UNIVERSIDAD TECNICA ESTATAL DE QUEVEDO ¢

| l FACULTAD DE CIENCIAS DE LA INGENIERIA

CARRERA DE INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

TESIS DE GRADO

PREVIO A LA OBTENCION DEL TiTULO DE

INGENIERO AGROINDUSTRIAL

TEMA

EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE OREGANO (Oreganum vulgare L.)
COMO AGENTE ANTIMICROBIANO EN LA CONSERVACION DE LA
CARNE DE DOS ESPECIES DE TILAPIA: NEGRA (Oreochromis

mossambicus) Y ROJA (Oreochromis niloticus).

AUTOR

CESAR ROLANDO MERA MENDOZA

DIRECTORA DE TESIS

Dra. SUNGEY NAYNEE SANCHEZ LLAGUNO

QUEVEDO - ECUADOR
2015



UNIVERSIDAD TECNICA ESTATAL DE QUEVEDO

Facultad de Ciencias de la Ingenieria
N Escuela de Ingenieria para el Desarrollo Agroindustrial
Teléfonos: (593-05) 2750320 — 2752430 — 2753302 CASILLAS
Fax: (593-05) 2753300 — 2753303 Quevedo - Los Rios — Ecuador Guayaquil: 10672
e-mail: info@uteq.edu.ec Km. 1.5 via a Quito Quevedo: 73

Pagina web: www.uteq.edu.ec

DECLARACION DE AUTORIA Y CESION DE DERECHOS

Yo, CESAR ROLANDO MERA MENDOZA, declaro que el trabajo aqui descrito
es de mi autoria; que no ha sido previamente presentado para ningun grado o
calificacion profesional; y, que he consultado las referencias bibliograficas que

se incluyen en este documento.

La Universidad Técnica Estatal de Quevedo, puede hacer uso de los derechos
correspondientes a este trabajo, segun lo establecido por la Ley de Propiedad

Intelectual, por su Reglamento y por la normatividad institucional vigente.



mailto:info@uteq.edu.ec

o UNIVERSIDAD TECNICA ESTATAL DE QUEVEDO
Facultad de Ciencias de la Ingenieria
Escuela de Ingenieria para el Desarrollo Agroindustrial

Teléfonos: (593-05) 2750320 — 2752430 — 2753302 CASILLAS
Fax: (593-05) 2753300 — 2753303 Quevedo - Los Rios — Ecuador Guayaquil: 10672
e-mail: inffo@uteq.edu.ec Km. 1.5 via a Quito Quevedo: 73

Pagina web: www.uteq.edu.ec

CERTIFICADO

La suscrita, Dra. Sungey Naynee Sanchez Llaguno, Docente de la Universidad
Técnica Estatal de Quevedo, certifica que el Egresado CESAR ROLANDO
MERA MENDOZA, realiz6 la tesis de grado previo a la obtencion del titulo de
Ingeniero Agroindustrial titulada EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE
OREGANO (Oreganum vulgare L.) COMO AGENTE ANTIMICROBIANO EN
LA CONSERVACION DE LA CARNE DE DOS ESPECIES DE TILAPIA:
NEGRA (Oreochromis mossambicus) Y ROJA (Oreochromis niloticus),
bajo mi direccién, habiendo cumplido con las disposiciones reglamentarias
establecidas para el efecto.

" o

. --‘. ]

A ’ ’ 9 |

\ N £ .

: X S AN BB
—

Sungey Nayﬁée Sénchéz Llaguno PhD.
DIRECTORA DE TESIS


mailto:info@uteq.edu.ec

5 UNIVERSIDAD TECNICA ESTATAL DE QUEVEDO

Facultad de Ciencias de la Ingenieria
Escuela de Ingenieria para el Desarrollo Agroindustrial

Teléfonos: (593-05) 2750320 — 2752430 — 2753302 CASILLAS
Fax: (593-05) 2753300 — 2753303 Quevedo - Los Rios — Ecuador Guayaquil: 10672
e-mail: inffo@uteq.edu.ec Km. 1.5 via a Quito Quevedo: 73

Pagina web: www.uteq.edu.ec

CERTIFICACION

Yo, Geol. Emestina Clemencia Coello Leén con CC N°.120172312-7, docente de
la Facultad de Ciencias de la Ingenieria de la Universidad Técnica Estatal de
Quevedo, certifico que he revisado la tesis de grado del Egresado CESAR
ROLANDO MERA MENDOZA con CC N”. 092840433-4 previo a la obtencion del
titulo de Ingeniero Agroindustrial, titulada “EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE
OREGANO (Oreganum vulgare L.) COMO AGENTE ANTIMICROBIANO EN LA
CONSERVACION DE LA CARNE DE DOS ESPECIES DE TILAPIA: NEGRA
(Oreochromis mossambicus) Y ROJA (Oreochromis niloticus)", habiendo

cumplido con la redaccion y correccion ortografica que se ha indicado.

/

Geol. M.Sc. Ernestina Clemehcia Coello Ledn
DOCENTE DE LA F.C...



mailto:info@uteq.edu.ec

UNIVERSIDAD TECNICA ESTATAL DE QUEVEDO

Facultad de Ciencias de la Ingenieria
Escuela de Ingenieria para el Desarrollo Agroindustrial

Teléfonos: (593-05) 2750320 — 2752430 — 2753302 CASILLAS
Fax: (593-05) 2753300 — 2753303 Quevedo - Los Rios — Ecuador Guayaquil: 10672
e-mail: inffo@uteq.edu.ec Km. 1.5 via a Quito Quevedo: 73

Pagina web: www.uteq.edu.ec

CERTIFICACION

Yo, Ing. Sonnia Esther Barzola Miranda docente de la Facultad de Ciencias de la
Ingenieria de la Universidad Técnica Estatal de Quevedo, certifico que he
revisado la tesis de grado del Egresado CESAR ROLANDO MERA MENDOZA
con CC N°. 092840433-4 previo a la obtencién del titulo de Ingeniero
Agroindustrial, titulada “EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE OREGANO
(Oreganum vulgare L.) COMO AGENTE ANTIMICROBIANO EN LA
CONSERVACION DE LA CARNE DE DOS ESPECIES DE TILAPIA: NEGRA
(Oreochromis mossambicus) Y ROJA (Oreochromis niloticus)”, habiendo

cumplido con las disposiciones reglamentarias establecidas para el efecto

V/ /_Air \1
L'_(wv £ Ml

 —— :
Ing. Ms.C Sonnla Barzola Miranda
MIEMBRO DEL TRIBUNAL

//_\ UNIVERSIDAD TECNICA ESTATAL DE QUEVEDO
(@

Vv


mailto:info@uteq.edu.ec

Facultad de Ciencias de la Ingenieria
Escuela de Ingenieria para el Desarrollo Agroindustrial

Teléfonos: (593-05) 2750320 — 2752430 — 2753302 CASILLAS
Fax: (593-05) 2753300 — 2753303 Quevedo - Los Rios — Ecuador Guayaquil: 10672
e-mail: inffo@uteq.edu.ec Km. 1.5 via a Quito Quevedo: 73

Pagina web: www.uteq.edu.ec

CERTIFICACION

Yo, Ing. Flor Marina Fon Fay Vasquez docente de la Facultad de Ciencias de la
Ingenieria de la Universidad Teécnica Estatal de Quevedo, certifico que he
revisado |a tesis de grado del Egresado CESAR ROLANDO MERA MENDOZA
con CC N°. 0928404334 previo a la obtencién del titulo de Ingeniero
Agroindustrial, titulada “EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE OREGANO
(Oreganum wvulgare L.) COMO AGENTE ANTIMICROBIANO EN LA
CONSERVACION DE LA CARNE DE DOS ESPECIES DE TILAPIA: NEGRA
(Oreochromis mossambicus) Y ROJA (Oreochromis niloticus)”, habiendo

cumplido con las disposiciones reglamentarias establecidas para el efecto

cndetl)

AN !L’L’f x

Ing. MSE. Flor Marina Fon Fay Vasquez
MIEMBRO DEL TRIBUNAL

Vi


mailto:info@uteq.edu.ec

Universidad Técnica Estatal de Quevedo
Facultad de Ciencias de la Ingenieria.

Quevedo 07 de abril del 2015.
CERTIFICACION,

PROF. DR. JUAN ALEJANDRO NEIRA MOSQUERA, DOCENTE INVESTIGADOR
DE LA FACULTAD DE CIENCIAS DE LA INGENIERLA CERTIFICA:

Luego de revisado el Wrabajo de Tesis de grado “EFECTO DEL ACEITE
ESENCIAL DE OREGANO (Oreganum wulgare L) COMO AGENTE
ANTIMICROBIANQ EN LA CONSERVACION DE LA CARNE DE DOS ESPECIES
DE TILAPIA: NEGRA (Oreochromis maossambicus) Y ROJA (Oreochromis
niloticus),” Previo a la obtencion del titulo de Ingeniero Agroindustrial de la autoria
del Sefior: César Rolando Mera Mendoza, informo que dicho frabajo de
investigacion cumple con los criterios minimos exigidos, por lo que en calidad de
PRESIDENTE DEL TRIBUNAL DE TESIS considero que puede ser presentado
para la sustentacion respectiva.

' \[;\/":n\' Ate\ﬂamente.
( | {

JuaI A1e
PRESID DEL COMITE DE TESIS.
J

Vii



UNIVERSIDAD TECNICA ESTATAL DE QUEVEDO
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA INGENIERIA
ESCUELA DE INGENIERIA PARA EL DESARROLLO
AGROINDUSTRIAL
CARRERA: INGENIERIA AGROINDUSTRIAL

3

Tesis de grado presenta al Honorable Consejo Directivo de la Facultad de
Ciencias de la Ingenieria Previo a la Obtencion del Titulo de:

INGENIERO AGROINDUSTRIAL
Titulo de tesis:

“EFECTO DEL ACEITE ESENCIAL DE OREGANO (Oreganum vulgare L.)
COMO AGENTE ANTIMICROBIANO EN LA CONSERVACION DE LA CARNE
DE DOS ESPECIES DE TILAPIA: NEGRA (Oreochromis mossambicus) Y
ROJA (Oreochromis niloticus)”.

Aprobado:

Dr. Juan Alejandro Neira Mosquera
PRESIDENTE DEL TRIBUNAL DE TESIS

Ing. Msc. Sonnia Esther Barzola Miranda Ing. Msc. Flor Marina Fon Fay Vasquez
MIEMBRO DEL TRIBUNAL MIEMBRO DEL TRIBUNAL

QUEVEDO - ECUADOR
2015

viii



AGRADECIMIENTO

Principalmente a Dios por permitir llenar mis dias de sabiduria, salud vy
mantenerme firme con mis objetivos, también a mis padres que me brindaron
todo su apoyo y son la base fundamental en mi vida, que han hecho de mi una

persona integra por los habitos, valores y principios que me inculcaron.

A la Universidad Técnica Estatal de Quevedo por ser el Alma méter que me ha

formado como futuro profesional.

A la Facultad de Ciencias de la Ingenieria y a la carrera de Ingenieria
Agroindustrial por impulsar la investigacion y desarrollo agroindustrial del
Ecuador. Ademas de las autoridades que hacen lo posible el progreso de esta

noble institucion.

Al Dr. Juan Neira por la asistencia y cooperacion brindada en el proceso y

ejecucion de este trabajo de investigacion.

A la Dra. Sungey Sanchez por haber colaborado y dirigido acertadamente esta
tesis.

A la Dra. Janne Rojas por su apoyo proporcionado para perseverar en el

desarrollo de este trabajo.

Consciente de la trascendencia que significa toda la abnegacion, sacrificio y
dedicaciéon que han consignado en mi, y sin mas palabras “mil gracias a mis

padres y a toda mi familia”.

César Rolando Mera Mendoza



DEDICATORIA

Primordialmente a Dios ya que sin El no soy nada y con El lo puedo todo, a mis
padres Mariana y Gonzalo (+), que hicieron posible alcanzar esta meta, este
trabajo es el resultado del esfuerzo, dedicacibn y entrega, mediante la
superacion de los momentos criticos acaecidos, también dedico este trabajo a
mis hermanos y hermanas que son pieza fundamental por el apoyo moral
brindado y a toda mi familia que depositaron en mi toda la confianza para seguir

avanzando logrando mi superacion personal y profesional.

A pesar de no ser facil el logro de esta meta, deseo sea fuente de inspiracion
gue motive a mis sobrinos continuar con sus estudios universitarios, con la

esperanza de momentos mejores.

Este trabajo lo dedico absolutamente a todos ustedes, cada uno tiene un espacio
en mi sery dejan huellas en mivida, y aunque no se los diga muy frecuentemente

los amo.

Finalmente a mis maestros por consagrar los conocimientos apropiados desde
qgue inicié mis estudios universitarios, a mis compafieros y amigos, que
oportunamente lograron asistirme en momentos dificiles a lo largo de mi vida

académica y personal.

César Rolando Mera Mendoza



INDICE GENERAL

CONTENIDO

POrtada. ..o

Declaracion de Autoria 'y Cesion de
Derecho.......cooviviiiiiiiiii e

Certificacion del Director de

Certificacion de Docencia y

Curriculum........o
Certificaciones de los miembros del
tribunal...............o

Tribunal de

Indice de
CONENIHO . .o

RO SUM BN . e e e e e e

F A o 15] 1 1= o] FU

CAPTTULO Lo ettt
1. PRELIMINARES DE LA INVESTIGACION .....ooooiiiieeeeeeeeeeeeeeeei,
1.1, INTRODUGCCION ...ccooe ettt

viii

Xi

XVii

XVii

Xi



111 ANEECEABNTIES. ..o 2

1.1.2. PROBLEMATIZACION ....ccoiiviiiiiieeiecieete e ettt 4
3 It N I T = Vo [ 1 1S 1 oo L PSP SPP PRSP 4
1.1.2.2. Formulacion del problema. ............ccoeeoiiee i 4
1.1.2.3. Sistematizacion del problema. ...........ccceeoiiiiiiii e, 4
1.1.3. JUSTIFICACION ..ottt sttt 5
1.2, OBJETIVOS ...ttt e e e e et e e e e e e e s e nnbb e eeeaeas 6
1.2.1. ODbJEtIVO gENETAL .....cceeieeie e 7
1.2.2. ObjetiVOS €SPECITICOS: ......iiuiiieieiieii et 7
1.3, HIPOTESIS ..ottt ettt 7
1.3.2. HIPOLESIS NUIA:......coiiieiiii ettt 8
1.3.2. HIipOtesisS AIEINALIVA: .......coviiiiiieiiee e 8
1.4. Variables de StUIO .......ccoviiiiiiiiiii e 8
CAPITULO ittt sttt 9
2. MARCO TEORICO ...oiiiiieiiicieie ettt 10
2.1. Tilapia (Ore0Chromis SP.) ....uuuuiii i e 10
2.1.1. Clasificacion Cientifica de la tilapia ..........ccoooveiiieiiiiieeee e 10
2.1.2. Produccion de la tilapia..........cccooeiiriieiieieeee e 11
2.2. Causas Yy efectos del deterioro en pescado fresSco. ......ccooeeeevvvviiiiiiienneennn. 11
2.3. Composicion quimica del pescado ..........ccceevveeeiiiiiiiiiiiie e 12
2.4. RedUCCION A€ PH ... 13
2.4.1. Efecto del pH sobre 10S mMiCroorganiSmos ..........cccccoeveeeiieeeiieeeciee e 144
2.5. Orégano (Oreganum VUIgare L.) ... 15
2.5.1. Clasificacion Cientifica del Orégano (Oreganum vulgare L.).................... 15
2.5.2. Composicion quimica del 0régano ..........c...coovvveeiiieeciec e, 16
2.5.3. Propiedades del 0régano ...........ccceeiiiiiiiiiie e e 18
2.6. ACEItES BSENCIAIES ... 19
2.6.1. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales..............ccccoceeevnennne 19
2.6.2. Empleo en tecnologia alimentaria ...............cccoeeeeiiieiiic i, 20
2.7. CoNServantes NAUIAIES ..........uiiie i e e e e e 21
2.8. Cloruro de SOdio (NACI) .......uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 22
CAPITULO ittt sttt 23
3. MATERIALES Y METODOS DE LA INVESTIGACION .......ccocveveeeeeennn. 24



3.1. MaterialeS Y EQUIPOS.......ccouuieiiiiee et e e e e e e e e 24

ACIHRZ ... 24
0] SRRSO 24
Proteina BrUta.......ccovviiiiiieieee 25
LT = ST- T o] - | 26
[ 18 [T F= T PR 26
(O] o1 T 27
AV TTed 0] o] To] oo (oo 1< 27
3.2. METODOLOGIA ..ottt 27
3.3. UBICACION GEOGRAFICA DE LA INVESTIGACION: .....coceovieeiricnean 29
3.4. FACTORES DE ESTUDIO ... cccii et e e 30
3.4.1. DiSefio EXPErMENTAl........cccooiiiiiiiiiii e 30
3.4.2. Cuadro de tratamientOS .........ccceeeiiieeiiie et e e 31
3.4.3. Caracteristicas del experimento del efecto del aceite esencial de orégano
en la conservacion de la carne de tilapia ..........ccoocveveiieiienieieeee 32
3.4.4. ANAliSiS EStadiStiCO ........ccciiiiieiii et 32
CAPITULO IV ittt ettt 33
4, RESULTADOS Y DISCUSION ......cveiviiieiieieceeece e 34
4.1, RESULTADOS. ... .ottt ettt e e et e e e e e e e s e et eeeeeeeeeaaans 34
4.1.1. Resultados con Respecto a los Factores de Estudio...........ccccoeeeeeeeeennn, 34
4.1.1.1. Analisis de Porcentaje ACIAEZ..........cccoocoiueeeiiieeiiie e 34
4.1.1.2. ANAIISIS A8 PH ..ot 35
4.1.1.3. ANAIISIS de ProteinNa .......cccooiiiiiiieiii et 36
4.1.1.4. ANAIISIS 8 GraSa .....ccciuieiuieaiieiiie et eeiie et see e stee et aaeesreeenneeanes 37
4.1.1.5. Andlisis de HUMeEdad............cooiiiiiiiie s 38
4.1.1.6. ANAIISIS A& CENIZAS.......ceiieeiee ettt 39
4.1.2. Resultados con Respecto a los Analisis Microbiologicos....................... 40
4.1.2.1. ANAIISIS de AEIODIOS .....oociiieiie it 40
4.1.2. Resultados con respecto a los Factores de Estudio (prueba de
SIgNIficacion de TUKEY). ....coviiiiiiiii e e e e e e eenens 41
4.1.2.1. Resultados con respecto al Factor A (Especies de Tilapia) .................. 41

