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EDITORIAL

FACULTAD DE CIENCIA E INGENIERIA EN ALIMENTOS
COMPROMETIDA CON LA INVESTIGACION

Galo Naranjo Lopez

Escribir para una revista cientifica es comprometerse a comunicar conocimientos obtenidos
a fuerza de busqueda, de indagacion, de sacrificio, de cuestionamiento de una realidad que
entrafia secretos descubiertos solo por aquellos que se atreven a ir mas alla del mundo de las
apariencias, porque su pensamiento es critico, creativo,divergente y con sus actitudes asertivas
generan propuestas que construyen ciencia con conciencia, porque transforma seres humanos.

Comprender a la Universidad en la Sociedad del Conocimiento es situarla en el campo de la
Investigacion, de la academia, de la innovacion, de la vinculacion con la sociedad, del empren-
dimiento, para transformar realidades que mejoren la calidad de vida de los seres humanos.

Lo digo con conviccidn absoluta: la investigacion es consubstancial a la existencia misma de
la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos, porque a través de cuarenta y cinco afios de
historia ha demostrado su compromiso con la solucién de problemas de nuestro pueblo en el
area de alimentos, que nos acerquen a la verdad, que generen compresiones mas profundas de la
realidad alimentaria, que aporten el safialamiento de modelos teéricos y generen caminos para
transitar en la construccion de ciencia.

Investigar, construir conocimiento, comunicar procesos y resultados de las investigaciones son
indispensables si se requiere influenciar en la edificacion de una sociedad que ubica a la vida
como eje de cualquier desarrollo, por eso esta Facultad desde hace mas de dos décadas publica
su revista indexada en perspectiva de que el conocimiento cientifico llegue a todos los sectores
sociales en lenguaje de crecimiento integral.

Bien por una Facultad que sabe interpretar con claridad el reto de la historia que dinamiza el
sentido de su mision y vision al servicio del Pais.
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PRESENTACION

Gladys Navas Mifio

Estamos festejando el XXX Aniversario de nuestra querida Facultad de Ciencia e Ingenieria
en Alimentos (FCIAL); han sido 30 afios de fructifera labor, por lo tanto no podia faltar la pu-
blicacion de la Revista Alimentos, Ciencia e Ingenieria 22 (1) 2014, vale la pena recordar que
esta publicacion aparecio en el afio 1992 en el mes de Agosto, es importante resaltar que se ha
mantenido en el tiempo durante 22 afios que corresponde al nimero del volumen; lo que ha
permitido que esté indexada (LATININDEX). Se realizan esfuerzos para lograr incursionar en
nuevas bases de datos.

La publicacién cientifica es uno de los ultimos pasos de la investigacion, previo al debate ex-
terno que realiza la comunidad académica, hay que destacar la participacion de los docentes
e investigadores cuyos articulos fueron aprobados para esta edicion. Las revistas cientificas
periodicas constituyen una de las manifestaciones mas representativas del trabajo universitario,
como formula dindi—mica y opera—tiva de difundir los avances de los esfuerzos investigativos
que se realizan, son muy escasas, por ello continuar con la publicacion es un indicativo que se
avanza, con grandes limitaciones y dificultades, pero se avanza.

Los estudiantes al interior de una Universidad deben ser el motor fundamental para el cambio y
produccion de conocimientos nuevos. Es por esto que resulta importante felicitar a los autores
de los articulos generados en sus trabajos de graduacion y en los proyectos de investigacion, ya
que el resultado de esta Revista traduce su dedicacion, esfuerzo y compromiso, que importante
es que transmitan sus experiencias, resultados y revisiones.

En la actualidad una de las tareas importantes inherentes a la naturaleza de la Universidad es
la investigacion, por ello las revistas cientificas deben fortalecerse y aparecer como fruto de
un trabajo organizado y motivado por el deseo de contribuir a la investigacion cientifica que
perdure en el tiempo. Nuestra revista intenta seguir estos lineamientos, al ser indexada reune
los criterios de calidad basicos, tales como el contenido de la investigacion, las caracteristicas
técnicas y formales. Hay mucho que mejorar emulando a publicaciones internacionales con
cientos de afios de continua participacion en el mundo de la ciencia, difundiendo el conocimien-
to generado y socializando los nuevos hallazgos, innovaciones e invenciones.

Vol. 22 (1) 2014 Alimentos, Ciencia e Ingenieria



Los articulos publicados en esta revista recopilan lo mas actual en los trabajos de graduacion
de las carreras de Ingenieria Bioquimica e Ingenieria de Alimentos que ofrece nuestra FCIAL,
incluyendo temas de interés en los Proyectos de investigacion desarrollados por los investiga-
dores.

Se agradece al Sefior Rector por el apoyo econémico brindado y se solicita contintie incenti-
vando este tipo de actividades que permiten incursionar en el mundo de la literatura cientifica,
ademads es meritorio el hecho de contar con un 6rgano de difusion cientifica donde se puede dar
a conocer a la comunidad universitaria lo que se puede hacer y se hace al interior de la Facultad
de Ciencia e Ingenieria de Alimentos.

Nuestro agradecimiento también al Grupo Editorial integrado por: Miembros externos: Dra. Pa-
mela Jaramillo, Dr. Borja Veladsquez, Dr. Ignasio Angos y Dr. Juan Sebastian Ramirez; Miem-
bros internos: Dr. Milton Ramos, Dr. Carlos Rodriguez, quienes forman un equipo que contri-
buye al quehacer cientifico que trasciende las fronteras de nuestra universidad y nos acerca con
la comunidad académica internacional.

Se augura los mejores dias para esta publicacion, que la dedicacion académica cientifica de
nuestros estudiantes, investigadores, docentes, conduzcan a la escritura de nueva y mejor lite-
ratura técnica cientifica. Se anhela que cada vez existan mas articulos técnicos y sobre todo que
concurran lectores apasionados que se nutran y valoren el esfuerzo que se realiza para cumplir
con este importante requerimiento humano de comunicar su pensamiento y de las Universida-
des de orientar a la sociedad.

Muchas gracias.

Gladys Cecilia Navas Mifio.
Decana FCIAL.
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CONTROL FiSICO-QUIMICO Y MICROBIOLOGICO EN
EL PROCESO DE POTABILIZACION DEL AGUA
EN EL CASERIO EL ROSAL — CANTON MOCHA

PHYSICO-CHEMICAL AND MICROBIOLOGICAL CONTROL IN
THE PURIFICATION PROCESS FOR DRINKABLE WATER IN
THE VILLAGE OF EL ROSAL —- CANTON MOCHA

Ramos Juan y Espinoza Veronica

Universidad Técnica de Ambato, Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.
Campus Académico Huachi, Av. Los Chasquis y Rio Payamino, Tel: 032-400987.
Ambato — Ecuador. e-mail: juanenriquefcial@hotmail.com; veronicaespinozaj@gmail.com.
Gobierno Autonomo Descentralizado Municipal del canton Tisaleo. Unidad de Agua Potable.
Tel: (593) (3) 275 12 00

RESUMEN

En la presente investigacion se realizo un estudio del estado actual de las etapas del proceso de potabilizacion de
agua en la planta de tratamiento del caserio El Rosal del canton Mocha, determinandose que el tratamiento actual-
mente utilizado no cumple con las especificaciones establecidas por la norma INEN 1108:2011 para agua potable.
Los resultados de los analisis de las propiedades fisicas, quimicas y microbiolégicas en muestras de agua no trata-
da y agua tratada indican que el agua de este sector es de baja calidad debido a que no cumple con los parametros
de calidad establecidos para garantizar su utilizacion, por ende, el consumo del agua en este estado afecta a la salud
de los consumidores de dicho sector.

Palabras Claves: Agua, proceso de potabilizacion, tratamiento, analisis fisicos, quimicos y microbiologicos.

SUMMARY

In the present investigation a study was made of the current state of potabilization stages of the water treatment
plant in the village of El Rosal canton Mocha, determining that the currently used purification treatment does
not meet the specifications set by the standard INEN 1108: 2011 for drinkable water. The results of the analysis
of some physical, chemical and microbiological properties of untreated and treated water samples indicated that
water in this area is of low quality because it does not meet the established quality parameters ensuring their use,
hence, consumption of this water affects the health of consumers in this sector.

Keywords: Water, water treatment process, treatment, physical, chemical and microbiological.
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INTRODUCCION

El agua es imprescindible para el mantenimiento de la
vida, mientras que las personas pueden pasar incluso
meses sin comer, tan so6lo pueden pasar algunos dias
sin beber agua, es por ello que se debe disponer de un
abastecimiento de agua satisfactorio (suficiente, salubre
y accesible).

La poblacién cree que el agua de un rio o una quebrada
por ser transparente, esta libre de impurezas. Realmente
no es asi, al agua para el consumo humano hay que so-
meterla a un proceso de limpieza o potabilizacion para
obtener agua de calidad.

En zonas rurales es muy dificil encontrar agua de buena
calidad ya que el agua se encuentra expuesta al ambien-

te, siendo afectado por pesticidas usados en la agricul-
tura y por el pastoreo cercano al rio.

En la actualidad existen muchas metodologias para po-
tabilizar el agua, pero la premisa fundamental es que se
debe asegurar en todo momento la calidad y cantidad
suficiente del agua, inclusive durante los periodos con
fuertes variaciones en la calidad de agua que atiin no ha
sido tratada.

Los moradores del caserio El Rosal del canton Mocha
de la provincia de Tungurahua desconocen los riesgos
que se pueden presentar en su salud al consumir esta
agua y aseguran que el agua de su sector no es potable.

Actualmente en el caserio El Rosal se dispone de una
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planta de potabilizacion. La captacion a esta planta es
de 2 I/s, procedente del rio Mocha — Quero.

