23437500
Coeff Var Root MSE
401.1412 0.438748
Type III SS Mean Square
0.45937500 0.45937500
0.08437500 0.08437500
0.08437500 0.08437500

F Value Pr > F
1.19 0.3231

Ho_Lev__3_ Mean
0.109375

F Value Pr > F
2.39 0.1277
0.44 0.5105
0.44 0.5105

No hubo diferencia significativa en el recubrimiento, no hubo diferencia en los dias
transcurridos y tampoco hubo interaccion entre factores.
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Anexo 10. Analisis de varianza para la variable hongos y levaduras en una
dilucion -2

The GLM Procedure

Dependent Variable: Bacterias__2_

Bacterias__ 2_

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 3 439.49271 146.49757 0.41 0.7471
Error 60 21488.61667 358.14361
Corrected Total 63 21928.10938

R-Square Coeff Var Root MSE Bacterias__2_ Mean

0.020042 153.5082 18.92468 12.32813
Source DF Type III SS Mean Square F Value Pr > F
Dias 1 396.5510417 396.5510417 1.11 0.2969
Recub 1 42.9260417 42.9260417 0.12 0.7304
Recub*Dias 1 2.3010417 2.3010417 0.01 0.9364

No representa una diferencia significativa entre tratamientos.

Anexo 11. Analisis de varianza para la variable hongos y levaduras en una

dilucion -3

Dependent Variable: Bacterias__3_

Bacterias__ 3 _

Sum of

Source DF Squares Mean Square F Value Pr > F
Model 3 439.04271 146.34757 0.71 0.5512
Error 60 12407.31667 206.78861
Corrected Total 63 12846.35938

R-Square Coeff Var Root MSE Bacterias_ 3_ Mean

0.034176 108.9147 14.38015 13.20313
Source DF Type III SS Mean Square F Value Pr > F
Dias 1 309.4010417 309.4010417 1.50 0.2260
Recub 1 50.8760417 50.8760417 0.25 0.6217
Recub*Dias 1 46.3760417 46.3760417 0.22 0.6375

Hay un aumento en el conteo en el transcurso de los dias, pero no suficiente para
ser una diferencia significativa. No hay interaccion entre factores.

63