4.1.2.2. Resultados con respecto al Factor B (Concentraciones de Aceite
Esencial de Orégan)........c.ouiiieiiii e 43

Xiii



4.1.2.3. Resultados con respecto al Factor C (Concentraciones de Cloruro de

Yo o [0 PPN 45
4.1.2.4. Resultados con respecto a las Réplicas...........ccccccovveviiiciiie e, 47
4.1.2.4. Resultados con respecto a la Interaccion ABC...........cccocevveeeiieecinenn, 48
4.2, DISCUSION .....oouiiiiiiieieieeeieie ettt ee e 51
4.2.1. Discusion de Resultados de los Filetes de Tilapia tratados con Aceite
Esencial de Orégano y CINa. .........oooviiiiiiii e 51
4.2.1.1. Discusion de Resultados de los Analisis fisico — quimico................... 51
4.2.1.1.1. Con Respecto a Especies de Tilapia (Factor A)........cccccccovveevieeeinnn.n. 51
4.2.1.1.2. Con Respecto a las Concentraciones de Aceite Esencial de Orégano
01 1][4= Lo o (= Tex (o] = ) O OO PSU PR OPPRRPPP 52
4.2.1.1.3. Con Respecto a las Concentraciones de Cloruro de Sodio utilizado
(= Te3 (o] O F PRSPPI 52
4.2.1.1.4. Con Respecto a las Especies de Tilapia * Concentraciones de Aceite
Esencial de Orégano * Concentraciones de Cloruro de Sodio (Factor ABC)....53
4.2.1.1.5. Con Respecto a la Caracterizacion quimica del Aceite Esencial de
(@] (=To =12 [o F PP 54
CAPITULO V ettt 55
5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.........cccooiiiiiiiiiieie e 56
5.1. CONCLUSIONES .....oitiiiiieiiiiciieee ettt e e e e e 56
5.1.1. De las especies de tilapia (FACtor A).......c.cccoovveeiieiiiiee e, 56
5.1.2. De las concentraciones de Aceite Esencial de Orégano (Factor B) ........ 57
5.1.3. De las concentraciones de Cloruro de Sodio (Factor C)...........ccceeeeuveene. 58
5.1.4. De la Interaccion ABC (Especies de Tilapia * Concentraciones de Aceite
Esencial de Orégano * Concentraciones de Cloruro de Sodio) .............cccveeene... 59
5.1.5. De la caracterizacion quimica del Aceite Esencial de Orégano............... 60
5.2. RECOMENDACIONES .......cciittiiiiteee ettt a e e e 61
5.2.1. De las especies de tilapia (FaCtor A)........cccvvveieiiiie i 61
5.2.2. De las concentraciones de Aceite Esencial de Orégano (Factor B) ........ 61
5.2.3. De las concentraciones de Cloruro de Sodio ..........cccceveeiiieiiiiiiieiicecies 61
5.2.4. De la Interaccion ABC (Especies de Tilapia * Concentraciones de Aceite
Esencial de Orégano * Concentraciones de Cloruro de Sodi0) ..........cccccveneeene. 62
5.2.5. De la caracterizacion quimica del Aceite Esencial de Orégano............... 62
CAPITULOD VI ittt 63
6. BIBLIOGRAFIA ...ttt 64



(07N =1 U1 @ JAV 1 O 67
A N =070 TR 67
ANEXO 1. VALORES PROMEDIOS DEL ANALISIS FiSICO- QUIMICO.......... 68
ANEXO 2. VALORES PROMEDIOS DE ANALISIS MICROBIOLOGICOS.......69

ANEXO 3. FOTOS DE LA FASE EXPERIMENTAL .....ooiiiiiiieeee e, 70
ANEXO 4. CERTIFICACIONES DE LABORATORIOS.........ccooiiiiiiieen 75
ANEXO 5. PRUEBAS DE SIGNIFICACION TUKEY EN STATGRAPHICS...... 77
ANEXO 6. NORMAS INEN. ... e 91
ANEXO 7. TECNICAS DE LABORATORIO DE BROMATOLOGIA............... 99
ANEXO 8. CERTIFICACION DEL SISTEMA ANTIPLAGIO URKUND......... 113
INDICE DE CUADROS Pag.
CUADRO N° 1: Factores de Estudio que intervienen en el efecto del aceite

esencial de orégano en la conservacion de la carne de

AP, e

CUADRO N° 2: Combinacion de los tratamientos para el disefio
experimental del efecto del aceite esencial de orégano en

la conservacion de la carne de tilapia.................c.oooea
CUADRO N° 3: Esquema del Analisis de Varianza.................................
CUADRO N° 4: Andlisis de Varianza para Acidez...............ccccooveeiiiennn.
CUADRO N° 5: Andlisis de VarianzaparapH............ccoooiiiiiiiinnn
CUADRO N-¢ 6: Andlisis de Varianza para Proteina..................ccoooii
CUADRO N° 7: Analisis de Varianza para Grasa...........c.cocoeeveiiiennnnnn,
CUADRO N-¢ 8: Andlisis de Varianza para Humedad..............................
CUADRO N° 9: Analisis de Varianza para Cenizas..............cccoceevvvnennnne.

CUADRO N° 10:  Andlisis de Varianza para Aerobios............ccccccccvveeeeeiinnenee.

XV

30

31

32

34

35

36

37

38

39



CUADRO N° 11:

CUADRO N° 12:

TABLA N° 1:

TABLA N° 2:

TABLA N° 3:

GRAFICO N° 1:

GRAFICO N° 2:

GRAFICO N° 3:

GRAFICO N° 4:

GRAFICO N° 5:

GRAFICO N° 6:

Prueba de Tukey por Interaccion ABC (Especies de Tilapia
* Concentraciones de Aceite Esencial de Orégano *

Concentraciones de Cloruro de Sodio)...........cccovvvvvnenene. 48
Caracterizacion del Aceite Esencial de Orégano............... 50
INDICE DE TABLAS Pag.
Composicion quimica del pescado (filete).................ccccevneann.. 12

Contenido de humedad, proteina, cenizas y grasa de filete de
tilapia (Oreochromis sp.) en (9/100Q)........ooviiiiiiiiiiiiiiiiiiieens

13
Plan de muestreo y limites microbiolégicos recomendados para
Productos PESQUEIOS. ... .uetteieee et e e 15
INDICE DE GRAFICOS Pag.
Estructura quimica de los principales componentes en 17
L0 =T =1 o T
Estructura quimica de los principales flavonoides en orégano.... 17
Diferencias de medias del Factor A (Especies de tilapia) a1
mediante la prueba de tukey.............cooiiiiiiii
Diferencias de medias del Factor B (Concentraciones de Aceite 43
Esencial de Orégano) mediante la prueba de tukey.................
Diferencias de medias del Factor C (Concentraciones de 45
Cloruro de Sodio) mediante la prueba de tukey.......................
Diferencias de medias de las Réplicas mediante la prueba de 47

XVi



RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto del aceite esencial de
orégano como agente antimicrobiano en la conservacion de la carne de dos
especies de tilapia, con la finalidad de potenciar la adicion de conservantes
naturales en las carnes. Se emplearon 24 filetes de tilapia, se tomaron muestras
de 50 y 150 gramos para 12 tratamientos y 2 repeticiones. A su vez se
realizaron andlisis fisicoquimicos como: acidez, pH, proteina bruta, grasa total,
humedad, ceniza, y analisis microbiolégicos: conteo de aerobios para
determinar si hay o no diferencia entre los niveles de los tratamientos
estudiados. En el andlisis estadistico se utilizd un arreglo factorial de bloques
AxXBXC con 2 repeticiones considerando como factor A: especies de tilapia
(Oreochromis mossambicus y Oreochromis niloticus), factor B: concentraciones
de aceite esencial de orégano (1%, 3% y 5%), factor C: concentraciones de
Cloruro de Sodio (10% y 20%); también se caracterizO los componentes
quimicos del aceite esencial de orégano por cromatografia de gases. Para el
analisis de datos se empleo el paquete estadistico StatGraphics, ademas para
la separacion de medias de los niveles de los tratamientos se acudio a la prueba

de significacién de Tukey (p<0,05).

En la evaluacion de los tratamientos se concluyé que existié diferencia
significativa entre los niveles de los tratamientos. Como consecuencia se

determind que el mejor tratamiento fue el aibzci (O. niloticus * 5% AEO * 20%
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CINa); ya que presenté los mejores valores (3 x 10° en el contenido de

microorganismos aerobios.

Palabras clave: tilapia, aceite esencial, orégano, cloruro de sodio.

ABSTRACT

The objective of this investigation was to evaluate the effect of the essential oil of
oregano as an antimicrobial agent in the conservation of the meat of two species
of tilapia, with the aim to enhance the addition of natural preservatives in the
meat. We used 24 tilapia fillet, samples were taken from 50 and 150 grams for
12 treatments and 2 repetitions. In the statistical analysis used a factorial
arrangement of blocks with 2 repetitions AXxBXC recital as factor A: species of
tilapia (Oreochromis mossambicus and Oreochromis niloticus), factor B:
concentrations of essential oil of oregano (1 %, 3% and 5 %), factor C:
concentrations of sodium chloride (10% and 20 %); was also characterized the
chemical components of essential oil of oregano by gas chromatography. For the
analysis of data was performed using statistical package Statgraphics, in addition
to the separation of half of the levels of the treatments she went to the test of
significance of Tukey (p<0.05). In the evaluation of therapies it was concluded
that there was a significant difference between the levels of the treatments. As a
result it was determined that the best treatment was the aibzci (O. niloticus * 5%
AEO * 20% CINa); since it introduced the best values (3x10°) in the content of

aerobic microorganisms.

Key words: tilapia, essential oil, oregano, sodium chloride.
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CAPITULO |



1. MARCO CONTEXTUAL DE LA INVESTIGACION

1.1. Introduccidn
1.1.1. Antecedentes

Los bioconservadores son una parte esencial en los productos alimenticios (Ray,
2001) ya que extienden la vida de anaquel del producto, controlan las
propiedades organolépticas de los alimentos y garantizan la salud del
consumidor inhibiendo el crecimiento o aniquilando a microorganismos
indeseables como saprofitos alterantes, mesofilos, psicrotrofos, Pseudomonas,
Entobacterias, Mohos, Levaduras, Coliformes, E. coli, Salmonella vy
Campylobacter spp., (Robinson et al, 2000).

Las hierbas y las especias han sido empleadas durante siglos para aumentar la
vida atil de los alimentos. Diversos han sido los estudios para demostrar la
actividad antimicrobiana de este tipo de sustancias. El aceite esencial de
orégano presenta potencial in vitro como antimicrobiano contra Fusarium

micotoxigénicos (Soriano, 2007).

Hoy en dia ha disminuido el consumo de los productos que contienen aditivos
sintéticos, ya que la mercadotecnia ha generado una tendencia favorable hacia
el consumo de productos con conservadores naturales o bioconservadores. El
orégano que se utiliza en la industria alimenticia como sazonador y
bioconservador culinario contiene aceite esencial que se considera de actividad
inhibitoria fuerte. El reconocido principio aromatico y de sabor de extractos
vegetales de diferentes tipos de plantas ha motivado el uso de varios de ellos,
principalmente como agentes saborizantes o sazonadores de alimentos y
bebidas.

En Ecuador actualmente no utilizan bioconservadores en las industrias
alimenticias solamente se ha registrado estudios para empleo de estos, como
es el caso de varias investigaciones de la Universidad Central del Ecuador en
las que se han aplicado bioconservadores en carnes envasadas, embutidos y en
productos lacteos. En otros paises ya se utiliza bioconservadores para la

conservacion de carnes y alargamiento de su vida de anaquel, ademas se



sugiere la aplicacion de bioconservadores en alimentos, plantas vy
medicamentos. Los aceites esenciales son la alternativa de conservadores
naturales que prometen competir con el amplio mercado de los agentes quimicos
0 sintéticos que actualmente ofrecen productos econdmicos, de aplicacion
sencillay amplio espectro, pero que estan destinados a desaparecer porque son
altamente toxicos para el hombre y los animales, son bioacumulables, y después
de un largo tiempo de aplicacién son inactivos para muchos microorganismos

patdgenos.

La presion publica para la disminucién del uso de conservantes quimicos en la
industria alimentaria ha llevado a la busqueda de antimicrobianos alternativos de

origen natural, tales como extractos de plantas (Soriano, 2007).

En consecuencia esta investigacion plantea evaluar el efecto antimicrobiano del
aceite esencial de orégano (Oreganum vulgare L.) y como un sistema sustituto
de: conservadores quimicos, empaque al vacio y atmdsferas modificadas

utilizadas por la tecnologia para la conservacion de alimentos.



1.1.2. Problematizacion
1.1.2.1. Diagnadstico.

Existe una importante produccién piscicola en el pais, prevaleciendo la cria de
tilapia, donde las técnicas de manipulacion y conservacion consisten en
refrigeracion o congelacién a gran escala resultando muy eficaces por lo que
permiten conservar por algun tiempo la carne; sin embargo, el expendio directo
al consumidor comunmente se lo realiza en mercados populares y en muchas
ocasiones se encuentran en condiciones precarias y expuestas a la
contaminacion microbiana alterando las propiedades organolépticas de la
misma, en ningun caso se ha observado métodos que permita prolongar la vida
de anaquel de la carne de tilapia y sin variar las caracteristicas propias de esta

especie.

El pescado es, junto con el marisco, el alimento mas inestable, pues sus tejidos
se descomponen muy rapidamente. Algunos procesos que tienen lugar durante
la pesca, incluso antes de extraer el pez del agua, favorecen su descomposicion;
la cual contintia con la muerte y los procesos bioquimicos del musculo que podria

ser alterado por condiciones biofisicas.

Existen pocas investigaciones técnicas sobre la aplicacion de agentes
antimicrobianos en la conservacion de productos perecederos, y sobre todo de

aceites esenciales aplicados en la conservacion de pescado.

1.1.2.2. Formulacion del problema.

¢El desconocimiento del poder conservante de aceite esencial de orégano
(Oreganum vulgare L.) como agente antimicrobiano, limita su utilizacion

comercial en la conservacion de la carne de tilapia (Oreochromis sp.)?

1.1.2.3. Sistematizacion del problema.

Los pescados y mariscos al ser muy perecederos tienen un periodo de
conservacion muy corto que depende, como siempre, del manejo en captura y

transporte y la conservacion gue tengan en el momento de su adquisicién, por



otro lado es indispensable mantenerlos en refrigeracion y aplicarles una pelicula
o film para poder contrarrestar la proliferacién bacteriana.

El pescado es el alimento que menos tiempo dura ya que posee
microorganismos y enzimas adaptados a bajas temperaturas. Ello explica que la

refrigeracién no consiga aumentar de manera significativa su vida util.

El deterioro microbiologico del pescado esta relacionado con dos parametros

claves: la manipulacién desde que se captura y la temperatura de conservacion.

Se trata de un alimento que tiene una conservacion limitada y, si no los tomamos

dentro de ese limite, pueden empezar a estropearse.

El principal de estos problemas de conservacion es la falta de algun agente
antimicrobiano que evite la propagacién de bacterias en la carne de tilapia.

Ademas de aplicar el aceite esencial de orégano se debe de determinar las
concentraciones adecuadas para asi evitar una posible toxicidad en el consumo

de la misma.

1.1.3. Justificacién

El reconocido principio aromatico y de sabor de extractos vegetales de diferentes

tipos de plantas ha motivado el uso de varios de ellos como agentes saborizantes
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0 sazonadores de alimentos y bebidas. Sin embargo, son pocos los alimentos

gue a nivel comercial contienen aceites esenciales como bioconservadores.

El aceite de orégano es uno de los mas potentes y efectivos antimicrobianos
naturales. Elimina bacterias, hongos, parésitos y virus con tan solo unas pocas
gotas. Ademas, no ocasiona efectos secundarios ni potencia mutaciones que
dan lugar a cepas patoldgicas resistentes, como ocurre con los conservantes

sintéticos.

El principio activo que le confiere estas propiedades es el carvacrol, un fenol que
se encuentra en la planta en concentraciones que oscilan del 30 al 87 por ciento.
Un alto porcentaje de carvacrol obtenido por destilacion no implica mayor
efectividad terapéutica, pues esta procede de la delicada sinergia creada por la
naturaleza y en la que intervienen otros componentes del orégano. El carvacrol

puro es la mitad de efectivo que el aceite de orégano natural no adulterado.

La conservacion de productos alimenticios es favorable ya que prolonga la vida
atil  del producto y disminuye las grandes pérdidas por su deterioro. La
Universidad Técnica Estatal de Quevedo ayudara a contribuir el desarrollo social,
tecnoldgico e industrial en la alimentacion humana en lo que es aplicar un
bioconservador que actie como agente antimicrobiano para la conservacion de

la carne de la tilapia.

Con esto se encuentra una oportunidad necesaria de plantear alternativas
comerciales que contribuyan de alguna manera a mejorar su conservacion
proporcionandole ademas un valor agregado a una planta silvestre como lo es el

orégano.

1.2. Objetivos



1.2.1. Objetivo general:

Evaluar el efecto del aceite esencial de orégano (Oreganum vulgare L.) como
agente antimicrobiano en la conservacion de la carne de dos especies de tilapia:
negra (Oreochromis mossambicus) y roja (Oreochromis niloticus).

1.2.2. Objetivos especificos:

e Evaluar la diferencia entre la carne de tilapia negra (Oreochromis
mossambicus) y roja (Oreochromis niloticus) en la conservacion con
aceite esencial de orégano.

e Determinar las concentraciones adecuadas de aceite esencial de orégano
en la adicién de dos tipos de tilapia negra (Oreochromis mossambicus) y
roja (Oreochromis niloticus).

e Evaluar dos concentraciones de sal (Cloruro de sodio) al 10% - 20% en la
tilapia.

e Determinar la caracterizacion quimica del aceite esencial de orégano por

cromatografia de gases.

1.3. Hipotesis



1.3.1. Hipotesis Nula:

e Ho.- Las especies de tilapia con la adicion de aceite esencial de orégano
(Oreganum vulgare L.) no influyen en la conservacion.

e Ho.- Las concentraciones de aceite esencial de orégano (Oreganum
vulgare L.) no influyen en la conservacion de la carne de tilapia.

e Ho.- Las concentraciones de cloruro de sodio no influyen a inhibir el

crecimiento microbiano.

1.3.2. Hipotesis Alternativa:

e Ha.- Las especies de tilapia con la adicion de aceite esencial de orégano
(Oreganum vulgare L.) influyen en la conservacion.

e Ha.- Las concentraciones de aceite esencial de orégano (Oreganum
vulgare L.) influyen en la conservacion de la carne de tilapia.

e Ha.- Las concentraciones de cloruro de sodio influyen a inhibir el

crecimiento microbiano.

1.4. Variables de estudio

» Acidez titulable

»pH

» Proteina bruta

» Grasa total

»Humedad

» Ceniza

» Analisis microbiologicos: Conteo de Placas de Aerobios Mesdfilos y mohos

y levaduras



CAPITULO I



2. MARCO TEORICO

2.1. Fundamentacion teodrica
2.1.1. Tilapia (Oreochromis sp.)

La tilapia es la variedad mas representativa de los cultivos acuicolas de agua
dulce del Ecuador. Pertenece a la familia de las Cichlidae, que esta muy

extendida en las aguas de Africa intertropical. (Huet, 1983)

2.1.1.1. Clasificacion Cientifica de la tilapia.

Reino: Animalia

Filo: Chordata

Clase: Actinopterygij

Orden: Perciformes

Familia: Cichlidae

Subfamilia: Pseudocrenilabrinae
Geénero: Tilapia

La tilapia roja es un tetra-hibrido, resultante del cruce de cuatro representantes
del género Oreochromis: O. mossambicus (Mozambica), O. niloticus (Nilética),

O. Hornorum y O. aureus (Aurea) (Corpei, 2001).

Oreochromis mossambicus, comunmente conocida como la tilapia de
Mozambique, negra o Kurper besugo, y por muchos otros nombres comunes, es
un nativo de peces ciclidos del sur de Africa. Debido a su éxito como alimento
criado a través de la acuicultura, O. mossambicus se ha extendido a los paises
tropicales y subtropicales de todo el mundo. Este pez resistente tolera
temperaturas de agua de ancho, tiene una dieta amplia, omnivoro, asoma con
facilidad y su firme textura y sabor suave que sea muy popular para comer (Nico
& Neilson, 2012).
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La tilapia del Nilo, Oreochromis niloticus, es una especie de tilapia, un ciclido pez
nativo de Africa, desde Egipto al sur de Africa oriental y central, y por el oeste
hasta Gambia (Nico & Neilson, 2012).

De agua dulce y habitantes de aguas salobres. Vive en las calidas piscinas,
maleza de corriente lenta, canales y estanques (Froese & Pauly, 2003).

2.1.1.2. Produccion de la tilapia.

El Ecuador ha alcanzado una posicibn muy importante como uno de los
principales productores y exportadores de tilapia roja en el mundo, ocupando el
primer lugar en Latinoamérica. El principal comprador es Estados Unidos, pero
las demandas se estan expandiendo en los paises europeos. Segun estudio de
la (Corpei, 2001) mas de 18 millones de toneladas métricas son producidas

anualmente, esto equivale al 20% de los requerimientos mundiales de pescado.

2.1.2. Causas y efectos del deterioro en pescado fresco.

Los pescados frescos son aquellos que, desde su captura, no han sufrido
ninguna operacion para su conservacion, excepto la adicion de hielo troceado,
puro o mezclado con sal. No se considera proceso conservador el descabezado,
el desangrado o eviscerado ni el mantenimiento en refrigeracion (Larrafiaga &
Carballo, 1998).