La planta de tratamiento de agua de este sector no cuen-
ta con una buena distribucion de las etapas del proceso
de potabilizacion, a ésto se suma la ausencia de quimi-
cos que ayuden a una mejor limpieza del agua y, ca-
rece de registros de control de los parametros fisicos,
quimicos y microbioldgicos; todo lo anterior hace que
el agua sea de baja calidad, por lo que se exponen los
consumidores a contraer afecciones en su salud.

La poblacion consumidora del servicio de agua potable
esta conformada por 225 familias beneficiadas del agua
proveniente de la planta de tratamiento del caserio El
Rosal. El resto de poblacion que no hace uso de este
recurso basico recoge agua de la lluvia para uso domés-
tico.

MATERIALES Y METODOS

Se tomo en cuenta ciertos parametros que permitieron
determinar la presencia de minerales, productos toxicos
y microorganismos que perjudican directamente a la sa-
lud del consumidor.

Se aplicaron técnicas y procedimientos experimentales
para determinar la presencia de estas sustancias, lo-
grando verificar que el proceso actual de tratamiento de
agua potable no es eficiente, por lo tanto se obtiene agua
de baja calidad.

Los equipos utilizados para la investigacion fueron
proporcionados por el Departamento de la Unidad de
Agua Potable del Gobierno Auténomo Descentralizado
Municipal del cantén Tisaleo con el cual la Universidad
Técnica de Ambato mantiene un convenio y fueron los
siguientes:

Espectrofotometro Hach DR 2800, se utiliz6 para ana-
lizar la concentracion de hierro, manganeso, calcio, sul-
fatos, nitritos, nitratos, dureza y cloro libre residual. El
procedimiento seguido es el siguiente: se coloca 10 ml
de muestra de agua en el envase y se adiciona el reacti-
vo respectivo para el analisis de determinado compues-
to. Se deja actuar el tiempo de reaccion. Se calibra el
equipo para el parametro a analizar, se coloca el blanco
y luego la muestra a analizarse y se toma la lectura.

Turbidimetro de marca Hach DR 2800. El proceso de
analisis comprende: Calibrar el equipo con un patrén
establecido. Colocar una cantidad suficiente de muestra
de agua en un vaso de precipitacion y tomar lectura.

pHmetro Hach DR 2800. Para esta determinacion se
calibra el equipo con soluciones tampon y se determina
el pH de la muestra de agua colocada en un vaso de
precipitacion.

Colorimetro. El color se determina mediante compara-
cion visual de la muestra con discos especiales de cris-
tal de color situados al extremo de tubos metalicos, que
contienen a su vez tubos de vidrio de comparacion lle-
nos de agua destilada incolora. Se iguala el color de la
muestra con el del tubo de agua destilada mas el cristal
de color calibrado, mirando a través de una superficie
blanca y se calibra cada disco hasta que corresponda
con el color de la escala platino- cobalto.

Para el analisis microbioldgico se utilizo dispositivos
de marca Quanti-Tray/2000 de IDEXX, estufa y 1am-
para de luz Ultra Violeta. El método consta de los si-
guientes pasos:

Paso 1. Afiadir reactivo a la muestra (100 ml).

Paso 2. Verter en Quanti-Tray®/2000

Paso 3. Sellar en sellador Quanti-Tray® y colocar en
incubadora por 24 horas.

Paso 4. Leer los resultados Quanti-Tray/2000-:

- Celdas amarillas = coliformes totales

- Celdas amarillas / fluorescentes = coliformes fecales.

Contar el numero de celdas positivas y utilizar la ta-
bla de NMP para determinar el Numero Mas Probable
(NMP).

Se recolectd dos muestras diarias de agua en las prime-
ras horas de la mafiana. De las dos muestras, una fue de
agua sin tratar (agua que aun no ha ingresado al proceso
de potabilizacion). La segunda muestra fue de agua tra-
tada (agua que ya ha sido sometida al proceso de pota-
bilizacion). Recolectandose un total de 44 muestras, las
cuales fueron analizadas y reportadas en su respectiva
hoja de resultados.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se analiz6 cada una de las etapas del proceso de trata-
miento actual de potabilizacion del agua en la planta del
caserio El Rosal, ubicado en el canton Mocha — provin-
cia de Tungurahua. El tratamiento actual de potabiliza-
cion consta de las siguientes etapas (Fig. 1):

Captacion.- El proceso de produccion de agua potable
inicia con la captacion de 2 1/s procedente del rio Mo-
cha — Quero. El recorrido del agua cruda a la planta
es de 9 km aproximadamente, a través de una tuberia
que se encuentra acoplada directamente a la planta de
tratamiento.

Desarenador.- La planta de tratamiento actualmente
cuenta con 6 tanques desarenadores de un metro cua-
drado cada uno, los cuales facilitan la limpieza del agua
ya que cada tanque cuenta con tablas de madera que
ayudan a retener materia organica o residuos del agua.

Filtracion.- Con la ayuda de una torre de filtrado de ma-
terial metalico de cinco pisos que facilita la limpieza

Alimentos, Ciencia e Ingenieria

Vol. 22 (1) 2013



Vol. 22 (1) 2013

del agua de arriba hacia abajo, el proceso de limpieza
continta en dos tanques de filtrado con una profundidad
de tres metros, hechos a base de cemento. Dentro de
estos tanques de filtrado se cuenta con un metro de gra-
nillo y sobre éste un metro de piedra molida, su funcion
principal es capturar la suciedad del agua, estas piedras
molidas son limpiadas cada quince dias para garantizar
su eficiencia en el proceso.

Para ayudar al proceso de limpieza se implemento en la
planta dos tanques automatizados de filtrado de nove-
cientos litros de capacidad cada uno.

Sedimentacion.- El agua resultante de los tanques de
filtrado automatizados se conduce a dos tanques de se-
dimentacion en donde se deja reposar varios minutos
para capturar lodos o sedimentos que aun estén presen-
tes en el agua.

Desinfeccion.- A continuacion el agua es dirigida a un
tanque de desinfeccion. Para la desinfeccion se utiliza
20 gramos de cloro en polvo, el cual es disuelto en un
tanque de 150 litros, esta dosificacion servira para las
24 horas que dure el proceso; esta preparacion se repi-
te todos los dias. La dosificacion de la preparacion del
cloro se realiza por goteo a razon de una gota por se-
gundo en un tanque reservorio en donde se garantiza la
desinfeccion del agua, dejandola lista para el consumo.

Almacenamiento del Agua Potable.- A partir de la des-
infeccion en el tanque de almacenamiento con capaci-
dad de 20000 litros, el agua resultante que es el agua
potable se dirigira a las diferentes redes de distribucion
para el beneficio de los moradores del sector.

Consumidores.- El agua potable es distribuida por las
redes existentes hacia las 225 familias que han sido be-
neficiadas con este servicio.

Cabe recalcar que no todos tienen acceso a este servicio
basico por la desconfianza y/o el aporte econémico que
representa la manutencion de la planta de tratamiento
de agua potable del caserio El Rosal.

Se realizaron los respectivos analisis fisico — quimicos
y microbioldgicos en el laboratorio de analisis de Ca-
lidad de la Unidad de Agua Potable del Municipio de
Tisaleo, en el cual se consideraron parametros especifi-
cos como color, pH, Turbidez STD, conductividad, cal-
cio, hierro, dureza, sulfatos, nitritos, nitratos cloro libre
residual, coliformes totales fecales para determinar la
calidad del agua del caserio El Rosal.

Se establecieron valores criticos, mediante los prome-
dios de todos los datos resultantes de la experimenta-
cion de cada una de las caracteristicas de los parametros
fisicos, quimicos y microbioldgicos. A continuacion se
presentan los valores criticos en la Tabla 1.

Captacion - Agua sintratar
Filtracicn
Sedimentacion

De<infeccicn

Almacenam iento del Agua Potable

&
:

Fig. 1 Diagrama de flujo de la planta de tratamiento del caserio El
Rosal

Tabla 1. Valores criticos de las propiedades del agua del caserio El
Rosal

Valares Criticos
i Unidad Agua sin Agua MNoma
Parametro iratar tratads IHEN
Turbiedad LU, 45 68 5
pH ’ B 13 743 | BE5-.85
Color PHCe 85 15 15
conductividad pSiem 1123 1154 1500
STD mgiL mail 620 578 1000
Calcio, CaZ+ mgiL 15189 1542 0
Dureza, CaCO3 '11“-1_ Ft} 45 300
Manganeso. MaZ+ mgi o78 a4 09
Hierra, Fede mgi 132 085 0g
MitrttoR, NO2- mai 0,053 0,027 0
Nitratos, NO3- L 1267 | 684 0
Sultatos, 5042 mgiL aH 19 N0
Cloro live residual, CI2. mgiL o 04 0.3 - 1.0
0,001
Coliformes Totales NMBPM00 mi | 2418,2 4
0,001
Coliformes Fecales NMEM00 mi FLHE 55

Elaborado por: Veronica Marciza Espinaza Jarrin. 2013
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CONCLUSIONES

Se analizé cada una de las etapas del proceso del trata-
miento actual de potabilizacion del agua de la planta del
caserio El Rosal, de este andlisis se encontrd un déficit
en la etapa de filtrado debido a la ausencia de limpieza
en la torre de filtrado, que dificulta la limpieza del agua.
Asimismo, los tanques sedimentadores no realizan un
optimo tratamiento de limpieza de la materia organica
que se encuentran en el agua.

Estos dos procesos deficientes hacen que el agua sea
de baja calidad y perjudique a la salud de los consumi-
dores.

Se determino la calidad del agua mediante analisis de
los parametros fisicos, quimicos y microbioldgicos an-
tes y después del proceso de potabilizacion mediante
la aplicacion de registros de control en donde se logréd
obtener datos experimentales reflejando resultados
alarmantes ya que no se cumple con la norma INEN
1108:2011 para agua potable actualmente establecida.

Se realizé una comparacion de resultados obteniéndo-
se valores criticos en los parametros de calidad, por lo
que los parametros como la turbidez, color, magnesio,
hierro, coliformes totales y fecales, presentaron valores
alarmantes después de la potabilizacion. Confirmando-
se que el proceso que se lleva a cabo en la planta del
caserio El Rosal no es eficiente y esta afectando la salud
de los consumidores del sector.

Los miembros de la Junta de Agua Potable aseguran
no tener apoyo econoémico por parte de las autoridades
competentes, por lo que sera dificil implementar con-
troles continuos en el proceso de potabilizacion y poder
garantizar la calidad del mismo y a su vez el bienestar
de los usuarios.

RECOMENDACIONES

Se recomienda a los miembros de la Junta de Agua
Potable del caserio El Rosal y a la Municipalidad del
canton Mocha reestructurar las etapas del proceso de
potabilizacion de la planta de tratamiento del caserio
El Rosal para hacer de éste un proceso mas eficiente y
ademas mejorar los métodos de limpieza de cada una
de las etapas de la planta de tratamiento de agua potable
del caserio.

- Se recomienda a los miembros de la Junta de Agua
Potable, la implementacion de registros de control de
los parametros fisicos, quimicos y microbioldgicos en
la planta de tratamiento existente para garantizar la ca-
lidad del agua tomando en cuenta las Normas INEN
1108:2011 para agua potable al momento de elaborar
las actividades programadas para garantizar el correcto
funcionamiento del sistema, descartando defectos de
operacion y mantenimiento.
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DETERMINACION DE LA INFLUENCIA DE LAS ZONAS DE
PRODUCCION SOBRE EL CONTENIDO DE COMPONENTES
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ANTIOXIDANT CAPACITY OF FIVE ANDEAN FRUITS.
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RESUMEN

La capacidad antioxidante y los compuestos bioactivos en la actualidad son de gran importancia en el campo
industrial y alimentario, debido a sus multiples beneficios en la salud humana, tanto en la prevencion de enferme-
dades cardiovasculares y ciertos tipos de cancer; considerandose el estudio de estos componentes naturales exis-
tentes especialmente en las frutas. Dentro de este estudio se muestrearon cinco frutas provenientes de dos zonas de
produccion cada una, las cuales fueron: Tomate de Arbol (Solanum betaceum Cav), Mora (Rubus glaucus Benth),
Naranjilla (Solanum Quitoense Lam.), Uvilla (Physalis peruviana L.) y Ciruela (Spondias purpurea). Los analisis
de carotenoides, vitamina C, polifenoles, flavonoides, antocianinas y capacidad antioxidante por el método ORAC
se realizaron en los laboratorios del Departamento de Nutricion y Calidad (INIAP), encontrandose que el conte-
nido de componentes bioactivos y la capacidad antioxidante, varia segun el tipo de fruta; los valores encontrados
fluctian entre: 109,16 + 50,47 - 5085,58 + 460,49 mg ac. galico /100 g muestra liofilizada para polifenoles totales,
17,56 + 0,69 - 53,00 £ 2,49 mg ac. ascorbico / 100 g muestra fresca para vitamina C, 9,03 + 1,72 - 61,03 £+ 9,46
ug/g muestra liofilizada, 17,58 + 0,93 - 125,16 + 17,48 mg quercetina /100g muestra liofilizada para flavonoides,
23,04 £4,58 - 527,51 + 65,21 umol Trolox/g muestra liofilizada para capacidad antioxidante y para el caso de an-
tocianinas se encontrd solo en mora de la zona 1 y 2 con valores de 1694,89 + 87,44 - 1388,03 + 213,21 mg/100g
muestra liofilizada, respectivamente.

Palabras clave: método ORAC, antioxidante, componentes bioactivos

SUMMARY

The antioxidant capacity and bioactive compounds are currently of great importance in the industrial and food
sector , due to its many benefits on human health, both in preventing cardiovascular disease and certain cancers ,
considering the study of these components natural existing especially in fruits. In this study five fruits from two
production zones each, which were sampled: Tree Tomato (Solanum betaceum Cav), Blackberry (Rubus glaucus
Benth), Lulo (Solanum quitoense Lam) Uvilla (Physalis peruviana L.) and Plum (Spondias purpurea). The analy-
sis of carotenoids, vitamin C, polyphenols, flavonoids, anthocyanins and antioxidant capacity by ORAC method
were performed in the laboratories of the Department of Nutrition and Quality (INIAP), finding that the content of
bioactive compounds and antioxidant capacity varies type of fruit , the values found range from : 109.16 + 50.47 to
5085.58 + 460.49 mg ac. gallic / 100 g lyophilized sample for total polyphenols, 17.56 + 0.69 to 53.00 + 2.49 mg
ac. ascorbic acid / 100 g fresh sample for vitamin C, 9.03 £+ 1.72 to 61.03 + 9.46 ug / g lyophilized sample, 17.58 +
0.93 to 125.16 + 17.48 mg quercetin / 100g lyophilized sample for flavonoids, 23.04 + 4.58 to 527.51 £ 65.21 umol
Trolox / g lyophilized sample for antioxidant capacity and in the case of anthocyanin was found only in default
of zone 1 and 2 with values of 1694 , 89 + 87.44 to 1388.03 + 213.21 mg/100g lyophilized sample, respectively.

Keywords: assay ORAC, antioxidants, bioactive components
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INTRODUCCION

La region andina se caracteriza por tener una alta bio-
diversidad que resulta de la variedad de ecosistemas
dada su ubicacion geografica. Diferentes estudios, han
confirmado los beneficios para la salud que aporta la
ingesta de frutas y verduras ricas en antioxidantes, prin-
cipalmente en la reduccion y prevencion de enferme-
dades cardiovasculares, enfermedades como el cancer,
artritis, etc. (Cerdn, 2010).

Estos beneficios han estimulado las investigaciones
sobre la capacidad antioxidante de frutas y verduras.
Orientandolas principalmente a la caracterizacion de di-
ferentes tipos de frutas y su contenido de componentes
antioxidantes especificos, con el fin de incrementar el
valor nutricional general de las mismas (Pérez, 2009).
Las frutas y vegetales contienen nutrientes que junto
con las vitaminas C, E y carotenoides potencializan la
actividad antioxidante. Sustancias fendlicas como los
flavonoides son los componentes mas comunes en fru-
tas y vegetales que tienen una fuerte capacidad antioxi-
dante (Ceron, 2010). Entre diferentes frutas, genotipos
y cultivos, existe una marcada diferencia en cantidades
y tipos de antioxidantes, las frutas estudiadas en esta in-
vestigacion son: Tomate de Arbol (Solanum betaceum
Cav), Mora (Rubus glaucus Benth), Naranjilla (Sola-
num Quitoense Lam.), Uvilla (Physalis peruviana L.) y
Ciruela (Spondias purpurea).

MATERIALES Y METODO

Preparacion de la materia prima

Se realizo la caracterizacion fisica y quimica de las fru-
tas en los laboratorios del Departamento de Nutricion
y Calidad de la Estacion Experimental Santa Catalina.

Las muestras de las frutas recolectadas se codificaron y
registraron en el laboratorio. Una vez en el laboratorio
se realizo la seleccion y eliminacion manual de impure-
zas que vienen junto con la frutas. Se realiz6 a las mues-
tras tres lavados consecutivos con agua destilada y se
secaron al ambiente. Se separd la pulpa de las semillas
y cascara, se us6 una licuadora o triturador de alimen-
tos para lograr este fin cuando sea necesario (tomate de
arbol, mora, naranjilla y uvilla) o se realiz6 el proceso
manualmente (ciruela). Una vez obtenida la pulpa de
cada fruta se procedié inmediatamente a congelarla con
nitrogeno liquido y se llevo al proceso de liofilizacion
y posterior molienda; la preparacion de la muestra se
realiza de acuerdo a los requerimientos especificos para
cada uno de los analisis como son antocianinas, polife-
noles, carotenoides y capacidad antioxidante. La deter-
minacion de vitamina C se realiz6é en muestra fresca.

Determinacion de antocianinas totales

Para la determinacion de antocianinas se utilizo el mé-
todo descrito por Sze & Oey 2012 y Rapisarda; Fane-
lla & Maccarone, 2000, para el cual se pes6 0,25 g. de

muestra liofilizada, en vasos de precipitacion, se adi-
cion6é 10 ml de buffer y se agitdé por una hora sobre
una placa agitadora, luego centrifugamos por 30 min a
4000 rpm, se filtr6 a través de papel filtro y se medi6 la
absorbancia, frente al buffer a 510 y 700 nm. Realizar
el mismo procedimiento con cada buffer pH 1,0 y 4,5.

Determinacion de polifenoles

La determinacion del contenido de polifenoles totales
se realizd mediante una reaccion colorimétrica con el
reactivo de Folin & Ciocalteu descrito por Gerogg,
Brat, Alter, & Amiot, 2005; para esto pesamos entre 0,3
gaun 1 g de muestra liofilizada, en viales con tapa, se
adicion6 10 ml de la mezcla acetona/agua, agitamos por
45 minutos en una placa agitadora y se centrifugd por
10 min a 3500 rpm y/o filtré a través de papel filtro. El
filtrado se recogid en viales con tapa (extracto bruto y
se obtiene las fracciones A 'y B).

Determinacion de los componentes solubles totales
en agua (Fraccién A)

Se tomo 25 ul, 50 pl 6 75 pl del extracto bruto, se adi-
ciono 475 pl, 450 pl 6 425 ul de metanol segun el tipo
de fruta y medir utilizando el método de Folin a 760
nm.