Entre los elementos evidentes del deterioro en pescado se encuentran (Huss,
1997):

e deteccion de olores y sabores extrafios

e formacion de exudados

e produccién de gases

e pérdida de color

e cambios de textura
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Las causas de la alteracién del pescado fresco pueden ser de dos tipos:

microbiolégica y no microbioldgica (Connell, 1978).

La pérdida inicial de frescura de las especies de pescado magras en su estado
natural, con o sin refrigeracion se debe a cambios autoliticos, mientras que el

deterioro se debe principalmente a la accion bacteriana (Huss, 1997).

2.1.3. Composicion quimica del pescado

La composicidn quimica de los peces varia considerablemente entre las
diferentes especies y también entre individuos de una misma especie,
dependiendo de la edad, sexo, medio ambiente y estacion del afio (FAO,
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura,
2001).

Tabla N° 1: Composicién quimica del pescado (filete)

Constituyente Pescado (filete)

Minimo Variacién normal Maximo
Proteinas 6 16-21 28
Lipidos 0,1 0,2-25 67
Carbohidratos <0,5
Cenizas 0,4 1,2-1,5 15
Agua 28 66-81 96

Fuente: FAO, 2001

El pescado y los productos pesqueros, como muchos otros productos de origen
animal, contienen agua, proteinas y otros compuestos de nitrégeno, lipidos,
carbohidratos, minerales y vitaminas. Las proteinas y los lipidos son los
principales componentes del pescado. Los micronutrientes esenciales y los
minerales que contiene el pescado, de los que carecen los alimentos basicos,
son las vitaminas B, y en los pescados grasos, las vitaminas A y D, fésforo,
hierro, calcio, magnesio, selenio y, en los peces marinos, yodo (FAO,
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura,
2001).
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Tabla N° 2: Contenido de humedad, proteina, cenizas y grasa de filete
de tilapia (Oreochromis sp.) en (g/1009)

Constituyente Contenido
Humedad 72,3-76,9
Proteina total 18,4 - 20,8
Cenizas 1,0-15
Grasa total 04-19

Fuente: (Perea, Gbmez, Mayorga, & Triana, 2008)

Los lipidos del pescado tienen hasta un 40% de acidos grasos de cadena larga
en gran medida insaturados, positivos para la salud, pero presentan un problema
técnico que consiste en que se arrancian rapidamente. Las proteinas del
pescado, formadas por proteinas estructurales, sarcoplasmaticas y tejido
conectivo, todas contienen los aminoécidos esenciales y son una fuente
excelente de lisina, metionina y cisteina. En el pescado muerto se producen
nuUMerosos procesos quimicos y biolégicos importantes los cuales, si no se

toman las medidas pertinentes, conducen a la descomposicion (FAO, 2001).

2.1.4. Reduccion de pH

El pH se define como el logaritmo negativo de la concentracién de iones
hidrégeno (ICMSF, 2003).

pH = -log10 IHI

El pH de un alimento es un factor importante que determina la supervivencia de
microorganismos. En estado natural la carne de pescado es ligeramente acida.
Después de muerto el animal, el glucdgeno se transforma en acido lactico, lo que
provoca un descenso de pH, el cual luego asciende hasta valores de 6.7, lo que
se traduce en una predisposicion para la alterabilidad, ya que a estos pH no se

inhibe la proliferacion bacteriana (Larrafiaga & Carballo, 1998).

El pH de la carne de tilapia es alrededor de 6.125 (Corpei, 2001).
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2.1.4.1. Efecto del pH sobre los microorganismos.

Los microorganismos tienen métodos eficaces para mantener estable su pH
interno. Sin embargo, se ha comprobado que el pH interior puede verse
afectado por el pH del medio exterior (ICMSF, 2003).

Para acidificar medios se han usado &cidos organicos débiles y &acidos
inorganicos fuertes. Los més eficaces son los 4cidos organicos débiles (Leinster
& Gould, 2002).

La forma no disociada de estos acidos se difunde libremente a través de la
membrana celular e ioniza dentro de la célula, dando lugar a protones que
acidifican el medio interno del organismo e inhiben el transporte de nutrientes
(ICMSF, 2003).

Las células de diferentes especies microbianas muestran distinta tolerancia a la
acidificacion del medio o sus membranas presentan distintas caracteristicas

respecto a la permeabilidad de acidos (ICMSF, 2003).

Por eso, a partir de una flora diversa, la acidez del medio puede servir como un
método de seleccién de uno o varios componentes de la flora inicial. En general,
las levaduras y hongos son capaces de crecer a pHs mucho mas bajos que las
bacterias (pH < 4) (Desrosier, 2000).

Tanto las levaduras como los hongos y las bacterias pueden crecer a similares

valores maximos de pH (Kilcast & Subramaniam, 2000).

Segun el principio barrera, si aplicamos estas dos barreras descritas (la
reduccion de aw y la reduccion de pH) se puede lograr un efecto sobre la
estabilidad del producto estudiado. Segun un estudio realizado por los
investigadores Leistner y Rodel en 1975 se puede considerar que un producto
es estable si el pH es menor o igual que 5.2 mas una aw menor o igual a 0.965
0 si solamente tiene un pH menor que 5 o s6lo una aw menor a 0.90, sin

requerimiento de refrigeracion (ICMSF, 2003).

La acidez libre o acidez titulable representa a los acidos organicos presentes

gue se encuentran libres en una muestra, en el caso del pescado predomina
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el acido lactico. Es importante porque nos puede indicar el grado de calidad o
deterioro de un producto (Asap, 2015).

La acidez en los filetes de cachama (Piaractus brachypomus) realizados en un
estudio en Colombia determinaron 0,39% acido lactico (Suarez, Pardo, & Cortés,
2008).

Tabla N° 3: Plan de muestreo y limites microbiolégicos recomendados
para productos pesqueros

Limite por gramo o por cm?

Producto Ensayo
m M

Pescado fresco y congelado | APC 5X10° 107
Fuente: (INEN, 2006) & (FAO, www.fao.org, 2001)

*APC: “Aerobic Plate Count” (Recuento de Aerobios en Placa; preferiblemente realizado a
21-25 °C en un agar no selectivo, rico en nutrientes).

2.1.5. Orégano (Oreganum vulgare L.)

El orégano (Oreganum vulgare L.), es una herbacea perenne aromatica del
género Oreganum, muy utilizada en la cocina mediterranea. Las hojas de esta
planta se utilizan como condimento tanto secas como frescas, aunque secas

poseen mucho mas sabor y aroma (http://es.wikipedia.org, s.f.).

2.1.5.1. Clasificacion Cientifica del Orégano (Oreganum vulgare L.).

Divisién: Magnoliophita
Clase: Magnoliopsida
Orden: Lamiales
Familia: Lamiaceae
Subfamilia: Nepetoideae
Género: Oreganum

Especie: vulgare

Origen y otros aspectos: el orégano es originario de Europa y Asia. Se cultiva en
regiones templadas de varios paises como planta medicinal y para alifar
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aceitunas, perfumar la carne picada y las presas de caza. La planta también es
cultivada por sus propiedades terapéuticas y apicolas. Seca es usada como

aromatica, de sabor amargo (Fonnegra & Jiménez, 2007).

Descripcidn botanica: planta herbacea perenne de 60 cm de altura, aromética;
toda la planta esta cubierta por pelos glandulares. Tallo erecto, rojizo, anguloso,
ramificado en el apice. Hojas opuestas, enteras, ovales a elipticas; apice agudo;
en las margenes presenta glandulas ciliadas llenas de aceites esenciales; las
hojas superiores son mas pequefias que las inferiores. Flores rosa purpura o
violeta, reunidas en corimbos terminales, corola bilabiada, el labio inferior
dividido en tres puntas; las flores presentan bracteas ovales imbricadas de color
rojo violaceo, mas largas que el caliz. Fruto tetraquenio, seco (Fonnegra &
Jiménez, 2007).

2.1.5.2. Composicion quimica del orégano.

Existen diversos estudios sobre la composicion quimica del orégano, usando
extractos acuosos y sus aceites esenciales (Pascual, Slowing, Carretero,
Sanchez, & Villar, 2001).

Se han identificado flavonoides como la apigenina y la luteolina, agliconas,
alcoholes alifaticos, compuestos terpénicos y derivados del fenilpropano. En O.
vulgare se han encontrado acidos coumérico, ferdlico, caféico, r-hidroxibenzoico
y vainillinico. Los &cidos ferulico, caféico, r-hidroxibenzdico y vainillinico estan
presentes en O. onites. Los aceites esenciales de especies de Lippia contienen
limoneno, B-cariofileno, r-cimeno, canfor, linalol, a-pineno y timol, los cuales
pueden variar de acuerdo al quimiotipo. En extractos metandlicos de hojas de L.
graveolens se han encontrado siete iridoides minoritarios conocidos como
loganina, secologanina, secoxiloganina, dimetilsecologanosido, acido loganico,
acido 8-epi-logéanico y carioptosido; y tres iridoides mayoritarios como el acido
carioptosidico y sus derivados 6'-O-p-coumaroil y 6'-O-cafeoil. También contiene
flavonoides como naringenina y pinocembrina, lapachenol e icterogenina. Los
graficos 1y 2 presentan las estructuras quimicas de algunos de los compuestos

principales presentes en el orégano y la figura 3 muestra un método general para
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la extraccion de las fracciones activas (Arcila, Loarca, Lecona, & Gonzalez,
2004).

Gréafico N° 1.- Estructura quimica de los principales componentes en

orégano
/'\‘/ OH
)
/J\ O
Carvacrol Timol p-cimeno Y-lerpineno
iy x if oy
c-pineno B-felandreno B-pineno canfeno
OH
Il
| OH
limoneno linalo! terpinen-4-ol

Fuente: (Burt, 2004)

Grafico N° 2.- Estructura quimica de los principales flavonoides en
orégano

Maringenna

Quem&tina Kin'm'pﬁzrﬂl

Fuente: (Burt, 2004)
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Composicion quimica: aceite esencial (0,1 a 1%), rico en timol, beta-
bisaboleno, cariofileno, p-cimeno, borneol, linalol, acetato de linalino, alfa y beta-
pinenos, alfa-terpineno. Acidos fenolcarboxilicos: caféico, clorogénico,
rosmarinico. Flavonoides: derivados del apigenol, luteolol, kenferol, diosmetol.
Taninos. Principios amargos. Triterpenos: derivados de los &cidos ursdlico y
oleandlico (Fonnegra & Jiménez, 2007).

2.1.5.3. Propiedades del orégano

Propiedades antioxidantes: El orégano contiene Timol y Acido rosmarinico que
ayudan al cuerpo a disminuir los efectos de los radicales libres, que son los

responsables del envejecimiento celular.

Propiedades anti fungicidas: ha sido utilizado histéricamente como preservante
alimenticio y sus credenciales para combatir hongos es impresionante. El
orégano ha sido exitosamente utilizado en preparaciones tomadas y aplicadas
para combatir hongos y levaduras como la candida albicans.

Propiedades antibiéticas: Un fenol en el orégano llamado carvacrol ha generado
gran interés en la comunidad cientifica por su alto potencial para eliminar
bacterias. Estudios preliminares de la universidad de Gerogetown sugieren que
el carvacrol puede incluso ser mas potente que la penicilina y estreptomicina. Un
estudio cientifico aln més interesante de la universidad de Western England en
Bristol Inglaterra, sugiere que las propiedades antibiéticas del oregano podrian
matar el conocido superbug, Staphylococcus Aureous, que es resistente a los

antibioticos mas poderosos de la ciencia moderna como la meticilina.

Propiedades anti espasmadicas: El Timol y carvacrol contenido en esta hierba
ayudan a estabilizar las membranas musculares y también tienen propiedades

anti inflamatorias (salud.ellasabe.com, s.f.).
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2.1.6. Aceites esenciales

Los aceites esenciales son productos obtenidos a partir de una materia
prima vegetal que estan formados por varias substancias organicas volatiles, que
pueden ser alcoholes, acetonas, cetonas, éteres, aldehidos, y que se producen

y almacenan en los canales secretores de las plantas (Bruneton, 2001).

Dada las caracteristicas volatiles de los compuestos fendlicos de los aceites
esenciales, su aplicacion en alimentos puede ser directa por fumigacion
(Soriano, 2007).

Normalmente son liquidos a temperatura ambiente, y por su volatilidad, son
extraibles por destilacion en corriente de vapor de agua, aunque existen
otros métodos. En general son los responsables del olor de las plantas que dan
el aro.ma caracteristico a algunas flores, arboles, frutos semillas, corteza de los

vegetales y a ciertos extractos de origen animal (Bruneton, 2001).

2.1.6.1. Actividad antimicrobiana de los aceites esenciales.

La actividad antimicrobiana de los aceites esenciales se debe principalmente a
la presencia de compuestos fendlicos (carvacrol, timol, eugenol, etc.) presentes
en ellos. Los aceites esenciales con mayor actividad antimicrobiana son
aguellos en los que se la proporcion de compuestos fendlicos es mayor, aunque
se ha observado que los elementos traza también son relevantes debido a

efectos de sinergia con el resto de componentes (Burt, 2004).

La capacidad de los aceites esenciales para inhibir el crecimiento microbiano
ha sido estudiada en gran variedad de productos como frutas y verduras
minimamente procesadas (Gutiérrez, Rodriguez, Barry-Ryan, & Bourke, 2008),
carne picada (Hulankova, Borilova, & Steinhauserova, 2013), pollo (Fernandez-
Pan, Mendoza, & Mate, 2013).

El aceite esencial de orégano ha sido estudiado sobre los principales

microorganismos alterantes y patdgenos presentes en el pescado, evaluando
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su actividad antibacteriana frente a bacterias aisladas (lturriaga, Olabarrieta, &
Maranon, 2012).

2.1.6.2. Empleo en tecnologia alimentaria.

En este sentido, incluso se sefiala que el empleo de aceites esenciales podria
prolongar y mejorar la vida atil de muchos productos elaborados por diversas
tecnologias alimentarias, entre ellos, la congelacion. Esta es una tecnologia que
suele facilitar la oxidacion de los componentes grasos de los alimentos, por lo
que la inclusion de aceites esenciales de especias mediterraneas entre la
composicion de alimentos congelados grasos podria favorecer la
conservabilidad, mantener el sabor habitual de los alimentos y evitar pérdidas
nutricionales (Rodriguez, 2009).

En cambio se mantienen metodologias basadas en el efecto conservante del
cloruro sédico, los nitritos y nitratos, el vinagre, el azlcar, el alcohol, a los que
acompafnan el uso de distintas especias. Para las salazones se acude a la
capacidad que tiene el cloruro sédico para extraer las moléculas de agua de los
alimentos y facilitar su eliminacion posterior; en los productos carnicos se
aprovechan las ventajas que acompafan a un proceso de desecaciéon (Bello,
2000).

Por este motivo, en la actualidad se esta considerando la suplementacion
rutinaria con antioxidantes naturales, especialmente en productos sensibles,
como pescado graso, carne y cualquier otro, sobre todo si se comercializa
congelado. Afadir aceites esenciales no necesitaria disefiar acciones
tecnoldgicas especiales, ya que los extractos de plantas se disuelven en la propia
estructura del alimento, especialmente en las membranas celulares (Rodriguez,
2009).
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2.1.7. Conservantes naturales

Las hierbas y las especias han sido empleadas durante siglos para aumentar la
vida util de los alimentos. Diversos han sido los estudios tendentes a demostrar
la actividad antimicrobiana de este tipo de sustancias. Entre ellas se ha descrito
su poder antioxidante, especialmente del tomillo, el orégano y el ajo, plantas
empleadas corrientemente para el especiado de alimentos en la cuenca
mediterranea, y que constituyen una parte importante de la tradicion culinaria en

nuestro pais (Rodriguez, 2009).

Ademas de contribuir al flavor de los alimentos en cuya formulacion intervienen,
algunas de sus estructuras quimicas tienen un efecto inhibidor frente a muchos
microorganismos, sobre todo frente a bacterias gram-positivas, mucho mas
sensibles que las gram-negativas. En este sentido, destacan por su potente
actividad las especias canela, clavo y mostaza, sobre la débil actuacion de
pimienta y jengibre; a nivel medio se sitan laurel, cilantro, comino, orégano,

romero y tomillo (Bello, 2000).

Hierbas y especias son sinébnimo de tradicion que se mantiene viva desde
tiempos inmemoriales en la cultura culinaria de practicamente todo el mundo.
Basicamente, por el aroma y sabor que confieren a los platos, cocinados o no,
ademas de una potente accion conservadora para muchas de ellas y un valor
nutricional muy apreciado. A todas estas caracteristicas, en los Ultimos tiempos
se ha sumado un poder antioxidante que ha incrementado positivamente el nivel

de apreciacion del consumidor (Rodriguez, 2009).

Las sustancias quimicas contenidas en las especias, 0 en sus aceites esenciales
tienen una actividad multifuncional no limitada a su accion conservadora (Bello,
2000).

La existencia de una accion antioxidante, curiosamente, parecia estar refiida con
la conservacion, ya que la presencia de cantidades apreciables de tocoferoles
(sustancias con accion vitaminica E) en todos estos productos se asocia de
forma natural con el mantenimiento de la vida celular y no su destruccion. El

efecto conservador parece que hay que atribuirlo a la elevada concentracion de
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acidos grasos de cadena corta, es decir, las moléculas normalmente
responsables del aroma intenso de estas plantas, grupos fendlicos y otras

sustancias con accion irritativa como son los picantes (Rodriguez, 2009).

2.1.8. Cloruro de Sodio (NaCl)

No se lo considera como aditivo (Multon, 2008). El cloruro de sodio es un
excelente agente osmaético (Sharma, 2003). Su bajo peso molecular (de 58.44
g/gmol) permite un alto porcentaje de pérdida de agua desde el producto hacia
el jarabe (Sharma, 2003) y gran solubilidad, pero también ocasiona alta

impregnacion en el tejido animal (Medina, Vivanco, Sobral, & Hubinger, 2002).

Ademas de ser un agente osmotico, es un agente antimicrobiano (conservante),
esencialmente por su efecto depresor de la actividad de agua. Los alimentos a
los que se les ha adicionado de 0.7 a 5% de sal requieren otro método de
conservacion para garantizar su estabilidad microbiologica. El cloruro sédico se
ha usado para estabilizar ciertos alimentos, entre ellos pescados con un 0.7 a
3% de sal en relacion a la fase acuosa (Multon, 2008).
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CAPITULO Il



3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Materiales y Equipos

En la presente investigacion se utilizo los materiales y equipos disponibles en los

Laboratorios de Quimica y Bromatologia, de la Universidad Técnica Estatal de

Quevedo y Laboratorio de Instrumentacion 1 del Instituto de Investigaciones de

la Facultad de Bioanalisis, Universidad de Los Andes, Mérida, Venezuela.