Separacion de polifenoles y compuestos solubles en
agua (Fraccion B)

Tomar 500 pl del extracto bruto, se adicion6 3,5 ml de
agua. Se coloco 2 ml de esta solucion en un cartucho
OASIS previamente acondicionado (3 ml de metanol +
2 veces con 3 ml de agua), se lavd por 2 veces con 2 ml
de agua y se tom6 500 pl del extracto lavado (Fraccion
C) y medir utilizando el método de Folin a 760 nm.
NOTA: Después de cada analisis, lavar los cartuchos
OASIS con: 3 ml de metanol puro por 4 veces. Lavar
por 2 veces con 2 ml de agua destilada.

Determinacion de vitamina C

En esta determinacion se utilizé el método reflectomé-
trico de la MERCK para lo cual se pes6 30 g de muestra
fresca y se llevo a un volumen conocido (200 ml) con
agua destilada. Se calibro el equipo, con la curva de
calibracion que viene con las tirillas. Se tomo una tirilla
analitica del tubo, se presiono la tecla STAR del Reflec-
tometro y se introdujo de forma absolutamente simul-
tanea la tirilla analitica con ambas zonas de reaccion
durante aproximadamente 2 segundos en la muestra. Se
elimino el exceso de liquido de la tirilla, sacudiéndola
manualmente. Cuando suena la sefial acustica (5 segun-
dos antes de transcurrir el tiempo de reaccion) la tirilla
ya deber estar introducida con la zona de reaccion en
direccion a la pantalla hasta el tope en el adaptador de
tirillas, después de transcurrido el tiempo de reaccion,
leer en la pantalla el valor de medicion en mg/l de acido
ascorbico. El valor se almacena automaticamente.

Determinacion de carotenoides
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Para la determinacion de carotenoides se utilizo el mé-
todo descrito por Sze & Oey 2012, en este pesamos de
0,6 - 1 g de muestra liofilizada en un Erlenmeyer pro-
tegido de la luz, se adicion6 50 ml de la solucion de
extraccion (50% Hexano, 25% Etanol, 25% Acetona y
0,1% de BHT (v/v)), se afiadi6 5 g de CaCl2 y agitod
la mezcla por 20 min a 4 °C, se agregd 15 ml de agua
y agito6 por 10 min a 4 °C, la mezcla se coloco en un
embudo de separacion, esperar hasta que se separe la
fase acuosa y la fase organica, la fase organica se aforo
a 50 ml con hexano y se midi6 la absorbancia a 450 nm
NOTA: Para evitar la degradacion de los carotenoides
se debe trabajar en un cuarto oscuro y protegido de la
luz.

Determinacion de flavonoides

Para la determinacion flavonoides se utilizo el método
descrito por Huang, Chang & Shao, 2006. En el cual
para la extraccion de la muestra se peso de 0,1 a 1 g de
muestra liofilizada, se disolvié con 10 ml de metanol al
80%, se agito por 10 min a 45 °C a 150 rpm y centrifu-
gamos a 3000 rpm por 10 min. El sobrenadante es reco-
lectado en un balén de 25 ml, el precipitado se extrajo
con 5 ml de metanol al 80% por dos veces (repetir los
pasos anteriores), los sobrenadantes fueron combinados
y aforados a 25 ml con metanol al 80% y se procedid
con el método el cual consiste en tomar una alicuota
de cada una de las muestras 0,5 ml, se agreg6 1,5 ml
de metanol al 95%, 0.1 ml de cloruro de aluminio al
10%, 0,1 ml de acetato de potasio 1M y 2,8 ml de agua
destilada, se incubo a temperatura ambiente por 30 min
(obscuridad) y se midié a 415 nm.

Determinacion de capacidad antioxidante (ORAC)

La capacidad antioxidante fue determinada mediante el
método ORAC descrita por el CITA, 2010. En el cual
se peso en un frasco ambar de 30 ml de 0,5 a 1,0 g de
muestra liofilizada, se agrego a cada frasco ambar 15
ml de acetona al 70%, coloque una pastilla magnéti-
ca, tape el frasco, se agitd durante 10 min en el agita-
dor magnético y luego en el bafio ultrasoénico durante
10min. Agitamos 10 min mas en el agitador magnético,
se dejo 5 min en reposo y trasvas6 el sobrenadante con
ayuda de una varilla agitadora a un tubo Falcon de 15
ml, luego centrifugamos a 3700 rpm por 5 minutos. Se
repiten las extracciones por dos veces y la tercera ex-
traccion del solido obtenido en la segunda extraccion
con 10 ml. Si se trata de mora liofilizada, hacer la ex-
traccion inicial con 10 ml de acetona 70% y continue
con los siguientes pasos. Se recolectd los sobrenadantes
de cada extraccion en un balon de 250 ml cubierto con
papel aluminio, se colocd el balon de 250 ml en el rota-
vapor (en un bafio de agua a 40°C) y eliminar la acetona
(partiendo de 40 ml de extracto, como la acetona tiene
una concentracion de 70%, al evaporar la acetona se es-
pera un volumen final de 12 ml). Quitamos el balon del
rotavapor y trasvasamos cuantitativamente el liquido a
una jeringa de 10ml con un filtro de 0,45 um acoplado

en el extremo de la jeringa. Colocamos el émbolo de la
jeringa con cuidado, presionamos el émbolo y recoge-
mos el filtrado en un balén aforado de 25 ml. Se lavé el
balén con 5 ml de agua ultrapura y trasvaso el lavado
a la jeringa. Se filtrd y luego, afor6 el balon con agua
ultrapura, se trasvaso el filtrado (extracto acuoso) a una
botella ambar y se guardo en el refrigerador hasta hacer
las diluciones.

Para la preparacion de la placa se realiz6 lo siguiente: se
prepard la placa con 215 pL de agua ultrapura en los po-
cillos. Se colocd 25 pL de cada una de las soluciones pa-
tron. Se coloco 25 puL de la dilucion escogida para cada
una de las frutas, posteriormente colocamos la placa en
el soporte de placas del espectrofluorometro e inicie el
analisis. El equipo va agregar 150 pL de la fluoresceina
automaticamente, espera 30 min para calentar y estabi-
lizar la temperatura interna, después, agrega 25 pL de
la solucion de AAPH automaticamente. Luego agita la
placa (15s) y mide la intensidad de fluoresceina cada
minuto en cada pozo de la placa por 45 min. Cuando el
analisis termina, se abre el compartimiento de la placa.
Se lavo la placa, retir6 las botellas con las soluciones,
se lavo los inyectores por cuatro veces con 5000 pl de
agua ultrapura cada inyector, se apag6 la lampara y el
sistema de calentamiento interno del equipo.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la tabla 1 se muestran los resultados obtenidos para
el contenido de capacidad antioxidante y componentes
bioactivos.

Como se puede observar en la tabla 1, el contenido de
compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante, va-
ria segun el tipo de fruta; los valores encontrados fluc-
tuan entre: 109,16 + 50,47 - 5085,58 + 460,49 mg ac.
galico/100 g muestra liofilizada para polifenoles tota-
les, 17,56 + 0,69 - 53,00 + 2,49 mg ac. ascorbico / 100
g muestra fresca para vitamina C, 9,03 + 1,72 - 61,03 +
9,46 ug/g muestra liofilizada, 17,58 = 0,93 - 125,16 +
17,48 mg quercetina /100g muestra liofilizada para fla-
vonoides, 23,04 + 4,58 - 527,51 £ 65,21 umol Trolox/g
muestra liofilizada para capacidad antioxidante y para
el caso de antocianinas se encontrd solo en mora de la
zona 1 y 2 con valores de 1694,89 + 87,44 - 1388,03
+ 213,21 mg/100g muestra liofilizada respectivamente.

Seglin analisis realizados en el CITA, 2010 los valores
obtenidos de capacidad antioxidante para mora, tomate
de arbol, naranjilla y uvilla son de 455,23 umol Trolox/g
muestra liofilizada, 106,4 umol Trolox/g muestra liofi-
lizada, 248,66 umol Trolox/g muestra liofilizada, 35,9
umol Trolox/g muestra liofilizada respectivamente, los
cuales son valores comparativos con los obtenidos en
los analisis realizados en este trabajo de investigacion.

Para carotenoides, polifenoles y antocianinas los resul-
tados expresados por Mertz, 2009 en muestra liofilizada
para polifenoles y en fresco para antocianinas y capa-

Alimentos, Ciencia e Ingenieria

11



12

Tabla 1. contenido total de polifenoles, vitamina c, carotenoides, antocianinas, flavonoides y capacidad antioxidante de cinco frutas andinas
(media + desviacion estandar).

. . - Flavonoides (mg
Polifenoles (mg ac. Vitamina C (mg/ Carotenoides Antocianinas Quercetina /100
Tratamientos Galico/100 g mues- - \m8 (ug/g muestra (mg/100g muestra 008 Ensayo ORAC
RPN 100 g ac. ascérbico) 220 Lol muestra liofili-
traliofilizada) liofilizada) liofilizada)
zada)
Capacidad anti-
oxidante (umol
Trolox/g muestra
liofilizada)
Tomate de drbol | )31 11659 27,33 + 4,57 61,03 + 9,46 ND 35,49 + 3,92 73,30 5,26
(Pelileo)
Tomate de drbol |57 5, 69,60 19,89 + 2,08 51,40 + 9,31 ND 22,18+ 1,23 50,86 + 5,05
(Chaltura)

Mora (Ambato) | 4789,20 + 840,76 | 2524+ 1,75 9,03+ 1,72 1694,89 + 87,44 | 12516+17,48 | 527,51 +6521
Mora (Guaranda) | 5085,58 = 460,49 | 29,13 + 4,71 11,07+0,90 | 1388,03+21321 | 108,70+ 8,72 490,87 + 61,63
Uvilla (Pillaro) | 813,80 + 164,42 53,00 + 2,49 37,31 11,20 ND 19,53 1,32 31,13 4,58
Uvilla (Mejia) 109,16 + 50,47 30,44 + 1,50 24,73 + 6,98 ND 17,58 + 0,93 23,04 + 4,58
Ciruela (Petrillo) | 460,03 +99,12 42,67 £1,74 22,63 £ 4,22 ND 37,38 2,04 31,70 £ 4,72
Ciruela (Juntas | ), 54, g5 g7 36,11 + 2,96 23,94 + 3,37 ND 38,70 + 4,63 24,62 + 4,15

de Pacifico)
Naranjilla (Ar- ¢, ¢ 40 1 11577 31,56 + 9,73 4727 + 1,19 ND 36,40 + 2,23 124,84 + 7,97
chidona)
Naranjilla (El 603,12 + 73,00 17,56 + 0,69 25,75 + 3,57 ND 33,17 + 1,96 62,96 + 4,69
Reventador)

Elaborado por: Cristina Poveda, 2014

cidad antioxidante son valores comparables con los ob-
tenidos en este trabajo para el caso de mora, tomate de
arbol y naranjilla los valores reportados son de 6300
mg/100 g muestra liofilizada para mora; 650 mg/100 g
muestra liofilizada para naranjilla y 308-570 mg/100 g
muestra liofilizada para el tomate de arbol.

De igual manera se ha identificado que las zonas de
produccion ejercen influencias sobre la composicion
quimica de las frutas a pesar de que tienen el mismo
manejo agrondémico y son de la misma variedad, pero
como se observa en la tabla la ubicacion geografica tie-
ne una relacion directa con el contenido de los com-
puesto bioactivos y la capacidad antioxidante existente
en cada una de la frutas.

Analisis de correlacion

En este estudio se utilizd el coeficiente de correlacion
con la finalidad de determinar si existen relaciones di-
rectas o indirectas entre los componentes bioactivos y
la capacidad antioxidante, como un primer acercamien-
to para evaluar sus efectos bioldgicos. En el cual se ha
encontrado que la uvilla y naranjilla tienen una relacion
directa entre componentes bioactivos y capacidad anti-
oxidante de las dos zonas de produccion. Pero para el
caso de la mora, tomate y ciruela no existe una buena
correlacion entre la capacidad antioxidante y el conte-
nido de compuestos bioactivos.

De igual manera para los analisis de relacion entre los
factores climaticos y el contenido de componentes
bioactivos y capacidad antioxidante dio como resulta-
do que la mayoria de correlaciones determina que los

factores climaticos: temperatura, altitud, precipitacion
anual y humedad relativa tiene una relacion directa con
el contenido de los compuestos bioactivos y capacidad
antioxidante dependiendo de la fruta y el compuesto
antioxidante.

CONCLUSIONES

Se determind la influencia de las zonas de produccioén
sobre el contenido de compuestos bioactivos y la capa-
cidad antioxidante de cinco frutas andinas como son:
mora, uvilla, tomate de arbol, naranjilla y ciruela. Para
este trabajo se realizd6 muestreos en dos zonas de pro-
duccion, con el mismo manejo agrondémico y de la mis-
ma variedad para cada una de las frutas. Después de
realizar los anélisis para la determinacion de los com-
puestos bioactivos y la capacidad antioxidante se de-
termind que la mora tiene el mayor contenido de estos
compuestos seguida de la naranjilla y tomate de arbol,
la uvilla y ciruela son similares en cuanto a la cantidad
de compuestos bioactivos y la capacidad antioxidante.
Ademas se determind que entre zonas de produccion
existe diferencia en el contenido de los compuestos
bioactivos y la capacidad antioxidante. Entre las zonas
consideradas, las frutas con mayor capacidad antioxi-
dante fueron: mora de Ambato, uvilla de Pillaro, naran-
jilla de Archidona, tomate de arbol de Pelileo y ciruela
de Petrillo.

Se correlaciond el contenido de compuestos bioactivos
y la capacidad antioxidante con las zonas de produc-
cion obteniendo que existe una buena relacion entre el
contenido de componentes bioactivos, capacidad antio-
xidante y cada uno de los factores climaticos pertene-
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cientes a cada zona estudiada.

Se establecio la relacion entre los compuestos bioacti-
vos, capacidad antioxidante y factores ambientales de
cada zona, para lo cual se realizo correlaciones de Pear-
son que nos indicd que para cada fruta existen factores
ambientales que influyen directamente y en forma par-
ticular sobre sus componentes bioactivos y capacidad
antioxidante.

Se identificé el mejor compuesto bioactivo y la fruta
con las mejores propiedades antioxidantes con los ana-
lisis realizados. La mora es una de la mejores frutas pero
vale recalcar que las otra fruta también tienen un conte-
nido de capacidad antioxidante notorio, lo cual permite
escoger cualquiera de ellas para realizar la identifica-
cion individual de los compuestos bioactivos para la in-
corporacion al nuevo alimento funcional ya que en este
trabajo se determiné los compuestos bioactivos totales.
Los compuestos bioactivos en mayor cantidad son los
polifenoles y flavonoides ya que estan presentes en gran
cantidad en la mayoria de frutas.
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EVALUACION DE LA INCIDENCIA DE LA APLICACION FOLIAR DE
UN BIOFERTILIZANTE ELABORADO A BASE DE FRUTAS EN EL
NIVEL DE CLOROFILAaYDb Y EN LA CALIDAD DEL FOLLAJE DE
TOMATE RINON (Solanum Iycopersicum L.), FRESA (Fragaria vesca), Y
ROSAS (Rosae sp.).

IMPACT OF LEAF TREATMENT WITH BIOFERTILIZERS BASED ON

FRUITS IN THE LEVEL OF a AND b CHLOROPHYLL, AND FOLIAGE

QUALITY IN KIDNEY TOMATO (Solanum lycopersicum L.), STRAWBE-
RRY (Fragaria vesca), AND ROSES (Rosae sp.)

ANDREA QUINDE Y LILIANA ACURIO

Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos. Carrera de Ingenieria Bioquimica. Universidad
Técnica de Ambato. Av. Los Chasquis y Rio Payamino. Ambato, Ecuador.

RESUMEN

Se evaluo la influencia de la aplicacion de un fertilizante biologico a base de frutas en el incremento de clorofilaay
b, y la calidad obtenida en el follaje de tres especies vegetales: tomate rifion (Solanum lycopersicum L.), fresa (Fra-
garia vesca), y rosas (Rosae sp.). Se evaluaron seis formulaciones distintas. Tres formulaciones contenian papaya,
babaco, banano, melon, y naranja en un 10% cada una y un 50% de melaza fermentdndose una durante 7 dias,
otra 14 dias y otra 21 dias, las otras tres formulaciones contenian papaya, babaco, banano, melén, y naranja en un
9.5% cada una, un 50% de melaza y 1.25% de toronjil y manzanilla, que son hierbas medicinales, fermentandose
también una durante 7 dias, otra 14 dias y otra 21 dias. La concentracion de cada formulacion era de 4 mL/L de
agua. La aplicacion se hizo desde el dia diez después de la plantacion hasta el dia 36 de su desarrollo, cada 7 dias.
En cada aplicacion cada planta recibié aproximadamente 110 mL de solucion del biofertilizante. Los resultados
mostraron que la mejor formulacion fue la elaborada a base de frutas sin hierbas medicinales y fermentada durante
14 dias. Las especies vegetales mostraron un incremento significativo en los niveles de clorofila a y b, ademas de
mejorar porcentualmente otros parametros como el tamafio del tallo, longitud, anchura, y color de las hojas, y la
reduccion de defectos con respecto a los testigos, logrando una mejor calidad de follaje.

Palabras clave: biofertilizante, frutas, clorofila, foliar.

ABSTRACT

The influence of the application of biological fertilizers based on fruits were evaluated in the increase of a and b
chlorophyll, and the quality obtained in the foliage of three plant species: kidney tomato (Solanum lycopersicum
L.), strawberry (Fragaria vesca), and roses (Rosae sp.) . Six different formulations were evaluated: Three formula-
tions were constituted by papaya, babaco , banana, melon , and orange 10% each and 50 % molasses. The first was
fermented for 7 days, the second 14 days and the third 21 days; the other three formulations were constituted by
papaya, babaco, bananas, melon, and orange, 9.5% each, 50 % molasses and 1.25% lemon balm and chamomile
, which are medicinal herbs. They were also fermented the first for 7 days, the second 14 days and the another 21
days. The concentration of each formulation was 4 mL/L of water. The treatments started at the tenth day after
planting until day 36 of development, and it was done every 7 days. In each treatment each plant received about
110 mL of biofertilizer. The best results were obtained with the formulation prepared from fruits without herbs and
fermented for 14 days. Plant species showed a significant increase in the levels of a and b chlorophyll, and impro-
ved other parameters such as stem size, length, width, and color of the leaves, and defect reduction, achieving a
better quality of foliage.

Key words: bio-fertilizer, fruits, chlorophyll , leaf .
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INTRODUCCION

Los biofertilizantes son aquellos que proviene de orga-
nismos vegetales, animales, microorganismos y de sus
residuales como deshechos de alimentos, restos de culti-
vos que se obtienen de la degradacién y mineralizacion
de materiales organicos (estiércol, desechos de la coci-
na, pastos y residuos de cosechas, incorporados al suelo
en estado verde, etc.) que se utilizan en suelos agricolas
con el propdsito de activar e incrementar la actividad
microbiana de la tierra o la mejora del crecimiento de
las plantas (Alvarez, 2011). Un tipo de biofertilizantes
son los foliares que son de consistencia liquida, prepa-
rados con una base de melaza que se aplican al follaje
de los cultivos, aportan nutrimentos a las plantas como
nitrégeno amoniacal, hormonas, vitaminas, aminoaci-
dos, actiian como fitoreguladores y ademas aumentan la
poblacion de microorganismos en el suelo y en la planta
misma (Eibner, 1996). El biofertilizante a base de frutas
es un abono de elaboracion artesanal que resulta de la
fermentacidn aerobica o anaerdbica de frutas y melaza,
pudiendo también agregarse algunas hierbas conocidas
por sus riqueza nutritiva o principios activos capaces
de alimentar a las plantas o protegerlas del ataque de
plagas. Este abono de frutas, se puede utilizar tanto
para la produccion de frutas, hortalizas, granos, raices,
tubérculos y cultivos tales como café, cacao y plantas
ornamentales (Suquilanda, 2003).