Acidez

Materiales Equipos Reactivos

e Matraz Erlenmeyer e Soporte universal e NaOH 0.01N
250ml ¢ Fenolftaleina

e Probeta 100mi e Agua destilada

e Bureta Graduada 25ml
e Pipeta 10ml|

Varilla de vidrio

pH

Materiales Equipos Reactivos

e Vaso de precipitacion e Balanza e Agua destilada
250ml e Potenciometro
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Proteina bruta

Materiales Equipos

Micro - Tubos de destilacion e Balanza analitica, sensible al 0. 1 mg

de 100 ml e Unidad digestora J.P. SELECTA, s.a.

e Matraz Erlenmeyer de 250 ml (Block 40 plazas-Digest).

e Gotero e Sorbona o colector/extractor de humos

e Bureta graduada y Accesorios (unidad scrubber y bomba de vacio de

e Espétula circulacion de agua)

e Gradilla e Unidad de Destilacion FISHER
DESTILLING Unit DU 100

e Plancha de calentamiento con agitador

magnético

Reactivos

Acido sulfarico concentrado 96% (d= 1,84)

Solucién de Hidroxido de Sodio al 40%

Solucion de Acido Bérico al 2%

Solucion de Acido Clorhidrico 0. 1 N (HCI), debidamente Estandarizada
Tabletas Catalizadoras

Indicador Kjeldahl

Agua destilada
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Grasa Total

Materiales Equipos

e Vasos Beacker para grasa e Balanza analitica, sensible al 0.1
e Dedales de Extraccion mg.
e Portadedales e Aparato Golfish

e Vasos para recuperacion del e Estufa, con regulador de

solvente temperatura.
e Balanza analitica e Desecador, con silicagel u otro
e Espatula deshidratante.

e Pinza Universal
e Algodon Liofilizado e

Hidrolizados

Reactivos

e Eter de Petréleo

Humedad

Materiales Equipos

e Crisoles de porcelana e Balanza analitica, sensible al 0.1 mg.

e Espatula ¢ Estufa, con regulador de temperatura.

e Pinza e Desecador, con silicagel u otro deshidratante.
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Cenizas

Materiales Equipos

e Crisoles de porcelana e Balanza analitica, sensible al 0.1 mg.

e Espatula e Mufla, con regulador de temperatura, ajustada a
e Pinza 6000 °C

e Estufa, con regulador de temperatura.

e Desecador, con silicagel u otro deshidratante.

Microbiol6gicos

Materiales Equipos Reactivos
e Placas Petrifilm e Balanza e Peptona 0.1%
e Pipetas e Estufa
e Matraz Erlenmeyer e Autoclave
e Incubadora

Contador de

Colonias

3.2. Metodologia

En el presente estudio se evalud el efecto del aceite esencial de orégano
(Oreganum vulgare L.), para inhibir la propagacion de microorganismos
aerobios mesofilos y de mohos y levaduras presentes en la carne de dos
especies de tilapia (Oreochromis mosambicus y Oreochromis niloticus).

El aceite esencial de orégano fue extraido por el método de hidrodestilacién. Se
realizd la caracterizacion quimica con un Croamatografo de gases Hewlett-
Packard Modelo GC System HP6890 y Mass Selective detector 5973 serie I,
equipado con columna capilar HP-5 MS (30 m de longitud, 0,2 mm de diametro
interno y un espesor de pared de 0,25 pym). La temperatura inicial fue de 60°C
hasta alcanzar 260°C a razén de 4°C/min. La temperatura del puerto de
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inyeccién fue de 230°C y la del cuadrupolo 150°C. Se utilizd helio como gas
portador a un flujo de 0,9 mL/min ajustado a una velocidad lineal de 34 m/s. La
energia de la fuente de ionizacion fue de 70 eV con un rango de barrido de 40-
500 amu a 3,9 scans/s. Se inyectd 1,0 pl del aceite diluido al 2% en n-heptano
con una relacion de split de 1:100. El tiempo de la corrida fue de 50 min. La
identificacion de los componentes del aceite se realizé por comparacion de sus
espectros de masas con los reportados en la base de datos del equipo Wiley MS
library data 6ta Edicion y los IK reportados en la literatura (Davies, 1990);
(Adams, 2007).

Se emplearon 24 muestras de filetes de tilapia de 200 gramos, 12 por cada

especie y 2 repeticiones.

Los filetes de tilapia se sumergieron en soluciones con diferentes
concentraciones de aceite esencial de orégano (1%, 3% y 5%), que fueron

preparadas con agua destilada y utilizando glicerol como emulsificante.

El envasado se realizo en 2 lotes: el primer lote se dividié en porciones de 50
gramos aproximadamente y se las envaso al vacio en fundas herméticas, este
lote se lo utilizd para los analisis microbiol6gicos. En el segundo lote las
porciones envasadas pesaron aproximadamente 100 gramos y se utilizé para
los analisis bromatolégicos.

Todas las muestras fueron conservadas en refrigeracion (4 - 5°C) hasta el

momento que fueron analizadas. La duracién del experimento fue de 8 dias.

Los andlisis fisico-quimicos se realizaron segun las técnicas manejadas por el
Laboratorio de Bromatologia (Ver Anexo), ademas de estas técnicas se siguio
con las establecidas por el Instituto Ecuatoriano de Normalizacion tal es el caso
de proteina bruta fue realizada por el método de Kjeldahl, segun norma NTE
INEN 781; el analisis de grasa total NTE INEN 778, pH segin NTE INEN 183.
Para los andlisis microbiolégicos segun NTE INEN 1529-5, se emplearon
Placas Petrifilm 3M, en lo que respecta al recuento total de aerobios y también

para el recuento de mohos y levaduras.
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Para establecer diferencias entre los niveles de los tratamientos de estudio se
aplicé un Disefio Experimental con arreglo factorial AXBXC. Los tratamientos
incluyen Factor A: especies de tilapia (Oreochromis niloticus y Orteochromis
mosambicus), Factor B: concentraciones de aceite esencial de orégano (1%,
3% y 5%) y como Factor C: concentraciones de cloruro de sodio (10% y 20%),
se realizaron 2 repeticiones. Los analisis de laboratorio se hicieron por
duplicado a cada uno de los tratamientos. Para el analisis de datos se empleo
el paquete estadistico StatGraphics Centurion de la Universidad de
Massachusetts, ademas para la separacién de medias de los niveles de los
tratamientos se acudi6 a la prueba de significacion de Tukey (p<0,05).

3.3. Ubicacion geogréfica de la investigacion

Quevedo El Empalme
Altitud: 850 y 85 m.s.n.m. 476y 37 msnm
Longitud: W 79° 30"/ W 79° 15' W 80° 0'/W 79° 30'
Latitud: S1°10'/S1°0 S1°20'/S1°0
T° media: 26° C 26°C

Fuente: IGM (Instituto Geogréfico Militar)
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3.4. Factores de estudio

CUADRO 1: Factores de estudio que intervienen en el efecto del aceite esencial

de orégano en la conservacion de la carne de tilapia.

Factores Simbologia Descripcion
, I a . i
A: Especies de tilapia ° © mossgmpmu_s)
ai (Oreochromis niloticus)
0

B: Concentraciones de Aceite EO 310//0

. , 1 0
esencial de orégano b 504
C: Concentraciones de cloruro de Co 10%
sodio C1 20%

Elaborado por: Mera, C. 2015

3.4.1. Disefio Experimental

Se utilizé un disefilo completamente al azar con un arreglo factorial AxBxC,
con los niveles en A=2; B=3 y C=2, dando como resultado un total de 12

tratamientos.

30



3.4.2. Cuadro de tratamientos

CUADRO N° 2: Combinacion de los Tratamientos propuestos para el disefio
experimental del efecto del aceite esencial de orégano en
la conservacion de la carne de tilapia.

N°. SIMBOLOGIA DESCRIPCION

1 aoboco Oreochromis mossambicus con una concentracion de Aceite
esencial de orégano al 1% con 10% de cloruro de sodio.

2 aoboc1 Oreochromis mossambicus con una concentracibn de Aceite
esencial de orégano al 1% con 20% de cloruro de sodio.

3 aobico Oreochromis mossambicus con una concentracion de Aceite
esencial de orégano al 3% con 10% de cloruro de sodio.

4 aobic1 Oreochromis mossambicus con una concentracibn de Aceite
esencial de orégano al 3% con 20% de cloruro de sodio.

5 aobzco Oreochromis mossambicus con una concentracion de Aceite
esencial de orégano al 5% con 10% de cloruro de sodio.

6 aobzc1 Oreochromis mossambicus con una concentracion de Aceite
esencial de orégano al 5% con 20% de cloruro de sodio.

7 aiboco Oreochromis niloticus con una concentracion de Aceite esencial de
orégano al 1% con 10% de cloruro de sodio.

8 aiboc1 Oreochromis niloticus con una concentracion de Aceite esencial de
orégano al 1% con 20% de cloruro de sodio.

9 aibico Oreochromis niloticus con una concentracion de Aceite esencial de
orégano al 3% con 10% de cloruro de sodio.

10 aibica Oreochromis niloticus con una concentracion de Aceite esencial de
orégano al 3% con 20% de cloruro de sodio.

11 aibzco Oreochromis niloticus con una concentracion de Aceite esencial de
orégano al 5% con 10% de cloruro de sodio.

12 aibzca Oreochromis niloticus con una concentracion de Aceite esencial de

orégano al 5% con 20% de cloruro de sodio.

Elaborado por: Mera, C. 2015
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3.4.3. Caracteristicas del experimento del efecto del aceite esencial
de orégano en la conservacion de la carne de tilapia

Numero de tratamientos: 12
NuUmero de repeticiones: 2
Unidades experimentales: 24

3.4.4. Anélisis Estadistico

El andlisis estadistico se efectué mediante analisis de varianza (ADEVA), técnica
empleada para analizar la variacion total de los datos, descomponiéndolas en
porciones significativas e independientes, atribuibles a cada una de las fuentes

de variabilidad presentes y la variacion aleatoria.

3.4.4.1. CUADRO N° 3: Esquema del anédlisis de varianza.

FUENTE DE VARIACION GRADOS DE

LIBERTAD
Factor A (Especies de tilapia) 1
Factor B (Concentraciones de Aceite Esencial de 2
Orégano) 1
Factor C (Concentraciones de Cloruro de Sodio) 1
Réplicas 2
A*B 1
A* C 2
B*C 2
A*B*C 11
Error Experimental 23
TOTAL

Elaborado por: Mera, C. 2015
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CAPITULO IV



4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados
4.1.1. Resultados con Respecto a los Factores de Estudio

En el anexo N° 1 se reportan los valores de cada indicador con relacion a los

analisis fisico-quimicos.

4.1.1.1. Analisis de Porcentaje Acidez.

Variable N R2 R2A] CV
Acidez 24 0,79 0,71 5,96
CUADRO N¢ 4: Anélisis de Varianza para Acidez
Fuente Suma de Gl | Cuadrado Razéon- | Valor-
Cuadrados Medio F P
EFECTOS
PRINCIPALES
Fact. A 0.0222042 1 |0.0222042 69.54 0.0000
Fact. B 0.000675 2 10.0003375 1.06 0.3803
Fact. C 0.0000375 1 | 0.0000375 0.12 0.7383
Replicas 0.0003375 1 | 0.0003375 1.06 0.3260
INTERACCIONES
AB 0.000608333 |2 |0.000304167 0.95 0.4154
AC 0.000204167 |1 |0.000204167 0.64 0.4409
BC 0.001575 2 10.0007875 2.47 0.1304
ABC 0.000108333 |2 |0.0000541667 | 0.17 0.8461
RESIDUOS 0.0035125 11| 0.000319318
TOTAL 0.0292625 23
(P <0.05)

Elaborado por: Mera, C. 2015

En cuanto a los resultados reportados en el cuadro N° 4 del andlisis de varianza
(ADEVA) para Acidez: en el Factor A (Especies de tilapia) existio diferencia
significativa. En el Factor B (Concentraciones de aceite esencial de orégano, en
el Factor C (Concentraciones de Cloruro de Sodio) y en la Interaccion ABC no
existio diferencia significativa. En lo que respecta a las réplicas no se encontré
diferencia significativa por lo que explica que existe normalidad en la toma de

datos y es confiable el analisis estadistico.
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4.1.1.2. Analisis de pH.

Variable N R2 R2A] CV
pH 24 0,83 0,75 1,20
CUADRO N¢ 5: Anélisis de Varianza para pH
Fuente Suma de Gl | Cuadrado Razon- | Valor-
Cuadrados Medio F P
EFECTOS
PRINCIPALES
Fact. A 0.343204 1 ]0.343204 660.87 | 0.0000
Fact. B 0.010675 2 10.0053375 10.28 0.0030
Fact. C 0.000704167 1 |]0.000704167 |1.36 0.2689
Replicas 0.0009375 1 ]0.0009375 1.81 0.2061
INTERACCIONES
AB 0.0568583 2 10.0284292 54.74 0.0000
AC 0.00770417 1 |0.00770417 14.84 0.0027
BC 0.0131583 2 ]0.00657917 12.67 0.0014
ABC 0.0383083 2 10.0191542 36.88 0.0000
RESIDUOS 0.0057125 11 ] 0.000519318
TOTAL 0.477263 23
(P <0.05)

Elaborado por: Mera, C. 2015

En cuanto a los resultados reportados en el cuadro N° 5 del andlisis de varianza

(ADEVA) para pH: en el

Factor A

(Especies de tilapia), Factor B

(Concentraciones de Aceite Esencial de Orégano) y en las Interacciones ABC

existid diferencia significativa; mientras que en el Factor C (Concentraciones de

Cloruro de Sodio) no se encontré diferencia significativa. En las réplicas no se

encontré diferencia significativa por lo que explica que existe normalidad en la

toma de datos y es confiable el analisis estadistico.
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4.1.1.3. Andlisis de Proteina.

Variable N R2 R2A] CV
Proteina 24 0,56 0,41 10,17
CUADRO N° 6: Analisis de Varianza Proteina
Fuente Suma de Gl|Cuadrado Razén- |Valor-
Cuadrados Medio F P
EFECTOS
PRINCIPALES
Fact. A 18.4275 1 |18.4275 62.35 |0.0000
Fact. B 33.9275 2 |16.9637 57.40 ]0.0000
Fact. C 0.980104 1 10.980104 3.32 0.0959
Replicas 1.28344 1 |1.28344 4.34 0.0613
INTERACCIONES
AB 32.9094 2 116.4547 55.68 ]0.0000
AC 0.338437 1 10.338437 1.15 0.3075
BC 9.02901 2 |4.5145 15.28 |0.0007
ABC 7.44393 2 13.72196 12.59 |0.0014
RESIDUOS 3.25081 11]0.295528
TOTAL 107.59 23
(P <0.05)

Elaborado por: Mera, C. 2015

En cuanto a los resultados reportados en el cuadro N° 6 del analisis de varianza

(ADEVA) para Proteina: en el Factor A (Especies de tilapia), Factor B

(Concentraciones de Aceite Esencial de Orégano) y en las Interacciones ABC

existié diferencia significativa; mientras que en Factor C (Concentraciones de

Cloruro de Sodio) no se encontr6 diferencia significativa. En lo referente a las

réplicas no se encontré diferencia significativa, lo que explica que existe

normalidad en la toma de datos y es confiable el andlisis estadistico.
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4.1.1.4. Andlisis de Grasa.

Variable N R2 R2A] CV

Grasa 24 0,81 0,75 2,69
CUADRO N° 7: Analisis de Varianza Grasa
Fuente Suma de Gl|Cuadrado Razén- |Valor-

Cuadrados Medio F P

EFECTOS
PRINCIPALES
Fact. A 0.00341532 1 10.00341532 9.49 0.0131
Fact. B 0.0432585 2 10.0216293 60.11 0.0000
Fact. C 0.000456754 1 10.000456754 |1.27 0.2890
Replicas 0.00154722 1 10.00154722 4.30 0.0680
INTERACCIONES
AB 0.00291838 2 ]0.00145919 4.06 0.0555
AC 0.00087001 1 10.00087001 2.42 0.1544
BC 0.000267393 2 [0.000133696 |0.37 0.6997
BD 0.00206145 2 [0.00103073 2.86 0.1090
ABC 0.000236851 2 (0.000118425 ]0.33 0.7279
RESIDUOS 0.00323824 9 [0.000359805
TOTAL 0.0582702 23
(P <0.05)

Elaborado por: Mera, C. 2015

En cuanto a los resultados reportados en el cuadro N° 7 del analisis de varianza

(ADEVA) para Grasa: en el

Factor A (Especies de tilapia) y en el Factor B

(Concentraciones de Aceite Esencial de Orégano) existio diferencia significativa;

mientras que en el Factor C (Concentraciones de Cloruro de Sodio) y en la

interacciébn ABC no existio diferencia significativa. Mientras que en las réplicas

no se encontrd diferencia significativa por lo que explica que existe normalidad

en la toma de datos y es confiable el analisis estadistico.
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4.1.1.5. Andlisis de Humedad.

Variable N R2 R2A] CV
Humedad 24 0,73 0,64 1,64
CUADRO N° 8: Analisis de Varianza Humedad
Fuente Suma de Gl|Cuadrado Razén- |Valor-
Cuadrados Medio F P
EFECTOS
PRINCIPALES
Fact. A 24.8067 1 124.8067 55.27 ]0.0000
Fact. B 19.0156 2 19.50778 21.18 ]0.0002
Fact. C 9.47527 1 19.47527 21.11 ]0.0008
Replicas 1.23307 1 |1.23307 2.75 0.1256
INTERACCIONES
AB 13.6901 2 |6.84505 15.25 |0.0007
AC 1.6224 1 |1.6224 3.61 0.0838
BC 2.99151 2 |1.49575 3.33 0.0739
ABC 12.9975 2 |6.49876 14.48 [0.0008
RESIDUOS 4.93683 11]0.448803
TOTAL 90.7689 23
(P <0.05)

Elaborado por: Mera, C. 2015

En cuanto a los resultados reportados en el cuadro N° 8 del analisis de varianza

(ADEVA) para Humedad: en el Factor A (Especies de tilapia), en el Factor B

(Concentraciones de Aceite Esencial

de Orégano),

en el

Factor C

(Concentraciones de CINa) y en las Interacciones ABC existio diferencia

significativa. En las réplicas no se encontrg diferencia significativa, por lo que

existe regularidad en la toma de datos y es confiable el analisis estadistico.
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4.1.1.6. Andlisis de Cenizas.

Variable N R2 R2A] CV
Cenizas 24 0,65 0,53 16,23
CUADRO N° 9: Anélisis de Varianza Cenizas
Fuente Suma de Gl|Cuadrado Razon- |Valor-
Cuadrados Medio F P
EFECTOS
PRINCIPALES
Fact. A 0.0737042 1 10.0737042 4.15 0.0664
Fact. B 0.0793 2 |0.03965 2.23 0.1535
Fact. C 0.382538 1 ]0.382538 21.54 |0.0007
Replicas 0.0610042 1 ]0.0610042 3.44 0.0908
INTERACCIONES
AB 0.0224333 2 10.0112167 0.63 0.5500
AC 0.0117042 1 10.0117042 0.66 0.4341
BC 0.0813 2 |0.04065 2.29 0.1475
ABC 0.166533 2 10.0832667 4.69 0.0337
RESIDUOS 0.195346 11]0.0177587
TOTAL 1.07386 23
(P <0.05)

Elaborado por: Mera, C. 2015

En cuanto a los resultados reportados en el cuadro N° 9 del analisis de varianza

(ADEVA) para Cenizas: en el

Factor A (Especies de tilapia), en el Factor B

(Concentraciones de Aceite Esencial de Orégano) no existio diferencia

significativa; mientras que en el Factor C (Concentraciones de CINa) y en las

Interacciones ABC existié diferencia significativa. En lo que respecta a las

réplicas no se encontré diferencia significativa por lo que explica que existe

normalidad en la toma de datos y es confiable el andlisis estadistico.
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4.1.2. Resultados con Respecto a los Anélisis Microbiol6gicos

En el anexo N° 2 se reportan los valores de cada indicador con relacién a los

analisis microbioldgicos.

4.1.2.1. Andlisis de Aerobios.

Variable N R? R2A] CV
Aerobios 24 0,94 0,92 3,91
CUADRO N¢ 10: Anélisis de Varianza para Aerobios
Fuente Suma de Gl|Cuadrado Razon- |Valor-
Cuadrados Medio F P
EFECTOS
PRINCIPALES
Fact. A 3.79177E9 1 |3.79177E9 25.69 [0.0004
Fact. B 5.13752E10 2 |2.56876E10 174.04 ]0.0000
Fact. C 3.30566E9 1 |3.30566E9 22.40 |0.0006
Replicas 3.34506E7 1 |3.34506E7 0.23 0.6433
INTERACCIONES
AB 5.36339E8 2 |2.68169E8 1.82 0.2081
AC 2.60417E7 1 |2.60417E7 0.18 0.6825
BC 1.27523E9 2 |6.37613E8 4.32 0.0412
ABC 4.21531E8 2 |2.10765E8 1.43 0.2810
RESIDUOS 1.62352E9 1111.47593E8
TOTAL 6.23887E10 23
(P <0.05)

Elaborado por: Mera, C. 2015

En cuanto a los resultados reportados en el cuadro N° 10 del analisis de varianza

(ADEVA) para Aerobios: se observo que existe diferencia significativa en los

niveles de los factores: A (Especies de Tilapia), B (Concentraciones de Aceite

Esencial de Orégano) y C (Concentraciones de CINa); mientras que en la

Interaccion ABC no se encontrd diferencia significativa. En las réplicas no se

encontro diferencia significativa por lo que explica que existe regularidad en la

toma de datos y es confiable el analisis estadistico.
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4.1.2.

Resultados con respecto a los Factores de Estudio (prueba de
significacion de Tukey)

4.1.2.1. Resultados con respecto al Factor A (Especies de Tilapia).

GRAFICO N° 3: Muestra las diferencias de medias del factor A mediante la Prueba de
Tukey (p<0,05), la cual determina DS entre Tilapia Negra (O.
mossambicus) y Tilapia Roja (O. niloticus). 1. Acidez (DS); 2. pH (DS);
3. Proteina (DS); 4. Grasa (DS); 5. Humedad (DS); 6. Cenizas; 7.
Aerobios (DS).
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Elaborado por: Mera, C. 2015

El grafico N° 3 muestra los valores de Tukey (p<0.05) para la separacién de
medias de los niveles del factor A. Se encontro diferencia significativa en: Acidez
y presento el valor mas alto (0,35) a1 (O. niloticus); pH present6 el valor mas alto
(6,16) ao (O. mossambicus); Proteina, el valor mas alto a1 (17,20) (O. niloticus);
Grasa present6 el mayor valor (0,95) ao (O. niloticus); en Humedad presento el
valor mas alto (74,34) ao (O. mossambicus); en Aerobios el valor mas alto
(388889) lo presentd ao (O. mossambicus); mientras que en Ceniza no se

encontro diferencia significativa.
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4.1.2.2. Resultados con respecto al Factor B (Concentraciones de Aceite
Esencial de Orégano).

GRAFICO N° 4: Muestra las diferencias de medias del factor B mediante la Prueba de
Tukey (p<0,05), la cual determina DS entre las Concentraciones de
Aceite Esencial de Orégano (1%, 3% y 5%). 1. Acidez; 2. pH (DS); 3.
Proteina (DS); 4. Grasa (DS); 5. Humedad (DS); 6. Cenizas; 7. Aerobios

(DS).
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Elaborado por: Mera, C. 2015

El grafico N° 4 muestra los valores de Tukey (p<0.05). Se encontré diferencia
significativa en: pH que presento los valores mas altos en b1 (3%) con (6,06) y
en b2 (5%) con (6,05); Proteina el valor mas alto (17,93) en bo (1%); Grasa
presentod el valor mas alto (1,00) b2 (5%); Humedad el valor mas alto (74,45) en
bo (1%); en Aerobios el valor méas alto (440000) lo presentd bo (1%) en lo que

respecta a Acidez y Ceniza no se encontraron diferencias significativas.
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4.1.2.3. Resultados con respecto al Factor C (Concentraciones de Cloruro

de Sodio)

GRAFICO N° 5:

Muestra las diferencias de medias del factor C mediante la Prueba de
Tukey (p<0,05), la cual determina DS entre las Concentraciones de
Cloruro de Sodio (10% y 20%). 1. Acidez; 2. pH; 3. Proteina; 4. Grasa;
5. Humedad (DS); 6. Cenizas (DS); 7. Aerobios (DS).
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Elaborado por: Mera, C. 2015

El grafico N° 5 muestra los valores de Tukey (p<0.05). Se encontré diferencia
significativa en: Humedad present6 el valor mas alto (73,95) en co (10%); Ceniza
que presenté el valor mas alto (1,04) en bi (20%); y Aerobios que presenté el
valor mas alto (388055) en bo (10%); mientras que en Acidez, pH, Proteina y

Grasa no presentaron diferencias significativas.
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4.1.2.4. Resultados con respecto alas Réplicas.

GRAFICO N° 6:

Muestra las diferencias de medias de las Réplicas mediante la Prueba
de Tukey (p<0,05), la cual determina DS entre las 2 repeticiones. 1.
Acidez; 2. pH; 3. Proteina; 4. Grasa; 5. Humedad; 6. Cenizas; 7.

Aerobios.
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Elaborado por: Mera, C. 2015

El grafico N° 6 muestra los valores de Tukey (p<0.05). Se encontré que no existe
diferencia significativa en: Acidez, pH, Proteina, Grasa, Humedad, Ceniza y

Aerobios en las dos repeticiones.

4.1.2.4. Resultados con respecto a la Interaccion ABC.

CUADRO N° 11: Prueba de Tukey por Interaccion ABC (Especies de Tilapia *
Concentraciones de Aceite Esencial de Orégano * Concentraciones de
Cloruro de Sodio)

Factor . _ Aerobios

ARBAC Acidez | pH | Proteina | Grasa | Humedad | Ceniza
ao | bo | co AB CD A A C A D
ao | bo | c1 A ABCD A A BC A CD
ao | b1 | co AB D A AB BC A BC
ao | b1 | c1 A BCD A A ABC A AB
ao | b2 | co AB ABCD A BC ABC A AB
ao | b2 | c1 AB D A ABC ABC A AB
ar | bo | co AB AB A ABC ABC A CD
ai | bo | c1 AB ABC A AB ABC A CD
ai | b1 | co AB ABC A ABC ABC A AB
ar | b1 |ct AB ABCD A ABC AB A AB
ai | b2 | co B ABCD A C ABC A AB
air | b2 | c1 B A A C A A A

Elaborado por: Mera, C. 2015
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El cuadro N° 11 muestra los valores de Tukey (p<0.05). Se encontrd diferencia
significativa en Acidez observandose los valores mas altos en aib2co (O.
niloticus * 5% AEO * 10% CINa) y aib2ci (O. niloticus * 5% AEO * 20% CINa)
ambos con (0,36); mientras que el valor mas bajo se obtuvo en acboci (O.
mossambicus * 1% AEO * 20% CINa) con (0,28) y acboco (O. mossambicus * 1%
AEO * 10% CINa). En pH se encontré diferencia significativa se observé que los
valores mas altos se obtuvieron en aobico (O. mossambicus * 3% AEO * 10%
CINa) y aob2ci1 (O. mossambicus * 5% AEO * 20% CINa) ambos con (6,22);
mientras que el valor méas bajo se obtuvo en aibzc1 (O. niloticus * 5% AEO * 20%
CINa) con (5,87). En el caso de Proteina no se encontr6 diferencia significativa.
En Grasa se encontrd diferencia significativa, se observd que los valores mas
altos se obtuvieron en aib2co (O. niloticus * 5% AEO * 10% CINa) y aib2ci (O.
niloticus * 5% AEO * 20% CINa) ambos con (1,01); mientras que el valor mas
bajo se obtuvo en aobici (O. mossambicus * 3% AEO * 20% CINa) con (0,89).
En Humedad se encontro diferencia significativa, se observo que el valor mas
alto se obtuvo en aocboco (O. mossambicus * 1% AEO * 10% CINa) con (76,67);
mientras que el valor méas bajo se obtuvo en aibzci (O. niloticus * 5% AEO * 20%
CINa) con (69,59). En Ceniza no se encontré diferencia significativa. En UFC de
Aerobios se encontro diferencia significativa, se observé que el valor mas bajo
se obtuvo en aib2ci (O. niloticus * 5% AEO * 20% CINa) con (301736,08);
mientras que el valor mas alto se obtuvo en aocboco (O. mossambicus * 1% AEO
*10% CINa) con (469097,08).
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4.1.3. Resultados con respecto a la caracterizacion del Aceite Esencial de
Orégano (Oreganum vulgare L.)

Cuadro N° 12: Caracterizacion del Aceite Esencial de Orégano

Nimero | Nombre del | Tiempo de | Abundancia | Iindice [ Similitud
compuesto retencion (%) de
kovats
1 1-octen-3-ol 6,45 1.70 978 90
2 p-cimeno 7,23 6.24 1089 95
3 B-felandreno 7,86 1.86 1031 94
4 y-terpineno 8,70 0.88 1062 97
5 4-terpineol 12,42 1.26 1177 97
6 z-citral 14,47 0.72 1316 87
7 Geraniol 14,88 4.29 1255 94
8 E-citral 15,44 0.96 1341 94
9 carvacrol 16,48 62.41 1298 93
10 B-cariofileno 20,34 8.84 1404 99
11 a- 20,68 6.75 1415 96
bergamoteno
12 a-humuleno 21,27 2.47 1454 98
13 oxido de 25,13 1.62 1581 95
cariofileno

Elaborado por: Mera, C. 2015

El cuadro N° 12 muestra los valores de composicion quimica del aceite esencial

de orégano. Se encontré6 13 compuestos (todos terpenos). EI componente

principal es el carvacrol (62,41%), ademas de [-cariofileno (8,84%), a-

bergamoteno (6,75%), p-cimeno (6,24%), geraniol (4,29%); y a-humuleno, B-

felandreno, 1-octen-3-ol, oxido de cariofileno, 4-terpineol, E-citral, y-terpineno, z-

citral en pequefas cantidades.
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4.2. Discusion

4.2.1. Discusion de Resultados de los Filetes de Tilapia tratados con Aceite

Esencial de Orégano y CINa.
4.2.1.1. Discusiéon de Resultados de los Analisis fisico — quimico.

4.2.1.1.1. Con Respecto a Especies de Tilapia (Factor A).

En cuanto a los resultados fisico-quimicos de los filetes de tilapia el Factor A:
(Especies de Tilapia), se observo valores de acidez 0,29 (ao) a 0,35 (a1) los
cuales son inferiores a (0,39) que los reportados por (Suarez, Pardo, & Cortés,
2008). En lo que respecta a pH se pudo observar valores de 5,92 (a1) a 6,16 (ao)
éstos estan por debajo de los parametros establecidos (6,5 — 6,8) por la Norma
NTE INEN 183 (Pescado fresco, refrigerado y congelado. Requisitos) (2006). En
Proteina se obtuvo 15,45 (ao) a 17,20 (a1) lo que se encuentra por debajo de
(18,4 — 20.8) reportado por (Perea, GOmez, Mayorga, & Triana, 2008)
(Caracterizacion nutricional de pescados de produccién y consumo regional en
Bucaramanga, Colombia). En Grasa se obtuvo 0,92 (ao) a 0,95 (ai), los cuales
se encuentran dentro de los parametros (0,4 — 1,9) sefialados por (Perea,
Gbomez, Mayorga, & Triana, 2008). En Humedad se obtuvo ai (72,30) a ao
(74,34), los que se encuentran dentro de los parametros (72,3 — 76,9) lo
reportado por (Perea, Gbmez, Mayorga, & Triana, 2008). En Cenizas se obtuvo
ai (0,85) a ao (0,96), valores por debajo de (1,2-1,5) establecido por (FAO,
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura,
2001). En lo que respecta al conteo de UFC de Aerobios a1 (3,6 x 10°%) y ao (3,8
x 10°), lo que se encuentran dentro de los parametros (5 x 10°) de (INEN, 2006)
y (FAO, Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura, 2001).
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4.2.1.1.2. Con Respecto a las Concentraciones de Aceite Esencial de
Orégano utilizado (Factor B).

En cuanto a los resultados fisico-quimicos de los filetes de tilapia el Factor B:
(Concentraciones de Aceite Esencial de Orégano), se observo valores de acidez
0,32 (bo) a 0,33 (b2) los cuales son inferiores a (0,39) que los reportados por
(Suarez, Pardo, & Cortés, 2008). En lo que respecta a pH se pudo contemplar
valores de 6,01 (b1) a 6,06 (bo) éstos estan por debajo de los parametros
establecidos (6,5 — 6,8) por la Norma NTE INEN 183 (Pescado fresco,
refrigerado y congelado. Requisitos) (2006). En Proteina se obtuvo 15,09 (b2) a
17,93 (bo) lo que se encuentra por debajo de (18,4 — 20.8) reportado por (Perea,
GoOmez, Mayorga, & Triana, 2008) (Caracterizacién nutricional de pescados de
produccion y consumo regional en Bucaramanga, Colombia). En Grasa se
obtuvo 0,91 (bo) a 1,00 (b2), los cuales se encuentran dentro de los pardmetros
(0,4 — 1,9) sefalados por (Perea, GOmez, Mayorga, & Triana, 2008). En
Humedad se obtuvo b2(72,27) a bo (74,45), los que se encuentran dentro de los
paradmetros (72,3 — 76,9) lo reportado por (Perea, Gomez, Mayorga, & Triana,
2008). En Cenizas se obtuvo b1 (0,85) a b2(0,98), valores por debajo de (1,2-
1,5) establecido por (FAO, Organizacion de las Naciones Unidas para la
Alimentacion y la Agricultura, 2001). En lo que respecta al conteo de UFC de
Aerobios b2 (3,3 x 10°) y bo (4,4 x 10, lo que se encuentran dentro de los
parametros (5 x 10°) de (INEN, 2006) y (FAO, Organizaciéon de las Naciones

Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2001).

4.2.1.1.3. Con Respecto a las Concentraciones de Cloruro de Sodio
utilizado (Factor C).

En cuanto a los resultados fisico-quimicos de los filetes de tilapia el Factor C:
(Concentraciones de Cloruro de Sodio), se observo valores de acidez 0,32 (coy
c1) los cuales son inferiores a (0,39) que los reportados por (Suarez, Pardo, &
Cortés, 2008). En lo que respecta a pH se pudo contemplar valores de 6,03 (C1)
a 6,04 (co) éstos estan por debajo de los parametros establecidos (6,5 — 6,8) por
la Norma NTE INEN 183 (Pescado fresco, refrigerado y congelado. Requisitos)
(2006). En Proteina se obtuvo 16,12 (c1) a 16,52 (co) lo que se encuentra por
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debajo de (18,4 — 20.8) reportado por (Perea, Gémez, Mayorga, & Triana, 2008)
(Caracterizacion nutricional de pescados de produccion y consumo regional en
Bucaramanga, Colombia). En Grasa se obtuvo 0,93 (c1) a 0,94 (c2), los cuales
se encuentran dentro de los parametros (0,4 — 1,9) sefialados por (Perea,
GOmez, Mayorga, & Triana, 2008). En Humedad se obtuvo c1(72,69) a co(73,95),
los que se encuentran dentro de los pardmetros (72,3 — 76,9) lo reportado por
(Perea, Gbmez, Mayorga, & Triana, 2008). En Cenizas se obtuvo ao (0,78) a a1
(1,04), valores por debajo de (1,2-1,5) establecido por (FAO, Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura, 2001). En lo que respecta
al conteo de UFC de Aerobios c1 (3,6 x 10°) y co (3,8 x 10°), lo que se encuentran
dentro de los parametros (5 x 10°) de (INEN, 2006) y (FAO, Organizacioén de las

Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2001).

4.2.1.1.4. Con Respecto a las Especies de Tilapia * Concentraciones de
Aceite Esencial de Orégano * Concentraciones de Cloruro de Sodio
(Factor ABC).

En cuanto a los resultados fisico-quimicos y microbiolégicos de los filetes de
tilapia en cuanto a la acidez: en aibzco (O. niloticus * 5% AEO * 10% CINa) y
aibaci (O. niloticus * 5% AEO * 20% CINa) ambos con (0,36); mientras que el
valor mas bajo se obtuvo en aocboci (O. mossambicus * 1% AEO * 20% CINa)
con (0,28), los cuales son inferiores a (0,39) que los reportados por (Suérez,
Pardo, & Cortés, 2008). En lo que respecta a pH se observo que los valores mas
altos se obtuvieron en aobico (O. mossambicus * 3% AEO * 10% CINa) y aocb2c1
(O. mossambicus * 5% AEO * 20% CINa) ambos con (6,22); mientras que el valor
mas bajo se obtuvo en aibzci (O. niloticus * 5% AEO * 20% CINa) con (5,87),
estos estan por debajo de los parametros establecidos (6,5 — 6,8) por la Norma
NTE INEN 183 (Pescado fresco, refrigerado y congelado. Requisitos) (2006). En
Proteina no se encontr6 diferencias. En Grasa se observo que los valores mas
altos se obtuvieron en aibzco (O. niloticus * 5% AEO * 10% CINa) y aib2c: (O.
niloticus * 5% AEO * 20% CINa) ambos con (1,01); mientras que el valor mas
bajo se obtuvo en aobici (O. mossambicus * 3% AEO * 20% CINa) con (0,89),

los cuales se encuentran dentro de los parametros (0,4 — 1,9) sefalados por
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(Perea, Gbmez, Mayorga, & Triana, 2008). En Humedad se observé que el valor
mas alto se obtuvo en aoboco (O. mossambicus * 1% AEO * 10% CINa) con
(76,67); mientras que el valor mas bajo se obtuvo en aibzc: (Tilapia roja * 5%
AEO * 20% CINa) con (69,59), los que se encuentran dentro de los parametros
(72,3 — 76,9) lo reportado por (Perea, Gomez, Mayorga, & Triana, 2008). En
Cenizas no se encontr6 diferencias significativas. En lo que respecta al conteo
de UFC de Aerobios se observé que el valor mas bajo se obtuvo en aibzci (O.
niloticus * 5% AEO * 20% CINa) con (3 x 10°); mientras que el valor mas alto se
obtuvo en aoboco (O. mossambicus * 1% AEO * 10% CINa) con (4,6 x 10°), los
que se encuentran dentro de los parametros (5 x 10°) de (INEN, 2006) y (FAO,
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura,
2001).

4.2.1.1.5. Con Respecto a la Caracterizacion quimica del Aceite Esencial
de Orégano.

En cuanto a los resultados de la caracterizacion del aceite esencial de orégano
se obtuvo como principal componente el carvacrol con (62,41%), B-cariofileno
(8,84%), a-bergamoteno (6,75%). Los mismos componentes que se asemejan a

lo reportado por (Fonnegra & Jiménez, 2007).
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5.1.1.

5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
5.1. Conclusiones
De las especies de tilapia (Factor A)

Con respecto a acidez: existio diferencia significativa, se acepta la
hipotesis alternativa y se concluye que el valor mas alto presenté el
nivel a1 (0,35) (O. niloticus) frente al nivel ao (0,29) (O. mossambicus)
los cuales son inferiores a los reportados por (Suarez, Pardo, & Cortés,
2008).

En lo referente a pH: se acepta la hipétesis alternativa y se concluye
que el valor mas alto presento el nivel ao (6,16) (O. mossambicus) en
cambio el valor mas bajo lo presentd a1 (5,92) (O. niloticus), valores
inferiores establecido por NTE INEN 183.

En Proteina: existié diferencia significativa, se acepta la hipotesis
alternativa y se concluye el valor mas alto lo presenté a1 (17,20) (O.
niloticus), mientras que el valor mas bajo lo present6 ao (15,45) (O.
mossambicus), los mismos que se encuentran por debajo de los
valores reportados por (Perea, Gbmez, Mayorga, & Triana, 2008).

Lo que respecta a extracto etéreo: existid diferencia significativa, se
acepta la hipétesis alternativa y se concluye que el valor mas alto
presentd el nivel a1 (0,95) (O. niloticus) frente al nivel ao (0,93) (O.
mossambicus), los cuales se encuentran dentro de los parametros
sefalados por (Perea, Gbmez, Mayorga, & Triana, 2008).

En el contenido de Humedad: existi6 diferencia significativa, se acepta
la hipotesis alternativa y se concluye que el valor mas alto presento el
nivel ao (74,34) (O. mossambicus) con respecto al nivel a1 (72,30) (O.
niloticus), los cuales se encuentran dentro de los pardmetros
reportados por (Perea, Gbmez, Mayorga, & Triana, 2008).

En Cenizas: existido diferencia significativa, se acepta la hipotesis
alternativa y se concluye que el valor mas alto presentd el nivel ao

(0,96) (O. mossambicus) y el mas bajo el nivel a1 (0,85) (O. niloticus),

56



5.1.2.

valores por debajo de lo establecido por (FAO, Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2001).