La fertilizacion foliar complementa a la fertilizacién
realizada al suelo, o bien, para corregir deficiencias es-
pecificas en el mismo periodo de desarrollo del cultivo.
La eficiencia de la fertilizacion foliar es superior a la de
la fertilizacién al suelo, la principal ventaja es que la
dilucion aplicada a las hojas es absorbida en una eleva-
da proporcidn, no inferior al 90%; por el contrario los
fertilizantes aplicados al suelo se pierden en un 50%
o mas, por diferentes motivos, la aplicaciéon continua
no solo incrementa la produccion, sino que, no altera
el medio ambiente, siendo la practica agrondémica mas
promisoria para el siglo XXI (Ramirez, 2000).

Las investigaciones realizadas en el pais con respecto a
la aplicacion de biofertilizantes al

follaje de las plantas, han tenido como resultado la me-
jora en varios aspectos de la calidad en toda clase de
cultivos (Venegas, 2008). Tanto el manejo integrado
de un cultivo como el seguimiento de buenas practi-
cas agricolas, son elementos fundamentales para que un
agricultor logre certificar su cultivo y colocarlo en la
cadena de comercializacion por ser inocuo para la salud
humana (Mendoza, 2004).

METODOLOGIA Y MATERIALES

El presente trabajo se llevo a cabo en el canton Amba-
to, provincia de Tungurahua. El experimento se realizod
en un invernadero cuyas condiciones climaticas fue-
ron: temperatura minima: 10°C, temperatura maxima:

25°C, humedad relativa: 70% y luminosidad: 2. Para la
elaboracion de los biofertilizantes las frutas se pesaron
en una balanza CAMRY EK3252, lavaron, picaron en
trozos pequeflos colocaron en proporciones estableci-
das (Tabla 1) dentro de un recipiente de 20 L de ca-
pacidad formando una mezcla homogénea seguida de
1 L de melaza, proceso que se repitié hasta completar
ocho capas de fruta picada y ocho capas de melaza, tras
la Gltima capa de melaza y fruta se coloco una tapa de
madera y una pesa de 5 kg para que actie como prensa,
favoreciendo el proceso de fermentacion. La tempera-
tura y pH se determinaron diariamente durante el pro-
ceso de fermentacion. Se evaluaron seis formulaciones
(Tabla 1) en tres especies vegetales: tomate rifion (So-
lanum lycopersicum L.), fresa (Fragaria vesca), y rosas
(Rosae sp.).

Tabla 1. Especificaciones de las formulaciones.

Formulacion

1 2 3 4 5 6
Banano 10% 10% 10% | 950% | 950% | 9.50%
Melén 10% 10% 10% | 9.50% | 9.50% | 9.50%
Papaya 10% 10% 10% | 950% | 950% | 9.50%
Babaco 10% 10% 10% | 950% | 9.50% | 9.50%
Naranja 10% | 10% | 10% | 950% | 950% | 9.50%
Manzanilla 0% 0% 0% | 1.25% | 1.25% | 1.25%
Toronjil 0% 0% 0% | 1.25% | 1.25% | 1.25%
Melaza 50% 50% 50% | 50% | 50% | 50%
Dias de Fermentacion 7 14 21 7 14 21
laborado por: Andrea Quinde, 2014

Los biofertilizantes se aplicaron de manera foliar en las
especies vegetales desde el dia diez después de la plan-
tacion hasta el dia 36 de su desarrollo en una dosis de
4 mL/L de agua, cada planta recibié aproximadamente
110 mL de la solucidén de biofertilizante cada 7 dias,
utilizando un aspersor con capacidad para 2 L.

Para la cuantificacion de la clorofila en las hojas de las
especies vegetales se utilizo el método propuesto por
Val, Heras y Mongue (2011), empleando un espectro-
fotometro THERMO SCIENTIFIC GENESYS 20. La
medicion de hojas, tallos, color de hojas, y cuantifica-
cion de defectos se los realizo de acuerdo a la metodo-
logia publicada por la FAO (2013).

RESULTADOS

La temperatura en los biofertilizantes se mantuvo entre
15 a 30 °C, mientras que el pH disminuyo6 con respec-
to al tiempo. Los analisis quimicos indicaron que los
biofertilizantes elaborados poseen un porcentaje de ni-
trogeno

(N) entre 0,259% y 0,334%, de 80,16 mg/100mL a
94,62 mg/100mL de magnesio (Mg) y ademas 1597
ng/100mL a 2080 ng/100mL de hierro (Fe).
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El aumento de clorofila a en las tres especies vegetales
con respecto al testigo fueron de: 1164% para el tomate
rifion, 1064% para la fresa y de 541% para las rosas,
mientras que con respecto a la clorofila b el aumento
en porcentaje en el tomate rifion fue de 640%, en la
fresa de 425% y en las rosas de 325%. El analisis de
varianza correspondiente a la clorofila a establecio que
existe una diferencia significativa entre los tres factores
en estudio (plantas, formulacion, dias de fermentacion)
al 95% de confianza; resultados similares se obtuvieron
en el andlisis de varianza correspondiente a la clorofila
b. En las Figuras 1 y 2 (Anexos) se observa el aumento
de clorofila a y b con respecto al tiempo de tratamiento
en las plantas, las tres especies vegetales muestras una
tendencia ascendente, siendo mas pronunciada en el to-
mate rifion.

La evolucion del largo y ancho de las hojas de las tres
especies vegetales tratadas con las diferentes formu-
laciones de biofertilizantes muestran que en todos los
tratamientos el tomate rifién es la planta que posee un
mayor crecimiento porcentual con respecto al testigo
conforme al tiempo de estudio; en la fresa y rosa se ob-
serva la misma tendencia pero en menor magnitud. En
las Figuras 3 y 4 (Anexos) se muestra el aumento del
largo y ancho de las hojas con respecto al tiempo de
tratamiento.

Los datos de medicion para los tallos mostraron que
la especie vegetal con mayor crecimiento es el tomate
rifion, mientras que la fresa y la rosa presentan un au-
mento menos evidente. Los porcentajes de aumento con
respecto a los testigos en las tres especies vegetales se
encuentran en las Tablas 1, 2 y 3 (Anexos). La evolu-
cion del tamaiio del tallo frente a los dias de tratamiento
se muestra en la Figura 5 (Anexos).

Los valores de color de hoja evaluados de acuerdo a
la escala de color propuesta por la FAO (2003) mues-
tran un aumento similar en las tres especies vegetales,
el porcentaje de aumento de color en las hojas con
respecto al testigo se encuentran en las Tablas 1,2 y 3
(Anexos). La evolucion del color en las hojas de las tres
especies vegetales estudiadas se muestra en la Figura 6.

Los defectos disminuyeron en las tres especies vegeta-
les durante el tratamiento con los biofertilizantes, mejo-
rando la calidad de las plantas (Figura 7).

El costo de elaboracion del biofertilizante establecido
como mejor tratamiento fue de $1.82 por Litro mien-
tras que el costo de un agroquimico de uso comun en el
sector agricola es de $38.00 el Litro es decir existe un
ahorro del 95% al elaborar y aplicar el biofertilizante.

La formulacion que presento mejores resultados en las
tres especies vegetales y en todos los parametros fue
la elaborada a base de frutas sin hierbas medicinales y

fermentada durante 14 dias.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES
Caracteristicas Fisicas y Quimicas de los biofertili-
zantes

Los biofertilizantes se obtuvieron por fermentacion al-
cohodlica, bioreaccion donde se degradan azucares como
la melaza y la fructosa en alcohol y dioxido de carbono
(Vazquez y Dacosta, 2007. Las condiciones adecuadas
para que las levaduras actuen son a un pH entre 3,5 a
6,5 y una temperatura no mayor a 30°C, al producirse
la fermentacién el azlicar va transformandose en alco-
hol etilico como producto principal, esto hace que la
densidad del biofertilizante vaya disminuyendo a me-
dida que avanza la fermentacion, obteniéndose asi un
liquido macerado con varios nutrientes (Vargas, 2010),
estos tuvieron un porcentaje de nitrogeno entre 0,259%
y 0,334% al contener nitrogeno actua eficientemente en
las plantas porque es uno de los elementos esenciales
en el desarrollo de las especies vegetales. Al poseer una
alta cantidad de magnesio que es uno de los microele-
mentos sumamente necesarios en la planta porque no
solamente ocupa la posicion central de las moléculas de
clorofila, sino que también forma parte de varios proce-
sos vitales como la sintesis de carbohidratos, proteinas,
grasas y vitaminas se asegura una nutricion completa en
las plantas (Summers, 2011), asimismo la cantidad de
hierro contenida en los biofertilizantes es importante ya
que este asume la funcion de catalizador de los procesos
respiratorios y de la formacion de la clorofila mediante
la sintesis de las porfirinas.