En lo que respecta al conteo de UFC de Aerobios: existio diferencia
significativa, se acepta la hipétesis alternativa y se concluye que el
valor mas alto presenté el nivel ao (3,8 x 10° (O. mossambicus) en
cambio el valor mas bajo lo presentd el nivel a1 (3,6 x 10°) (O. niloticus),
lo que se encuentran dentro de los parametros de (INEN, 2006) y
(FAO, Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura, 2001).

De las concentraciones de Aceite Esencial de Orégano
(Factor B)

Con respecto a Acidez: No existi6é diferencia significativa, se acepta la
hipotesis nula y se concluye que los valores entre los tres niveles son
similares.

En lo que respecta a pH: existio diferencia significativa, se acepta la
hipétesis alternativa y se concluye que los valores mas altos se pudo
contemplar en los niveles b1 (6,06) (3%) y b2 (6,05) (5%), en cambio el
valor mas bajo lo presenté bo (6,01) (1%), éstos estan por debajo de
los parametros establecidos por la Norma NTE INEN 183 (2006).

En Proteina: existio diferencia significativa, se acepta la hipotesis
alternativa y se concluye que el valor méas alto se pudo contemplar en
el nivel bo (17,93) (1%) y el mas bajo en el nivel b2 (15,09) (5%), lo que
se encuentra por debajo de lo reportado por (Perea, Gbmez, Mayorga,
& Triana, 2008).

En Grasa: existio diferencia significativa, se acepta la hipétesis
alternativa y se concluye que el valor mas alto se presenté en el nivel
b2 (1,00) (5%), mientras que los valores mas bajos se obtuvieron en
los niveles bo (1%) y b1 (3%) ambos con (0,91), los cuales se
encuentran dentro de los parametros sefalados por (Perea, Gomez,
Mayorga, & Triana, 2008).
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En Humedad: existié diferencia significativa, se acepta la hipotesis
alternativa y se concluye que el valor mas alto se presento en el nivel
bo(74,45) (1%) y el mas bajo en b2(72,27) (5%), los que se encuentran
dentro de los parametros reportado por (Perea, Gomez, Mayorga, &
Triana, 2008).

En Cenizas: No existi6 diferencia significativa, se acepta la hipotesis
nula y se concluye que los valores entre los tres niveles son similares.
En UFC de Aerobios: existid6 diferencia significativa, se acepta la
hipotesis alternativa y se concluye que el valor mas alto se presenté
en el nivel bo (4,4 x 10°) (1%), mientras que el valor mas bajo en el
nivel b2 (3,3 x 10% (5%), los que se encuentran dentro del limite
superior de NTE INEN 1526-5 (2006) y (FAO, 2001).

De las concentraciones de Cloruro de Sodio (Factor C)

Con respecto a Acidez: No existio diferencia significativa, se acepta la
hipétesis nula y se concluye que los valores entre los dos niveles son
similares.

En pH: No existio diferencia significativa, se acepta la hipétesis nula 'y
se concluye que los valores entre los niveles co (10%) y c1 (20%) son
similares.

En Proteina: No existio diferencia significativa, se acepta la hipoétesis
nula y se concluye que los valores entre los niveles co (10%) y c1
(20%) son semejantes.

En Grasa: No existi6 diferencia significativa, se acepta la hipétesis nula
y se concluye que los valores entre los niveles co (10%) y c1 (20%) no
difieren entre si.

En lo que respecta a Humedad: existio diferencia significativa, se
acepta la hipotesis alternativa y se concluye que el valor mas alto se
presento en el nivel co (73,95) (10%) frente a c1 (72,69) (20%), los que
se encuentran dentro de los parametros reportado por (Perea, Gomez,
Mayorga, & Triana, 2008).
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En Cenizas: existido diferencia significativa, se acepta la hipotesis
alternativa y se concluye que el valor mas alto se presenté en el nivel
c1 (1,04) (20%), mientras que el mas bajo en co (0,78) (10%) valores
por debajo de lo establecido por (FAO, Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 2001).

En lo que respecta al conteo de UFC de Aerobios: existio diferencia
significativa, se acepta la hipétesis alternativa y se concluye que el
valor mas alto se present6 en el nivel co (3,8 x 10°) (10%) y el valor
mas bajo c1 (3,6 x 10° (20%), lo que se encuentran dentro de
establecido por NTE INEN 1526-5 (2006) y (FAO, 2001).

De la Interaccion ABC (Especies de Tilapia * Concentraciones
de Aceite Esencial de Orégano * Concentraciones de Cloruro
de Sodio)

Con respecto a Acidez: existio diferencia significativa, se acepta la
hipotesis alternativa y se concluye que el valor mas alto fueron aibzco
(O. niloticus * 5% AEO * 10% CINa) y aib2c1 (O. niloticus * 5% AEO *
20% CINa) ambos con (0,36); mientras que el valor mas bajo se obtuvo
en aocboci (O. mossambicus * 1% AEO * 20% CINa) con (0,28), los
cuales son inferiores a (0,39) que los reportados por (Suéarez, Pardo,
& Cortés, 2008).

En lo que respecta a pH: existié diferencia significativa, se acepta la
hipétesis alternativa y se concluye que los valores mas altos se
obtuvieron en aobico (O. mossambicus * 3% AEO * 10% CINa) y
aob2c1 (O. mossambicus * 5% AEO * 20% CINa) ambos con (6,22);
mientras que el valor mas bajo se obtuvo en aibzc1 (O. niloticus * 5%
AEO * 20% CINa) con (5,87), éstos estan por debajo de los pardmetros
establecidos (6,5 — 6,8) por la Norma NTE INEN 183 (Pescado fresco,
refrigerado y congelado. Requisitos) (2006).

En Proteina: no existié diferencia significativa, se acepta la hipétesis

nula y se concluye que los tratamientos son semejantes.
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En Grasa: existio diferencia significativa, se acepta la hipoétesis
alternativa y se concluye que los valores mas altos se obtuvieron en
aibzco (O. niloticus * 5% AEO * 10% CINa) y aib2ca (O. niloticus * 5%
AEO * 20% CINa) ambos con (1,01); mientras que el valor mas bajo
se obtuvo en aobici (O. mossambicus * 3% AEO * 20% CINa) con
(0,89), los cuales se encuentran dentro de los parametros (0,4 — 1,9)
sefalados por (Perea, GOmez, Mayorga, & Triana, 2008).

En Humedad: existié diferencia significativa, se acepta la hipétesis
alternativa y se concluye que el valor méas alto se obtuvo en aoboco (O.
mossambicus * 1% AEO * 10% CINa) con (76,67); mientras que el
valor mas bajo se obtuvo en aibzc1 (Tilapia roja * 5% AEO * 20% CINa)
con (69,59), los que se encuentran dentro de los parametros (72,3 —
76,9) lo reportado por (Perea, Gbmez, Mayorga, & Triana, 2008).

En Cenizas: no se encontré diferencias significativas entre los
tratamientos, se acepta la hipotesis nula y se concluye que los
tratamientos son semejantes en el contenido de cenizas.

En lo que respecta al conteo de UFC de Aerobios: existié diferencia
significativa, se acepta la hipotesis alternativa y se concluye que el
valor mas bajo se obtuvo en aibzc1 (O. niloticus * 5% AEO * 20% CINa)
con (3 x 10%); mientras que el valor mas alto se obtuvo en aoboco (O.
mossambicus * 1% AEO * 10% CINa) con (4,6 x 10°), los que se
encuentran dentro de los parametros (5 x 10°) de (INEN, 2006) y (FAO,
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura, 2001).

De la caracterizacion quimica del Aceite Esencial de Orégano

En cuanto a los resultados obtenidos de la caracterizacion del aceite
esencial de orégano se concluye que el principal componente es el
carvacrol con (62,41%), pB-cariofileno (8,84%), a-bergamoteno
(6,75%). Los mismos componentes que se asemejan a los reportados

por (Fonnegra & Jiménez, 2007).
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5.2.2.

5.2.3.

5.2. Recomendaciones
De las especies de tilapia (Factor A)

En lo que respecta a la utilizacion de las especies de tilapia, en
relacion al contenido de acidez, pH, proteina, humedad y UFC
aerobios se recomienda el empleo de la tilapia roja (Oreochromis
niloticus). En cuanto a contenido de grasa y ceniza se recomienda

utilizar la tilapia negra (Oreochromis mossambicus).

De las concentraciones de Aceite Esencial de Orégano
(Factor B)

En referente a las concentraciones de aceite esencial de orégano, en
relacion al contenido de acidez y ceniza se recomienda utilizar
cualquier concentracion (1%, 3% o 5%), dado que no influyen en sus
valores. En cuanto a pH y proteina se recomienda el empleo de la
concentracion del 1% de AEO. En lo referente al contenido de grasa
se recomienda la utilizacién de las concentraciones de (1% o 3%) de
AEO. Mientras que el contenido de humedad y a la inhibicién de UFC
de aerobios se recomienda el empleo de la concentracion de (5%
AEO).

De las concentraciones de Cloruro de Sodio

En lo concerniente a las concentraciones de Cloruro de Sodio (CINa),
en relacion a mejores contenido de acidez, pH, proteina y grasa se
recomienda el empleo de cualquiera de las concentraciones (10% o
20%) de CINa, por lo que no influyen en el contenido de los mismos.
Para obtener un mayor contenido de ceniza, bajo contenido de
humedad y la menor inhibicion de aerobios se recomienda el empleo
de (20% CINa).
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De la Interaccion ABC (Especies de Tilapia * Concentraciones
de Aceite Esencial de Orégano * Concentraciones de Cloruro
de Sodio)

En lo que respecta a acidez se recomienda utilizar el tratamiento
aib2co (O. niloticus * 5% AEO * 10% CINa) y/o aib2c1 (O. niloticus * 5%
AEO * 20% CINa).

En pH el tratamiento recomendado es aib2c1 (O. niloticus * 5% AEO *
20% CINa).

En cuanto al contenido de proteina se recomienda utilizar cualquier
tratamiento, debido a que no existe diferencia significativa entre los
mismos.

En el contenido de grasa es recomendable utilizar los tratamientos
aoboco (O. mossambicus * 1% AEO * 10% CINa), aoboci (O.
mossambicus * 1% AEO * 20% CINa) y/o aobici (O. mossambicus *
3% AEO * 20% CINa).

En humedad es recomendable utilizar el tratamiento aib2ci (O.
niloticus * 5% AEO * 20% CINa).

En lo referente al contenido de cenizas es preferible utilizar cualquiera
de los tratamientos, debido a que no existi6 diferencia entre si.

Se recomienda utilizar el tratamiento aib2ci (O. niloticus * 5% AEO *
20% CINa) por lo que presentdé el menor contenido de
microorganismos aerobios (3x10%), en relacion a los demas

tratamientos.

De la caracterizacion quimica del Aceite Esencial de Orégano

Se recomienda utilizar el aceite esencial de orégano como agente
antimicrobiano en alimentos, ya que su contenido principal es
carvacrol (62,41%).
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7. ANEXOS

ANEXO 1. VALORES PROMEDIOS DEL ANALISIS FiSICO- QUIMICO

Ne | Tratamientos Acidez pH Proteina Grasa Humedad Ceniza
R1 | R2 | R1 | R2 R1 R2 R1 R2 R1 R2 R1 | R2
1 aoboCo 0.3 |0.28]6.13|6.06]16.05|17.23]|0.8797 | 0.8898| 76.92 | 76.320.47 | 0.79
2 aobocy 0.28 1 0.26]16.04 | 6.04]|14.88 | 16.22 | 0.8743 | 0.9012 | 73.49 | 74.20|1.24 | 1.34
3 aob1co 0.26 | 0.30]6.20 | 6.25| 15.45 | 16.00 | 0.8999 | 0.8872 | 76.09 | 75.30 | 0.78 | 0.99
4 aobica 0.300.30]|6.24 | 6.25|12.54 | 13.55| 0.9002 | 0.8926 | 75.14 | 74.60 | 0.92 | 1.06
5 aob2co 0.300.33]|6.12|6.13|14.88 | 15.00 | 1.0054 | 0.9967 | 71.53 | 72.09 | 0.84 | 1.04
6 aobzc1 0.26 1 0.32]16.22 |6.25]16.35 | 17.22 | 1.0069 | 1.0034 | 73.08 | 73.32 | 1.08 | 1.05
7 aiboco 0.36 | 0.35]5.97 | 5.99]19.24 | 18.54 | 0.9001 | 1.0032 | 74.42 | 74.43 | 0.88 | 0.65
8 aiboc1 0.36 | 0.35]5.93 |5.94|21.29 | 19.990.8995 | 0.9281 | 72.50 | 73.32 | 0.78 | 1.00
9 a1baco 0.34 | 0.33]5.85|5.84]|18.08 | 18.54 | 0.9210 | 0.9492 | 70.13 | 72.30 | 0.58 | 0.84
10 aibics 0.35/0.36]5.93|5.94]16.33|17.12|0.9112 | 0.9231 | 71.09 | 71.32 | 0.70 | 0.94
11 aibzco 0.35|0.37|5.99 | 6.03| 14.30 | 15.00 | 0.9985 | 1.0021 | 73.69 | 74.20 | 0.76 | 0.80
12 aibzcs 0.35]0.35]5.80|5.85]13.72 | 14.25|0.9874 | 1.0002 | 69.08 | 71.20| 1.30 | 1.04

Elaborado por: Mera, C. 2015
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ANEXO 2. VALORES PROMEDIOS DE ANALISIS MICROBIOLOGICOS

Ne | Tratamientos Aerobios Mohos y Levaduras
R1 R2 R1 R2
1 aoboco 4,8x10° | 4,9x10° 0 0
2 aoboc1 4,1x105 | 4,5x105 0 0
3 aob1co 3,8x105 | 3,7x10° 0 0
4 aobac1 3,6x10° | 3,5x10° 0 0
5 aobzCo 3,3x105 | 3,5x10° 0 0
6 aobzc1 3,5x105 | 3,3x10° 0 0
7 a1boco 4,3x105 | 4,4x10° 0 0
8 aiboc1 4,1x105 | 4,0x105 0 0
9 aibico 3,5x105 | 3,6x10° 0 0
10| aibica 3,3x105 | 3,5x10° 0 0
11|  aibaco 3,3x105 | 3,3x10° 0 0
12| azbac 3,2x105 | 3,0x10° 0 0

Elaborado por: Mera, C. 2015



ANEXO 3. FOTOS DE LA FASE EXPERIMENTAL

Extraccion del Aceite Esencial de Orégano por Hidrodestilacién

Evaporado Residuo
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Preparacion de muestras

Pesad-o a < Homogenizado

- /A

Muestra y reactivos Titulacion Muestra titulada
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Determinacion de pH

Potenciémetro Lectura del pH Toma de resultados

Determinacion de Proteina
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Tubos de destilacion Acido Sulftrico Unidad digestora

Unidad de destilacion Titulacién Indicador Kjeldahl
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Determinacién de Grasa

Aparato Golfish Muestras Resultados

Determinacién de Humedad

Pesado Muestras en crisoles Muestras en la estufa

Determinacion de Ceniza

Pesado Muestras en la mufla Muestras en desecador
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Andlisis Microbiolbgicos

Peptona Aceite esencial de orégano Dilucion de peptona

Tubos de ensayo Pesado de muestra Muestra en Matraz

Placas Petrifilm Placa sembrada

Placas para el conteo Contador de Placas Placa contaminada
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ANEXO 4. CERTIFICACIONES DE LABORATORIOS

FARMACIA Y BIOANALISIS
MER DA VENELUELA INSHITUTO DE WESHIGACIONES |1FF5
DINECCION
CERTIFICACION

Quien suscriba, Dr. Lus Beltran Rojas Fermin, Director del instituto de Investigaciones
de |a Facuad de Farmaca y Bloandlisis (IIFFB) hacs constar que ls muestra de acalte
esencial codificada como JRES (Origanum wuigare) fue ansiizada en el equpo
Cromatografo de Gases acoplado a un Espectrametro de Masas marcaHeweltt Packard
modelo 6850, &l cusl se encuantra en ol laborstono de nstrumentacidn 1 del NFFB,
Facullad de Farmacia y Bloanaisis, Universidad de Loe Andes, Mérnda-Venazuels,

Cerlificacién que se haoce a peticion de la parte mterssada a los 17 dias del mes de
marzo del afo 2015,

Dr.Luis B. Rojas F.
Director del NFFB

KAif. D, Ok Kduonnde Halan, soeton Osmpos de Ov detods Jet 1ANULA
Tolataxy (234 2000455, Telf: (694 B0 i apale re
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UNIVERSIDAD TECNICA ESTATAL DE QUEVEDO
FACULTAD DE CIENCIAS PECUARIAS
LABORATORIO DE BROMATOLOGIA

Oireccion Km. 1 74 via 840, Domengo Teldfana: 052750320
FAX: |6393-05) 762200 753508 CASILLA Queved: 73
Waw, udeg odu, ec
Quevedo-Los Rios -Ecuador

CERTIFICACION

Queveaedo, 02 de marzo del 2015

A QUIEN CORRESPONDA:

Por medio de la presente certifico que el Sr. CESAR ROLANDO MERA
MENDOZA con Cl. 0928404334 realiz0 los analisis de Ph, Acidez
Titulable, Proteina, Humedad, Grasa, Ceniza y Analisis Microbiolagico en
muestras de Filete de Tilapia, correspondiente a la Tesis titulada "EFECTO
DEL ACEITE ESENCIAL DE OREGANO (Oreganum wvuigare L.) COMO
AGENTE MICROBIANO EN LA CONSERVACION DE LA CARNE DE DOS
VARIEDADES DE TILAPIA: NEGRA (Oreochromis mossambicus) Y ROQJA
(Oreochromis nioticus)”, en este Laboratorio, con la guia de la Ing
Lourdes Ramos, Coordinadora del Laboratorio.

Autorizo al Sr. CESAR ROLANDO MERA MENDOZA dar al presente
certificado el uso que estime convenente,
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ANEXO 5. PRUEBAS DE SIGNIFICACION TUKEY EN STATGRAPHICS

Acidez
Pruebas de Multiple Rangos para Acidez por Fact. A

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. A |Casos [MedialLS [SigmalS Grupos Homogéneos
1 12 0.290833  [0.00515847 (X

2 12 0.351667 10.00515847 X

Contraste |Sig. [Diferencia +/- Limites

1-2 * -0.0608333 0.0160566

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. Se ha
colocado un asterisco junto a 1 par, indicando que este par muestra diferencias estadisticamente significativas con un
nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segin la
alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al
decir que uno o mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Multiple Rangos para Acidez por Fact. B

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. B |Casos |MedialS |SigmalLs$S Grupos Homogéneos
1 8 0.3175 0.00631781 [X

2 8 0.3175 0.00631781 [X

3 8 0.32875 0.00631781 (X

Contraste |Sig. [Diferencia |+/- Limites

1-2 0 0.02418

1-3 -0.01125 0.02418

2-3 -0.01125 0.02418

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95.0% de confianza. En la
parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segin la alineacion de las X's en columna. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El
método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que uno o mas pares son
significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Multiple Rangos para Acidez por Fact. C

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. C |Casos |MedialS |SigmalsS Grupos Homogéneos
2 12 0.32 0.00515847 [X

1 12 0.3225 0.00515847 [X

Contraste |Sig. [Diferencia |+/- Limites

1-2 0.0025 0.0160566

* indica una diferencia significativa.
El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay
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diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95.0% de confianza. En la
parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segun la alineacion de las X's en columna. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El
método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que uno o mas pares son
significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Mdltiple Rangos para Acidez por Replicas

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Replicas [Casos |MedialS [SigmalS Grupos Homogéneos
1 12 0.3175 0.00515847 |X

2 12 0.325 0.00515847 |X

Contraste |Sig. [Diferencia [+/- Limites

1-2 -0.0075 0.0160566

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95.0% de confianza. En la
parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segun la alineacién de las X's en columna. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El
método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que uno o mas pares son
significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.
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pH

Pruebas de Mdltiple Rangos para pH por Fact. A

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. A |Casos [MedialS [Sigmal$S Grupos Homogéneos
2 12 5.92167 0.00657849 [X

1 12 6.16083 0.00657849 X

Contraste |Sig. [Diferencia +/- Limites

1-2 * 0.239167 0.0204767

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. Se ha
colocado un asterisco junto a 1 par, indicando que este par muestra diferencias estadisticamente significativas con un
nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segin la
alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al
decir que uno o mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Mdltiple Rangos para pH por Fact. B

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. B |Casos |MedialS |SigmalsS Grupos Homogéneos
1 8 6.0125 0.00805697 (X

3 8 6.04875 0.00805697 X

2 8 6.0625 0.00805697 X

Contraste |Sig. [Diferencia |+/- Limites

1-2 * -0.05 0.0308363

1-3 * -0.03625 0.0308363

2-3 0.01375 0.0308363

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cudles medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El
asterisco que se encuentra al lado de los 2 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente
significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos
homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre
aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre
las medias es el procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un
riesgo del 5.0% al decir que uno o mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Mdltiple Rangos para pH por Fact. C

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. C |Casos |MedialS |SigmalsS Grupos Homogéneos
2 12 6.03583 0.00657849 |X

1 12 6.04667 0.00657849 |X

Contraste |Sig. [Diferencia |+/- Limites

1-2 0.0108333 |0.0204767

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95.0% de confianza. En la
parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segin la alineacion de las X's en columna. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El

79



método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que uno 0 mas pares son
significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Mdltiple Rangos para pH por Replicas

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Replicas |[Casos |MedialS [SigmalS Grupos Homogéneos
1 12 6.035 0.00657849 [X

2 12 6.0475 0.00657849 |X

Contraste |Sig. [Diferencia [+/- Limites

1-2 -0.0125 0.0204767

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuéles medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95.0% de confianza. En la
parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segin la alineacion de las X's en columna. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El
método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que uno o mas pares son
significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.
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Proteina

Pruebas de Mdltiple Rangos para Proteina por Fact. A

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. A |Casos [MedialS [SigmalS |Grupos Homogéneos
1 12 15.4475 0.156931 (X

2 12 17.2 0.156931 X

Contraste |Sig. [Diferencia [+/- Limites

1-2 * -1.7525 0.488475

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. Se ha
colocado un asterisco junto a 1 par, indicando que este par muestra diferencias estadisticamente significativas con un
nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segin la
alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al
decir que uno o mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Mdltiple Rangos para Proteina por Fact. B

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. B |Casos |MedialS |SigmalLS |Grupos Homogéneos
3 8 15.09 0.192201 |X

2 8 15.9513 0.192201 X

1 8 17.93 0.192201 X

Contraste |Sig. [Diferencia |+/- Limites

1-2 * 1.97875 0.735605

1-3 * 2.84 0.735605

2-3 * 0.86125 0.735605

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El
asterisco que se encuentra al lado de los 3 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente
significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 3 grupos
homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre
aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre
las medias es el procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un
riesgo del 5.0% al decir que uno 0 mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Mdltiple Rangos para Proteina por Fact. C

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. C |Casos |MedialS |SigmalLS |Grupos Homogéneos
2 12 16.1217 0.156931 (X

1 12 16.5258 0.156931 (X

Contraste |Sig. [Diferencia |+/- Limites

1-2 0.404167 0.488475

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95.0% de confianza. En la
parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segin la alineacion de las X's en columna. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El
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método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que uno o mas pares son
significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Mdltiple Rangos para Proteina por Replicas

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Replicas |[Casos |MedialS [SigmalLS |Grupos Homogéneos
1 12 16.0925 0.156931 |X

2 12 16.555 0.156931 |X

Contraste |Sig. [Diferencia [+/- Limites
1-2 -0.4625 0.488475
* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuéles medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95.0% de confianza. En la
parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segin la alineacion de las X's en columna. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El
método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que uno o mas pares son
significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.
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Grasa

Pruebas de Mdltiple Rangos para Grasa por Fact. A

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. A |Casos [MedialS [SigmalS Grupos Homogéneos
1 12 0.928108 0.00547574 |X

2 12 0.951967 0.00547574 X

Contraste |Sig. [Diferencia +/- Limites

1-2 * -0.0238583 0.0175179

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. Se ha
colocado un asterisco junto a 1 par, indicando que este par muestra diferencias estadisticamente significativas con un
nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segun la
alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al
decir que uno o més pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Mdltiple Rangos para Grasa por Fact. B

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. B |Casos |MedialS |SigmalsS Grupos Homogéneos
1 8 0.909488 |0.00670639 |X

2 8 0.91055 0.00670639 (X

3 8 1.00008 0.00670639 X

Contraste |Sig. [Diferencia +/- Limites

1-2 -0.0010625 0.0264771

1-3 * -0.0905875 0.0264771

2-3 * -0.089525 0.0264771

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El
asterisco que se encuentra al lado de los 2 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente
significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos
homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre
aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre
las medias es el procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un
riesgo del 5.0% al decir que uno 0 mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.
Pruebas de Mdltiple Rangos para Grasa por Fact. C

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. C |Casos |MedialS |SigmalS Grupos Homogéneos
2 12 0.935675 0.00547574 |X

1 12 0.9444 0.00547574  |X

Contraste |Sig. [Diferencia |+/- Limites

1-2 0.008725 0.0175179

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95.0% de confianza. En la
parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segin la alineacion de las X's en columna. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El
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método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que uno o mas pares son
significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Mdltiple Rangos para Grasa por Replicas

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Replicas |[Casos |MedialS [SigmalS Grupos Homogéneos
1 12 0.932008 [0.00547574 [X
2 12 0.948067 0.00547574 |X

Contraste |Sig. [Diferencia +/- Limites
1-2 -0.0160583 |0.0175179
* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuéles medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95.0% de confianza. En la
parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segin la alineacion de las X's en columna. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El
método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que uno o mas pares son
significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.
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Humedad

Pruebas de Mdltiple Rangos para Humedad por Fact. A

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. A |Casos [MedialS [SigmalS |Grupos Homogéneos
2 12 72.3067 0.193391 (X

1 12 74.34 0.193391 X

Contraste |Sig. [Diferencia [+/- Limites

1-2 * 2.03333 0.601964

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. Se ha
colocado un asterisco junto a 1 par, indicando que este par muestra diferencias estadisticamente significativas con un
nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segun la
alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al
decir que uno o més pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Mdltiple Rangos para Humedad por Fact. B

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. B |Casos |MedialS |SigmalLS |Grupos Homogéneos
3 8 72.2738 0.236855 |X

2 8 73.2463 0.236855 X

1 8 74.45 0.236855 X

Contraste |Sig. [Diferencia |+/- Limites

1-2 * 1.20375 0.906511

1-3 * 2.17625 0.906511

2-3 * 0.9725 0.906511

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El
asterisco que se encuentra al lado de los 3 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente
significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 3 grupos
homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre
aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre
las medias es el procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un
riesgo del 5.0% al decir que uno 0 mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Mdltiple Rangos para Humedad por Fact. C

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. C |Casos |MedialS |SigmalS |Grupos Homogéneos
2 12 72.695 0.193391 (X

1 12 73.9517 0.193391 X

Contraste |Sig. [Diferencia |+/- Limites

1-2 * 1.25667 0.601964

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. Se ha
colocado un asterisco junto a 1 par, indicando que este par muestra diferencias estadisticamente significativas con un
nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segin la
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alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al
decir que uno o0 mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Mdltiple Rangos para Humedad por Replicas

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Replicas [Casos |MedialS [SigmalS |Grupos Homogéneos
1 12 73.0967 0.193391 |X

2 12 73.55 0.193391 |X

Contraste |Sig. [Diferencia [+/- Limites
1-2 -0.453333  |0.601964
* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95.0% de confianza. En la
parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segin la alineacion de las X's en columna. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El
método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que uno o mas pares son
significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.
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Cenizas

Pruebas de Mdltiple Rangos para Cenizas por Fact. A

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. A |Casos [MedialS [SigmalS Grupos Homogéneos
2 12 0.855833 0.0384694 (X

1 12 0.966667 0.0384694 (X

Contraste |Sig. [Diferencia [+/- Limites

1-2 0.110833 0.119742

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95.0% de confianza. En la
parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogeéneo, segun la alineacion de las X's en columna. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El
método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que uno o mas pares son
significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Mdltiple Rangos para Cenizas por Fact. B

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. B |Casos |MedialS |SigmalsS Grupos Homogéneos
2 8 0.85125 0.0471152 |X

1 8 0.89375 0.0471152 |X

3 8 0.98875 0.0471152 |X

Contraste |Sig. [Diferencia |+/- Limites

1-2 0.0425 0.180323

1-3 -0.095 0.180323

2-3 -0.1375 0.180323

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cudles medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95.0% de confianza. En la
parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segun la alineacion de las X's en columna. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El
método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que uno 0 mas pares son
significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Mdltiple Rangos para Cenizas por Fact. C

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. C |Casos |MedialS |SigmalS Grupos Homogéneos
1 12 0.785 0.0384694 (X

2 12 1.0375 0.0384694 X

Contraste |Sig. [Diferencia |+/- Limites

1-2 * -0.2525 0.119742

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. Se ha
colocado un asterisco junto a 1 par, indicando que este par muestra diferencias estadisticamente significativas con un
nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segin la
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alineacién de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al
decir que uno o0 mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Mdltiple Rangos para Cenizas por Replicas

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Replicas [Casos |MedialS [SigmalS Grupos Homogéneos
1 12 0.860833  |0.0384694 |X

2 12 0.961667 |0.0384694 |X

Contraste |Sig. [Diferencia [+/- Limites
1-2 -0.100833 ]0.119742
* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95.0% de confianza. En la
parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segin la alineacion de las X's en columna. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El
método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que uno o mas pares son
significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.
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Aerobios

Pruebas de Mdltiple Rangos para Aerobios por Fact. A

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. A |Casos [MedialS [SigmalLS |Grupos Homogéneos
2 12 363750. 3507.05 X

1 12 388889. 3507.05 X

Contraste |Sig. [Diferencia [+/- Limites

1-2 * 25138.8 10916.3

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. Se ha
colocado un asterisco junto a 1 par, indicando que este par muestra diferencias estadisticamente significativas con un
nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segun la
alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al
decir que uno o més pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Mdltiple Rangos para Aerobios por Fact. B

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. B |Casos |MedialS |SigmaLS |Grupos Homogéneos
3 8 331458. 4295.25 X

2 8 357500. 4295.25 X

1 8 440000. 4295.25 X

Contraste |Sig. [Diferencia |+/- Limites

1-2 * 82500.0 16439.1

1-3 * 108542. 16439.1

2-3 * 26041.6 16439.1

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. El
asterisco que se encuentra al lado de los 3 pares indica que estos pares muestran diferencias estadisticamente
significativas con un nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 3 grupos
homogéneos segun la alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre
aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre
las medias es el procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un
riesgo del 5.0% al decir que uno 0 mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Mdltiple Rangos para Aerobios por Fact. C

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fact. C |Casos |MedialS |SigmaLS |Grupos Homogéneos
2 12 364583. 3507.05 X

1 12 388055. 3507.05 X

Contraste |Sig. [Diferencia |+/- Limites

1-2 * 23472.2 10916.3

* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. Se ha
colocado un asterisco junto a 1 par, indicando que este par muestra diferencias estadisticamente significativas con un
nivel del 95.0% de confianza. En la parte superior de la pagina, se han identificado 2 grupos homogéneos segin la
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alineacion de las X's en columnas. No existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que
compartan una misma columna de X's. El método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el
procedimiento de diferencia honestamente significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al
decir que uno o0 mas pares son significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.

Pruebas de Mdltiple Rangos para Aerobios por Replicas

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Replicas [Casos |MedialS |[SigmalS |Grupos Homogéneos
1 12 375139. 3507.05 X

2 12 377500. 3507.05 X

Contraste |Sig. [Diferencia [+/- Limites
1-2 -2361.17 10916.3
* indica una diferencia significativa.

El StatAdvisor

Esta tabla aplica un procedimiento de comparacién multiple para determinar cuales medias son significativamente
diferentes de otras. La mitad inferior de la salida muestra las diferencias estimadas entre cada par de medias. No hay
diferencias estadisticamente significativas entre cualquier par de medias, con un nivel del 95.0% de confianza. En la
parte superior de la pagina, se ha identificado un grupo homogéneo, segin la alineacion de las X's en columna. No
existen diferencias estadisticamente significativas entre aquellos niveles que compartan una misma columna de X's. El
método empleado actualmente para discriminar entre las medias es el procedimiento de diferencia honestamente
significativa (HSD) de Tukey. Con este método hay un riesgo del 5.0% al decir que uno o mas pares son
significativamente diferentes, cuando la diferencia real es igual a 0.
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ANEXO 6. NORMAS INEN

Instituto Ecuatariano de Normalizacion

MORMA TECHNICA ECUATORIANA MNTE INEN 183:2013
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Horma Técn NTE INEM
— PESCADO FRESCO REFRIGERADD O CONGELADD 1E3-9013
Ecustoriana
&0
1. OBJETD

1.1 Esta nonma estabiece Ios requisins que debe cumplir & pescado fresco refigerado o congelada,
qUE 5& [Wesenia para & consumo dinscin.

2. AL CANCE

2.1 Esta nomma se aplica 3 pescaco esCo Nevigeratio 0 Ccongeiads evISCErato 0 MO EviScERd0 ¥ 3
los filetes de pescado.

2.2 Esfa nomma no 52 aplica a 106 producios provenientes 0 |3 produscion acuicola.
4. DERMNICEDHES

3.1 Para los efectos de estanoma, se adoptan las siquienies detniciones:

3211 PESGECE#E'ED."E#EEEE’D. wmﬂmammm oof o Bin |3 cabez3, que
reo Fea recibldo nimpin ratamienio de conseryacitn Tuers del anfriamiento

3.1.2 Pescado congeiadn Pescadd apio para el consumo humano, con o sin 13 cabezs, a que
puedan haberse QUtado compieta o parclamente |38 visceras U OUDE CFgan0s, sometido a
congelacion.

3.1.3 Fleles oe pescads congelado. Son lonjas de pescado oe |3 misma especie, apto para el
CONEUMD humano, de Emaflos v formas Ireguiares que 52 separan oel cuspo o pescado medante
COres 3 |3 esping dorsal, a5l como |06 ToZe en Que 52 coran dichas lonjas faciitar =
Cortes paraens 3 13 esp _ que Ionjas para

3.1.4 Giaseads. Capa protector delkgada de hicio de agua potable o oe mar Impla, que recutre 1
superficie tiel productn dandoie Un aspacto brilants

3.1.5 Agua de mear Impia. Ss el agua de mar batada que cumpie 106 misimos crfieros microbloioglcos
que s& aplican al agua potabie.

4. DISPOSICIHONES GEMERALES

41 Los producics confempiados por l3s disposiclonss de |a presente nomma s2 deben ¥
manipular de comemidad con ko esEiecddo en el Reglamenio de Buenas Pracicas de

almenins procesados del  Ministero de Saud y con los Requishos sanitaros minimos que
deben cumpllr |35 INJUETIas pesqUeras y acuicolas.

42 El producio debe prepararse oo DesCados 5an0s ¥ deben manipularse desde la caplura en
condcionss saniianas ayosiadas, Ives de arsna o de oba matera exrafia.

43 B proceso de congeladion debe realzarse en Un eqUIDD aNOQiado, d8 Manera que atraviese
rapidamente & Intervaio oe temperaturas de cristalzackn madma. Bl proceso de congalacion no se
considerara compietn hasta que & produced AicNcE UNa femparatura de -13 *C o Inferior en & centro
Sarmico, UNa vez establlzada la lemperaura.

4.4 Los fietes pusden declararse como Tieles sin espinas”, SEmprE ¥ cuando s hayan quitado
fodas |35 espinas, Inclukdas |35 espinas costales.

DESCRIPTORES Tecrokegha dw s all el pacos » producSes de b pacen
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45 Se recomienda que & producto al que seapﬂ:m las dispoelciones de |3 presems nomia, 58
prepare y manipule en conformidsd con I35 secconss apiopladas ol Codigo Intemacional oe
Practicas - Pringpios Generales de Higlene de ios Almenios [CAC/RCP 1-19589) y los siguienies
codigos afnes:

451 CAC/RCP 51076, Ctdgo de Practicas para la Elaboracitn y Manlpulacion de Allmenios
Congelados Rapidamante

462 CAC/RCP 52-2003 CONgo de practicas pam & pescano y K6 pIodueing pesquens.

4. REQUIEITOS

5 1 Requistos sspeciicos
5.1.1 Bl olor, color y sabor deben ser los caracteristicos de |3 espede. Mo 52 pamiisn olores o
sabores objetabies persisientes e Incomfundbies que s8an Signo de descomposicion.

512 Los pescados frescos refigerados O congelados, ensayados de acuerdo a I35 noMmas
ecuaDrianas comespondentss, deben cumplir con I0s requisios eSabiecidos en |3 1abla 1.

Tabia 1. Requisitcs Tisico quimicos para el pescado fresco relrgerato o congekado

Hﬂ'.llﬂlﬂ Il I3, mmﬂ'ﬂﬂw
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FisEming 7 mg/100g n T | Delermiracon por
mstoda HPLC
= i e apicn Uricaimaie a bin esiaces Dartaneckesim @ i lasles Clueechie
Ervwndebihing Sivwmibicneline, Porialoriedi v Coripninee i

5.1.3 ReqQuisitos mVCTODIOMgICOS

5.1.3.1 Los products deben ssiar exenios de microonganismos paiigenos y sustandas twdcas
produckdas por estos, que pusdan ooasionar un peligo para 13 salud.

a.1.32 Los producics deben cumpllr con o indicado en @ @bla 2
Tabla 2. Requisitos microbloleglcos para o8 pescados frescos nairgerados o congelados
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E. ooff uicig ] 10 =0a 3
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a.1.6 Agitvos

D 1ET Se pamite 2] usd ge e adiTvie enilsaaces an 3 NTE INEN 2074

5.1.7 Coniaminarmizs

a.1.7.1 B miie manima de contaminanbes no delbe superar 1o estsbiecitn = 3 3hia 3.

Tabla 3. Limilts madimo de contaminantes

REGANEITOE LISNTE MAKINMD RIETOD DE EMEAYD
Mok
Mlrouric, coma Hg 0,5 AOAC o7 s
Floma, tomao Fo 0,3 MOAC, TS0 90
Cardmio, como T oon exchusion de i MOAC T25.90

3= sspecies enilistydins &0 @ noE 1
P Eas gue &l walor =5 0,100 para b
mstva (s speckes) 020 v pam b
archoa (Engrawmls Soedies) pez
ssniady [ Kiphlss oiadus 0,30

PROTE 1 i i o i il Eaimie il
b | S dahe )

rrvojaite | Dyioion woger

gl (Araaa argue;

Tl (S mmkon it i

i | T ich Sofwiecrim |
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il | Sl S
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raian il e | Sy S|
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5.2 Requishos complamentarios

221 LaE unifsdes fe COMmaruiallzacion de estos producios deben cumpilr con ko dispueslo en 3 Ley
el Sislema Eruasnand o i@ Calldad

E. INSPECCION

6.1 Mussimaso. E muesireo debe reallizace de acuendo oon ka5 Cirecinces gensrales sobne
muesired CACGL SI-2D04.

6.2 Criterics de acepiacion o reshamn

£.2.1 Se acepta & producto, &l cumple con |06 requisiios establetidos en esta NONTa, Cas0 Contrano
=2 rechaza

T. ENWASADND Y EMB.AL A0

7.1 Los pescanios Tescos refigerados 0 congelados 52 deben Folssar y anvasar 0e mansra que i3
deshidratacion y 13 oxkdacion sean minimas.

7.2 El material del envase debe ser resistente a |a acclon del producio, de manera que no altens su
composicion y su calidad organoieptica.