Clorofilaayb

La presencia de la clorofila a y b en las plantas es indis-
pensable ya que estos pigmentos son los que hacen po-
sible que la planta pueda absorber la luz necesaria para
realizar la fotosintesis, proceso fundamental para fabri-
car materia organica (Alligener, 1996). La funcion de la
clorofila a y b es similar, ya que lo tnico que las dife-
rencia es un radical en su estructura quimica que hace
que el espectro visible que absorben sea mayor; es asi,
que de las especies vegetales en estudio se obtuvo que
el tomate rifion es la hortaliza que mayor concentracion
de clorofilas presentd, seguido de la fresa y finalmente
de larosa durante el tratamiento con los biofertilizantes.
La razon por la que el tomate rifién produjo mayor can-
tidad de clorofila que las otras dos especies vegetales
puede deberse a que el tomate rifion va desarrollando
sus hojas mas rapidamente y en mayor cantidad que las
demas plantas, es decir las hojas poseen un area foliar
extensa y joven, factor que incide en la absorcion de
los nutrientes contenidos en el biofertilizante, principal-
mente magnesio y hierro, los cuales actian directamen-
te en la formacion de las clorofilas (Peat, 2010).

Hojas

Mohammadian, et al. (2009), determinaron que las ho-
jas poseen una estructura llamada cuticula que desem-
pefia un papel importante en la absorciéon de nutrientes
por parte de la planta, la cuticula varia de acuerdo a la
especie vegetal, algunas poseen menor cantidad de cera
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y otras mayor cantidad lo que dificulta la absorcion de
nutrientes e influye en el desarrollo de los 6rganos de la
planta. Las hojas se desarrollan gradualmente a medida
que la planta crece, pero existen nutrientes que hacen
que este desarrollo sea mayor y de mejor calidad. Las
hojas del tomate rifidn se desarrollan en mayor magni-
tud debido a que la cuticula de sus hojas secreta menor
cantidad de ceras en comparacion a la fresa y a la rosa,
esto hace que los nutrientes aplicados de manera foliar
necesiten menos tiempo en contacto con la hoja para
que puedan ser absorbidos y utilizados.

Tallos

El desarrollo del tallo en el tomate rifion es mayor
debido a la capacidad alta de absorcion de nutrientes
contenidos en el biofertilizante por la estructura de la
epidermis del tallo, resultados que se asemejan a los
del estudio “Influencia de algunos bioestimulantes en el
crecimiento y productividad del tomate (Lycopersicum
esculentum L.). Variedad Lignon” realizado por

Mineiro (2003).

Color de Hojas

El color de las hojas depende de la presencia de clo-
rofila a y b en la planta, ya que son los dos pigmentos
que dotan de color verde a las hojas de las plantas. A
medida que las plantas forman clorofila estas aumentan
de tonalidad, a un color mas verdoso y tendran mejor
aspecto y vigor. Esto se observd en las hojas de las tres
especies vegetales ya que aumentaron la tonalidad de-
bido a que las plantas asimilan los nutrientes esenciales
en la formacion de clorofila, como el hierro y el magne-
sio, produjeron mayor cantidad clorofila y por lo tanto
el color de las hojas aumentd (Hess y Foy 2003). La
FAO (2002), asevera que mientras se produzca clorofila
ay b el aspecto y tonalidad de las hojas de las plantas
mejorara con relacion al tiempo.

Defectos en las especies vegetales

Los defectos en las plantas segiin Suquilanda (1996),
se producen principalmente por la falta de macro y mi-
cronutrientes. La falta de ciertos nutrientes como el ni-
trogeno, hierro, magnesio, boro, zinc, entre otros, causa
varios defectos en la planta como hojas palidas, decolo-
racion de las hojas y tallos, coloracién marrén, y amari-
llamiento de los bordes. Las tres especies vegetales (to-
mate rifion, fresa y rosa) presentaron una disminucion
de defectos con la aplicacion del biofertilizante foliar,
pues absorbieron los nutrientes necesarios para dismi-
nuir sus deficiencias. El follaje de las fresas presentd
un mayor numero de defectos, los que fueron reducien-
do con la aplicacion de los biofertilizantes. Ademas de
aportar nutrientes a las plantas, el biofertilizante fabri-
cado posee caracteristicas de un insecticida, alejando de
este modo las posibles plagas de las plantas.

Costos

Segun Gudynas, E. (2012) la utilizacién de biofertili-
zantes en la agricultura permite implementar una for-
ma sostenible y sustentable de obtener una produccion

de calidad en cultivos organicos. El biofertilizante que
reportd mejores resultados en las especies vegetales
fue elaborado a base de frutas y fermentado durante
14 dias, el costo de produccion para 1 L de este fue
de $1,82 que al ser comparado con el precio comercial
del agroquimico Biozyme $38,00 existe una diferencia
significativa. El costo de aplicacién para una hectarea
tomando en cuenta que la dosis a ser utilizada es de 4
mL/L con el biofertilizante es de $14,56 mientras que
con el agroquimico Biozyme es de $304, es decir el
ahorro en aplicacion al utilizar el biofertilizante elabo-
rado a base de frutas es del 95%.
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ANEXOS

Tabla 1. Porcentajes de aumento en el Tomate rifon.

Tabla 2. Porcentajes de aumento en la Fresa.

Biofertilizante 3

Testigo Mejor Tratamiento
Clorofila a 100% 1164%
Clorofila b 100% 640%
Hojas Ancho 100% 492%
Hojas Largo 100% 269%
Tamafio de Tallo 100% 192%
Color de la hoja 100% 300%
Defectos 100% 133%
laborado por: Andrea Quinde, 2014

Tabla 3. Porcentajes de aumento en las Rosas.

Biofertilizante 3
Testigo (mejor tratamiento)

Clorofila a 100% 1014%
Clorofila b 100% 425%

Hojas Ancho 100% 171%

Hojas Largo 100% 156%
Tamaiio de Tallo 100% 84%

Color de la hoja 100% 265%
Defectos 100% 520%
laborado por: Andrea Quinde, 2014

Biofertilizante 3
Testigo (mejor tratamiento)
Clorofila a 100% 541%
Clorofila b 100% 325%
Hojas Ancho 100% 67%
Hojas Largo 100% 7%
Tamafio de Tallo 100% 58%
Color de la hoja 100% 50%
Defectos 100% 58%
laborado por: Andrea Quinde, 2014
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DIVERSIDAD MOLECULAR DE LEVADURAS ASOCIADAS
A FRUTOS DE MORA DETERMINADAS MEDIANTE TECNICAS
MOLECULARES

MOLECULAR DIVERSITY OF YEASTS ASSOCIATED TO
BLACKBERRY FRUITS DETERMINED BY
MOLECULAR TECHNIQUES

Cevallos Campana Cristina, Carvajal Barriga Javier, Portero Barahona Patricia, Tufifio Colo-
ma Carolina, Rodriguez Meza Carlos.

Universidad Técnica de Ambato. Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos.
crodriguezm@hotmail.com
Pontificia Universidad Catolica del Ecuador, Centro Nacional para la Investigacion de la
Biomasa (CNIB) - Coleccion de Levaduras Quito Catdlica.

RESUMEN

Los frutos en su ambiente natural representan habitats de gran importancia para las levaduras. La presente investi-
gacion se enfoco en determinar la diversidad de levaduras asociadas a frutos de mora recolectados en la provincia
de Tungurahua. De los 23 cultivos obtenidos se procedio a extraer ADN gendmico de cada uno, para realizar la am-
plificacion por PCR que corresponde a la region de la ITS1, ITS2 y ADNr 5.88S. El fragmento resultante fue usado
para la digestion enzimatica usando Hhal, Haelll y Hinfl. Los patrones resultantes fueron usados para establecer
una comparacion con aquellos depositados en la base de datos de la CLQCA (Coleccion de Levaduras Quito Cato-
lica). De las 23 levaduras se obtuvieron 9 perfiles de restriccion, de los cuales 6 fueron positivamente identificados
como Meyerozyma guilliermondii, tres como Hanseniaspora meyeri, tres como Whickerhamomyces onychis, dos
como Galactomyces geotrichum y una como Pichia manshurica. Las restantes levaduras no fueron identificadas
mediante esta técnica porque no presentaron patrones de bandas similares con los de la base de datos. La ubicacion
taxonomica de los mismos fue determinada mediante la secuenciacion de la region 26S del ADNr, dando como
resultado: tres aislados de Clavispora lusitaneae, dos de Metschnikowia pulcherrima uno correspondiente a Can-
dida sorbosivorans y dos correspondientes a Pichia membranifaciens. Los datos obtenidos en el presente trabajo
demuestran la gran diversidad de levaduras presentes en frutos de mora, aportando con conocimientos basicos para
encontrar la posible aplicacion biotecnologica de las mismas.

Palabras clave: levaduras, diversidad, moras, identificacion molecular.

SUMMARY

Fruits in their natural environment represent important habitats for yeasts. The survey was focused in the deter-
mination of the diversity of yeasts associated to blackberry fruits from Tungurahua province. From 23 cultures
obtained, genomic DNA was extracted, and used for PCR amplification of the ITS1, ITS2 and 5.8S rDNA region.
The obtained fragment was used for an enzymatic digestion using Hhal, Hinfl and Haelll. The resulting patterns
were compared with the ones from CLQCA (Quito Catolica Yeast Collection) database. From 23 yeast strains, 9
restriction profiles were obtained, 6 profiles were identified as Meyerozyma guilliermondii, three of them corres-
ponded to Hanseniaspora meyeri, three as Whickerhamomyces onychis, two as Galactomyces geotrichum and one
as Pichia manshurica. The remaining yeasts were not identified by this technique because they did not match simi-
lar band patterns with the ones from the CLQCA database. The taxonomic status of these cultures was determined
by 26S rDNA sequencing giving as result: three isolates of Clavispora lusitaneae, two isolates of Metschnikowia
pulcherrima one corresponding to Candida sorbosivorans and two corresponding to Pichia membranifaciens. The
data obtained in this research demonstrate the great diversity of yeast associated to blackberry fruits, providing
basic knowledge to find potential biotechnological applications.