7.3 El envasado y & embalde deben hacerse en conddones que permitan mantener as
caracteristicas ol producto y aseguren su Inoculdad duramie & amacenamianto, transporie y

7.4 El producto se manandrd en refigeracion (0 °C a 4 "C) o congelacion (-18 "C) de modo que
maranga su caildad durants & Sarspofte, & amacenamiento y i dsTibuson. contnua)
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8. ROTULADO
8.1 El rotulado de e5i06 productos debe cumplir con 10 estabieddo en & RTE INEN 022
8.2 Cuando &l productn esté glaseado con agus de mar, debe indicarse explictamente.

8.3 En el caso oel pescado eviscemdn, 13 eiqueta Indicard que &l pescado esta eviscerado i & =2
presanta con o 8n cabera

8.5 Se Indicara en 3 ellqueta clarmmente [3 maner@ de conssnvar 2] producin para maniener 135
condiconss g8 calliad durante & eErsponte, 2 aimaceramisntn y |3 distibucion.

8.6 En |3 eliqueta s debe deciarar sl e producio 25 de pesca o aculculua.

8.7 En el c=s0 O 35 memmwmﬁﬁp’ﬁmmmm:
“rontiens acelte que oCaEsionar purgathvos”.
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ANEXO 7. TECNICAS DE LABORATORIO DE BROMATOLOGIA

COD.: TAC/012

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA
REV.:

DETERMINACION DE pH, ACIDEZ

PAG. 1/1

INTRODUCCION:

El pH de la carne depende de varios factores, entre otros, la condicién postmortem del
animal y el tiempo posterior de almacenamiento. En el primer caso se puede presentar las
condiciones de la carne PSE y la carne oscura. El pH tiene un efecto definido en la capacidad
de retencién de agua (CRA) y se define con la capacidad que tiene la carne para retener agua
libre durante la aplicacidn de fuerza externas, tales como el corte, la trituracion y el prensado.
Muchas de las propiedades fisicas de la carne como color, la textura, y la firmeza de la carne
cruda, asi como la jugosidad y suavidad de la carne procesada, dependen en parte de la
capacidad de retenciéon de agua.

MATERIALES:

1. Balanza
Potenciémetro
Licuadora
Probeta, 100 ml
Vaso de precipitacién, 250 ml
Matraz erlenmeyer de 250 ml
Bureta graduada de 25 ml
Pipeta, 10 ml

L 0N UR W

Varilla de vidrio

REACTIVOS
10. NaOHO0.01 N
11. Fenolftaleina
12. Agua destilada

PROCEDIMIENTO

Determinacion del pH
1. pesar 10g de muestra preparada
2. Afadir 100ml de agua destilada y licuar durante un minuto
3. Estandarizar el pH en el potenciémetro con solucién buffer.
4. Filtrar la mezcla de la carne en un lienzo para eliminar el tejido conectivo
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5. Proceder a determinar el pH del filtrado.
6. Enjugar el electrodo con agua destilada

Determinacion de la acidez
1. Pesar 10 gr de carne preparaday licuar con 50 ml de agua destilada.
2. Agregar 5 gotas de fenolftaleina vy titular con solucién de NaOH 0.1 N
3. Registrar el volumen consumido de la solucién.

CALCULOS

Los resultados se expresan en porcentaje de acidez en funcion del acido lactico y se
calculan empleando la siguiente expresion:

Acidez (%) = w %100

Donde:

a: volumen en mL consumido de solucién de NaOH 0.1 N.

N: normalidad de la soluciéon de NaOH.

medq: masa molar expresada en g/mmol. Para el 4cido lactico, meqg=0.090 g/mmol

b: masa en gramos de la muestra

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA COD.: TAPB/006
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REV.:30/09/2013

TECNICA DE ANALISIS

DETERMINACION DE PROTEINA BRUTA PAG. 1/3

1. OBIJETO

Esta norma establece el método para determinar el contenido de proteina bruta por el método
de Kjeldahl (Método directo), en diferentes tipos de muestras de origen agropecuario y
productos terminados

2. INSTRUMENTAL

e Balanza analitica, sensible al 0. 1 mg

e Unidad digestora J.P. SELECTA, s.a. (Block 40 plazas-Digest).

e Sorbona o colector/extractor de humos (unidad scrubber y bomba de vacio de
circulacidn de agua)

e Unidad de Destilacion FISHER DESTILLING Unit DU 100

e Plancha de calentamiento con agitador magnético

e Micro - Tubos de destilacidn de 100 ml

e Matraz Erlenmeyer de 250 ml

e Gotero

e Bureta graduada y Accesorios

e Espatula
e Gradilla
3. REACTIVOS

e Acido sulfurico concentrado 96% (d=1,84)

e Solucién de Hidréxido de Sodio al 35%

e Solucién de Acido Bodrico al 2% (HBO3)33 |

e Solucién de Acido Clorhidrico 0. 1 N (HCl), debidamente Estandarizada
e Tabletas Catalizadoras

e Indicador Kjeldahl

e Agua destilada

4. PREPARACION DE LA MUESTRA

e Moler aproximadamente 100 gr. De muestra, en un micro molino que contenga un
tamiz de abertura de 1 mm y que atreves de el pase un 95% del producto.

e Transferir rdpidamente la muestra molida y homogenizada a un recipiente
herméticamente cerrado, hasta el momento de analisis.

e Se homogeniza la muestra interviniendo varias veces el recipiente que lo con tiene.
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5. PROCEDIMIENTO

A. DIGESTION:

e Pesar aproximadamente 0.3 gr. de muestra prepara sobre un papel exento de
Nitrégeno y colocarle en el micro-tubo digestor.

e Afiadir al micro-tubo una tableta catalizadora y 5 ml. de acido sulfurico concentrado.

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

e Realizar la digestion a una temperatura de 350 a 400° C y un tiempo que puede variar
entre 1y 2 horas.

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

e Dejar enfriar la muestra a temperatura ambiente.

e Evitar la precipitacién agitando de vez en cuando.

B. DESTILACION:

e En cada micro- tubo adicionar 15 ml. de agua destilada

e Colocar el micro-tubo y el matraz de recepcion con 50 ml. de acido Bérico al 2% en el
sistema de destilacién kjeltec.

e Encender el sistema y adicionar 30 ml. de hidréxido de sodio al 40%, cuidando que exista
un flujo normal de agua.

e Recoger aproximadamente 200 ml. de destilado, retirar del sistema los accesorios y

apagar.
C. TITULACION:

e Del destilado recogido en el matriz colocar tres gotas de indicador.
e Titular con acido clorhidrico 0.1 N utilizando un agitador mecanico.

e Registrar el volumen de acido consumido.

6. CALCULOS:

El contenido de proteinas bruta en los alimentos se calcula mediante la siguiente ecuacién:

(VHCI-Vb)* 1.401*NHCL*F

%PB=
g. muestra

SIENDO:

1.401= Peso atémico del nitrégeno
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NHCI= Normalidad de Acido Clorhidrico 0.1 N

F = Factor de conversion (6.25)
VHCI = Volumen del acido clorhidrico consumido en la titulacidon

Vb = Volumen del Blanco (0.3)

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA

COD.: TAC/004

REV.:
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TECNICA DE ANALISIS

DETERMINACION DE GRASA PAG. 1/1

1. OBIJETO

Esta norma establece el método para determinar el contenido de Grasa o Extracto Etereo en
diferentes tipos de muestras de origen agropecuario y productos terminados

2. INSTRUMENTAL

e Vasos Beacker para grasa

e Aparato Golfish

e Dedales de Extraccion

e Portadedales

e Vasos para recuperacion del solvente
e Balanza analitica

e Estufa (1052C)

e Desecador

e Espatula

e Pinza Universal

e Algododn Liofilizado e Hidrolizados

3. REACTIVOS
e Eter de Petrdleo
4. PREPARACION DE LA MUESTRA

4.1 Las muestras para el ensayo deben estar acondicionadas en recipientes herméticos,
limpios secos (vidrio, plastico u otro material inoxidable), completamente llenos para
evitar que se formen espacios de aire.

4.2 la cantidad de la muestra extraida dentro de un lote debe ser representativa y no debe
exponerse al aire mucho tiempo.

4.3 Se homogeniza la muestra invirtiendo varias veces el recipiente que lo contiene.

5. PROCEDIMIENTO:

5.1 La determinacion debe realizarse por duplicado sobre la misma muestra preparada.

5.2 Secar los vasos beakers en la estufa a 100°+ C, por el tiempo de una hora. Transferir al
desecador y pesar con aproximacién al 0,1 mg, cuando haya alcanzado la temperatura
ambiente.
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5.3 Pesar aproximadamente 1 gr. de muestra sobre un papel filtro y colocarlos en el interior
del dedal, taponar con suficiente algoddn hidréfilo, luego introducirlo en el portadedal.

5.4 Colocar el dedal y su contenido en el vaso beaker, llevar a los ganchos metdlicos del
aparato de golfish.

5.5 Adicionar en el vaso beaker 40 ml. de solvente, al mismo tiempo abrir el reflujo de agua.

5.6 Colocar el anillo en el vaso y llevar a la hornilla del aparato golfish, ajustar al tubo
refrigerante del extractor. Levantar las hornillas y graduar la temperatura a 5.5 (55°C)

5.7 Cuando existe sobre presidn abrir las valvulas de seguridad 2 o 3 veces.

5.8 El tiempo dptimo para la extraccidn de grasa es de 4 horas, mientras tanto se observa
gue éter no se evapore caso contrario se colocara mas solvente.

5.9 Terminada la extraccidn, bajar con cuidado los calentadores, retirar momentaneamente
el vaso con el anillo, sacar el portadedal con el dedal y colocar el vaso recuperar del
solvente.

5.10 Levantar los calentadores, dejar hervir hasta que el solvente este casi todo en el vaso de
recuperacion, no quemar la muestra.

5.11 Bajar los calentadores, retirar los beaker, con el residuo de la grasa, el solvente transferir
al frasco original.

5.12 El vaso con la grasa llevar a la estufa a 105° C hasta completa evaporacion del solvente
por 30 minutos.

5.13 Colocar los vasos beaker que contiene la grasa, durante 30 min, en la estufa calentada a
100 +5 °C, enfriar hasta temperatura ambiente en desecador, Pesar y registrar.

6. Calcular el extracto etéreo por diferencia de pesos.

W, -W;
[ T X 100

Wo

G =Porcentaje de grasa
Wo= Peso de la muestra
W1= Peso del vaso beaker vacio

W2=Peso del vaso mas la grasa

COD.: TAH/002

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA REV.:
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TECNICA DE ANALISIS
DETERMINACION DE HUMEDAD O PERDIDA POR

CALENTAMIENTO PAG. 1/1

Esta norma establece el método para determinar el contenido de Humedad y otras
materias volatiles en diferentes tipos de muestras de origen agropecuario y productos
terminados con baja cantidad de agua.
2. INSTRUMENTAL
e Balanza analitica, sensible al 0.1 mg.
e Estufa, con regulador de temperatura.
e Desecador, provisto de silicagel u otro deshidratante.
e Crisoles de porcelana
e Espatula
e Pinza
3. PREPARACION DE LA MUESTRA
3.1 Las muestras para el ensayo deben estar acondicionadas en recipientes herméticos,
limpios y secos (vidrio, plastico u otro material inoxidable), completamente llenos para
evitar que se formen espacios de aire.
3.2 La cantidad de muestra extraida de un lote determinado debe ser representativay
no debe exponerse al aire por mucho tiempo.
3.3 Se homogeniza la muestra invirtiendo varias veces el recipiente que la contiene.
4. PROCEDIMIENTO
4.1 La determinacién debe efectuarse por duplicado.
4.2 Calentar el crisol de porcelana durante 30 min. en la estufa, en donde va ha ser
colocada la muestra, dejar enfriar a temperatura ambiente y pesar.
4.3 Homogenizar la muestra y pesar 2 gr. con aproximacion al 0.1 mg.
4.4 Llevar a la estufa a 1302 C por dos horas o 105°C por 12 horas.
4.5 Transcurrido este tiempo sacar y dejar enfriar en el desecador por media hora, pesar
con precision.
5. CALCULOS: Para la determinacién de Humedad se aplicard la siguiente férmula:

W,-W;

% H= x 100 Donde:

Wo

Wo = Peso de la Muestra (gr.)
W= Peso del crisol mds la muestra después del secado.
W= Peso del crisol mas la muestra antes del secado

COD.: TAC/003
LABORATORIO DE BROMATOLOGIA

REV.:
TECNICA DE ANALISIS

DETERMINACION DE CENIZAS PAG. 1/1

106




1. OBIETO
Esta norma establece el método para determinar el contenido de ceniza en diferentes tipos de
muestras de origen agropecuario y productos terminados.

2. INSTRUMENTAL
e Balanza analitica, sensible al 0.1 mg.
e Mufla, con regulador de temperatura, ajustada a 600° C
e Estufa, con regulador de temperatura.
e Desecador, con silicagel u otro deshidratante.
e Crisoles de porcelana
e Espatula
e Pinza

3. PREPARACION DE LA MUESTRA
3.1 Las muestras para el ensayo deben estar acondicionadas en recipientes herméticos,
limpios y secos (vidrio, plastico u otro material inoxidable), completamente llenos para
evitar que se formen espacios de aire.
3.2 La cantidad de muestra extraida de un lote determinado debe ser representativa y no
debe exponerse al aire por mucho tiempo.
3.3 Se homogeniza la muestra invirtiendo varias veces el recipiente que la contiene.

4. PROCEDIMIENTO

4.1 La determinacidon debe realizarse por duplicado sobre la misma muestra preparada.

4.2 Lavar cuidadosamente y secar el crisol de porcelana en la estufa ajustada a 100° C
durante 30 minutos. Dejar enfriar en el desecador y pesar con aproximacion al 0.1 mg

4.3 Sobre el crisol pesar con aproximacién al 0.1 mg, aproximadamente 2 g de muestra.

4.4 Colocar el crisol con su contenido cerca de la puerta de la mufla abierta y mantenerlo
alli durante unos pocos minutos, para evitar pérdidas por proyeccidon de material que
podrian ocurrir si el crisol se introduce directamente en la mufla.

4.5 Introducir el crisol en la mufla a 600° + 2°C hasta obtener cenizas libres de particulas de
carbdn (esto se obtiene al cabo de 3 horas).

4.6 Sacar el crisol con las cenizas, dejar enfriar en el desecador y pesar con aproximacion al
0.1 mg.

5. CALCULOS

W, -W,;
C= - x 100
Wo
W, = Peso de la Muestra (gr.)
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W= Peso del crisol vacio.
W,= Peso del crisol mas la muestra calcinada.

LABORATORIO DE BROMATOLOGIA

COD.: TAHI/001

TECNICA DE ANALISIS
MICROBIOLOGICOS

REV.:

PAG. 1/1
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1. Andlisis microbioldgico.

Los analisis microbioldgicos se los realizaran mediante las técnicas petrifilm de
3M.

Almacenamiento de los sobres petrifilm

o Almacene los paquetes cerrados a una temperatura <8 °C. Las placas
deben usarse antes de su fecha de caducidad. En areas de alta humedad,
donde la condensacién puede ser un inconveniente, es recomendable
gue los paquetes se atemperen al ambiente del lugar de trabajo antes de

abrirlos.

Las Placas Petrifilm tienen un tiempo de vida util de 18 meses desde su fecha

de elaboracién. Observe la fecha de caducidad en la parte superior de la placa.

e Para cerrar un paquete abierto, doble el extremo y séllelo con cinta
adhesiva para evitar el ingreso de humedad y, por lo tanto, la alteracién
de las placas.

¢ Mantenga los paquetes cerrados (segun se indica en el punto 2) a
temperatura <25 °C. No refrigere los paquetes que ya hayan sido abiertos.

Utilice las Placas Petrifilm maximo un mes después de abierto el paquete.

Preparacion de la muestra

e Prepare una dilucién de 1:10 de la muestra. Pasar o pipetear la muestra

a un matraz erlenmeyer esteril.

e Adicione la cantidad apropiada de agua de peptona al 0.1 %.

1.1. Recuento de Coliformes totales.

Inoculacion:
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Coloque la Placa Petrifilm en una superficie plana y nivelada. Levante

la pelicula superior.

Con una pipeta coloque 1 ml. de la muestra en el centro de la pelicula
inferior.

Baje con cuidado la pelicula superior para evitar que atrape burbujas

de aire. No la deje caer.

Con el lado liso hacia abajo, cologue el dispersor en la pelicula
superior sobre el inéculo.

Presione suavemente el dispersor para distribuir el in6culo sobre el area
circular, antes de que solidifique el gel. No gire ni deslice el dispersor.
Levante el dispersor. Espere, por lo menos un minuto, a que solidifique

el gel.

Incubacion:

Incube las placas cara arriba en grupos de no mas de 20 piezas. Puede
ser necesario humectar el ambiente de la incubadora con un pequefio
recipiente con agua estéril, para minimizar la pérdida de humedad.

Las Placas Petrifilm pueden ser contadas en un contador de colonias
estandar u otro tipo de lupa con luz. Consulte la Guia de Interpretacién
para leer los resultados.

Las colonias pueden ser aisladas para su posterior identificacion.
Levante la pelicula superior y tome la colonia del gel.

Incubar 24 h =2 h a 30°C £ 1°C.

1.2. Recuento Total de Hongos y Levaduras.

Mezclar y homogenizar la muestra mediante los métodos usuales. Las
muestras o diluciones no requieren ajuste de pH. Sin embargo, si este
proceso ya ha sido realizado puede usar las muestras ajustadas en la
Placa Petrifilm 3M.

Coloque la Placa Petrifilm en una superficie plana y nivelada. Levante la

pelicula superior.

110



Con una pipeta colocar 1 ml de la muestra en el centro de la pelicula
cuadriculada inferior.

Libere la pelicula superior dejando que caiga sobre la muestra.
Sosteniendo la barra cruzada del dispersor para mohos y levaduras,
coléquelo sobre la pelicula superior, cubriendo totalmente la muestra.
Presione suavemente el dispersor para distribuir la muestra. No gire ni
deslice el dispersor.

Levante el dispersor. Espere por Io menos un minuto para permitir que se
solidifique el gel y proceda a la incubacion.

Incubar las placas, cara arriba en grupos de hasta 20 unidades entre 20°C
y 259C durante 3-5 dias. Algunos mohos pueden crecer rapidamente, por
lo que puede ser util leer y contar las placas a los 3 dias, ya que las
colonias mas pequefias se verdn mas obscuras que los mohos ya
crecidos a los 5 dias. Si las placas presentan demasiado crecimiento al
dia 5, registre el resultado obtenido al dia 3 como "estimativo".

Las Placas Petrifilm pueden ser contadas en un contador de colonias
estandar o con una fuente de luz amplificada.

Incubar 5 dias entre 21 'Cy 25 'C.

1.3. Recuento de Aerobios

Inoculacioén:

Coloque la Placa Petrifilm en una superficie plana y nivelada. Levante la
pelicula superior.

Con una pipeta perpendicular a la Placa Petrifilm, coloque 1 ml. de la
muestra en el centro de la pelicula cuadriculada inferior.

Libere la pelicula superior dejando que caiga sobre la dilucion. No la
deslice hacia abajo.

Con el lado rugoso hacia abajo, coloque el dispersor o esparcidor sobre
la pelicula superior, cubriendo totalmente la muestra.

Presione suavemente el dispersor o esparcidor para distribuir la muestra
sobre el area circular. No gire ni deslice el dispersor. Recuerde distribuir

la muestra antes de inocular una siguiente placa
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e Levante el dispersor o esparcidor. Espere por lo menos 1 minuto a que se

solidifique el gel y proceda a la incubacion.

Incubacion
¢ Incube las placas cara arriba en grupos de no mas de 20 piezas. Puede
ser necesario humectar el ambiente de la incubadora con un pequefo
recipiente con agua estéril, para minimizar la pérdida de humedad.
e Incubar48h+3ha32°C+t1°C.

Interpretacion
e Las Placas Petrifilm pueden ser contadas en un contador de colonias
estandar u otro tipo de lupa con luz. Consulte la "Guia de interpretacion”
para leer los resultados.
e Las colonias pueden ser aisladas para su identificacion posterior. Levante

la pelicula superior y recoja la colonia del gel.
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