Keywords: yeasts, diversity, blackberry fruits, molecular identification.
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INTRODUCCION

La palabra inglesa ‘yeast’ tiene sus equivalentes en
otros idiomas basada en las palabras espuma o levan-
tarse, tal es el caso en espafiol, ‘levadura’, la cual se
direcciona hacia el proceso fermentativo mediante el
cual se produce la cerveza y el vino. Por esta razon se
ha pensado siempre en las levaduras como hongos as-
comicetos fermentativos. Se ha descubierto que algunas
taxas son basidiomicéticas. Ahora las levaduras son co-
nocidas como hongos que se reproducen asexualmente
mediante gemacion o fision, las cuales se encuentran en
una disposicion en su gran mayoria por células aisladas
(Kurtzman et. al., 2011).

Alrededor de 1000 especies de levaduras han sido des-
critas, pero nuevas especies se estan caracterizando re-
gularmente y existe una considerable biodiversidad de
levaduras no explotadas en la Tierra (Walker, 2009).

Algunas técnicas de biologia molecular son muy uti-
les en la deteccion de nuevas especies levaduriformes
en ambientes naturales lo cual permite a los cientificos
hallar formas de conservar y explotar el potencial bio-
tecnoldgico de levaduras no-sacaromicéticas (Walker,
2009).

Las levaduras no son tan ubicuas como las bacterias en
ambientes naturales, no obstante se pueden aislar del
suelo, agua, plantas, animales e insectos. Los habitats
preferidos de las levaduras son los tejidos vegetales
(hojas, flores y frutos), pero otras especies se encuen-
tran en una relacion de comensalismo o parasitismo con
animales. Algunas levaduras, la mas notable Candida
albicans, es un patégeno oportunista en humanos. Otras
especies pueden ser aisladas de ambientes especiali-
zados o extremos, como por ejemplo aquellos con pH
bajo, hébitats con altas concentraciones de sal o azucar,
bajas temperaturas (algunas levaduras han sido aisladas
de regiones polares), y baja disponibilidad de oxigeno
(tracto intestinal de animales) (Walker, 2009).

Las levaduras se encuentran con frecuencia en las hojas
y las flores, aunque en numero muy pequefio, siendo
los insectos un importante vector de diseminaciéon de
las mismas. Estan sobre la epidermis de frutas y pue-
den penetrar a los tejidos subyacentes como resultado
de un dafio mecanico. El suelo es un importante reser-
vorio, desde el cual pueden llegar a los alimentos, pero
también suelen hallarse en el agua de lagos y rios. Su
presencia depende de la temperatura, el pH, la humedad
y la disponibilidad de aztcares simples (Carrillo et. al.
2007).

Las levaduras constituyen la causa mas comun de al-
teracion de frutas y jugos, pues tienen azucares fer-
mentables y elevada acidez. Comunmente asociadas
con el deterioro de las frutas secas estan Zygosaccha-
romyces rouxii y especies de Hanseniaspora, Candida,

Debaryomyces 'y Pichia. También forman parte de la
microbiota de productos lacteos y carnicos. Las leva-
duras de las pasturas y suelo de los corrales pueden ser
transportadas a los mataderos y de alli a las carcasas.
Cryptococcus laurentii, Cryptococcus luteolus, Rhodo-
torula mucilaginosa y Debaryomyces hansenii suelen
hallarse en carcasas de cordero y cerdo. Por otra parte,
Schwanniomyces y Lipomyces son géneros tipicos del
suelo (Carrillo et. al. 2007).

Para el analisis de la microbiota de levaduras, alcanzar
la identificacion de los aislados es esencial. La iden-
tificacion tradicional se realiza a partir de promedios
de métodos fenotipicos para determinar caracteristicas
morfologicas, fisiologicas y bioquimicas. Sin embargo,
los métodos de identificacion tradicional para levadu-
ras requieren experiencia considerable y habilidad para
evaluar las pruebas especificas (Deak and Beuchat,
1996; Dlauchy et al.1999).

MATERIALES Y METODOS.
Extraccion y determinacion de la concentracion de
ADN gendmico de Levaduras

En tubos de centrifugacion de 1,5 ml con 0,4 g de mi-
croesferas de vidrio (425-600 um de diametro, desinfec-
tadas en HCI), se afiadieron 500 pl de buffer de lisis (6g
de Tris [SOmM] (Invitrogen), 14.5g NaCl [250mM],
100ml EDTA 50mM pH 8 (Panreac), 3g SDS [0,3%]
(Sigma), 1000ml Agua, pH 8) y se autoclavd. Poste-
riormente, suficiente biomasa de levadura (48-72 horas
de cultivo) fue transferida mediante el uso de puntas es-
tériles. La suspension de biomasa fue agitada durante 3
minutos en un vortex, a maxima velocidad, e incubada a
65°C durante una hora. Luego de la incbuacion, se agi-
t6 nuevamente durante tres minutos para proceder a la
centrifugacion (Sorvall® RMC 14), durante 30 minutos
a 8500 rpm. Se transfirieron 300uL del sobrenadante a
un tubo nuevo estéril, para finalmente medir la concen-
tracion del ADN en el espectrofotometro (Nanodrop).
El ADN gendmico se conservo a -20°C.

Previo al uso, el espectrofotometro Nanodrop, fue cali-
brado para permitir la determinacion de la concetracion
del ADN gendmico obtenido para los 23 aislados de le-
vaduras estudiados. Se enciende el ordenador y en el
escritorio se selecciona el programa Nanodrop 2000. Se
escoge la opcion acidos nucleicos. Se da un clic en YES
al proceso de calibracion. Se levanta la tapa del Nano-
drop y se carga con 2pL de la solucion blanco (buffer de
lisis) y se seleccion6 BLANK. Después de unos segun-
dos se cargaron 2ul de cada muestra, ingresando sus
respectivos codigos seleccionando la opcion MEASU-
RE. Las concentraciones estan dadas en ng/pL, ademas,
se reportan los datos del coeficiente de absorbancias de
soluciones ADN (260nm) sobre soluciones de proteinas
que hacen lo propio a una absorbancia de 280nm pro-
porcionando una estimacion del grado de pureza de los
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acidos nucleicos. Cuando se termind de medir todas las
muestras, se escogio la opcion REPORT y se mandé a
imprimir.

PCR-ITS

Para la amplificacion de la region ITS mediante PCR,
se utilizaron los primers sintéticos ITS1 (5 -TCCG-
TAGGTGAACCTGCGG- 3°) e ITS4 (5 -TCCTC-
CGCTTATTGATATGC- 3”). La PCR se realizo a partir
del ADN extraido y conservado. Previo a la reaccion
de PCR se debe realizar la dilucion correspondiente de
acuerdo a la concentracion de ADN de cada muestra
hasta obtener Sng/pl de cada muestra.

Se prepararon los tubos para la reaccion de PCR con
45uL de master mix (10uL buffer Gotaq [5x], 4uL
dNTP’s [10mM], 3puL primer ITS1 [SuM], 3uL primer
ITS4 [SuM], 0.4uL GoTaq polimerasa, 24.6uL agua ul-
trapurificada) mas SpuL dilucion de ADN de cada mues-
tra.

Se termocicld para que se lleve a cabo la reaccion en
cadena de la polimerasa, los ciclos del termociclador
se prepararon bajo las siguientes condiciones: un ciclo
de desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 minutos, 40
ciclos de desnaturalizacion a 93°C por un minuto cada
ciclo, 40 ciclos de annealing a 55°C por dos minutos
cada ciclo, 40 ciclos de extension a 72°C por 2 minutos
cada ciclo y un ciclo de extension final a 72°C por 10
minutos. Dando un total de tiempo de reaccion de 3 ho-
ras con 35 minutos aproximadamente.

Se verifico el producto de PCR en gel de agarosa al
0.8% corrido a 100V durante 40 minutos de la siguiente
manera, se cargaron en el gel aproximadamente Sul de
cada muestra, incluyendo en cada gel 6ul de marcador
de peso molecular de 100pb Tracklt™ DNA Ladder.
Las bandas se hicieron evidentes mediante el translu-
minador Spectroline Ultraviolet. Las imagenes se regis-
traron en disquete de 3 por Fisher Bioblock Scientific.

ITS-RFLP

Se realiz6 la digestion del producto de PCR-ITS me-
diante el empleo de tres enzimas de restriccion: Hhal
(5" = 3" GCG CC), Haelll (5> GG CC) y Hinfl (5’
GANT C). La reaccion de digestion se realizo en un vo-
lumen final de 15pl conteniendo 5ul del mix para RFLP
—ITS (2.2pL agua libre de endonucleasas, 2pL buffer,
0.8uL de enzima de restriccion) y 10 pl del producto de
amplificacion de ITS.

Se incubaron los tubos con mix a 37°C durante 12 ho-
ras. Se realizo una electroforesis en gel de agarosa al
0.8% a 80V durante 2 horas en btufer TBE 0.5X, tefiidos
con bromuro de etidio (10 mg/ml). Se cargaron en el gel
10pl de muestra incluyendo en cada gel 6uL de marca-
dor de peso molecular de 100pb Tracklt™ DNA Ladder.
Las bandas se evidenciaron mediante el transluminador

Spectroline Ultraviolet. Las imagenes se registraron en
disquetes de 3% por Fisher Bioblock Scientific. Los pa-
trones de bandas obtenidos se compararon con la base
de datos interna CLQCA. Si no se encontraron patrones
similares se prepar6 una PCR del segmento 26S a partir
de las muestras de ADN desconocidas, se realizo un gen
clean y se envi6 a MACROGEN en Setl - Korea del
Sur para realizar la secuenciacion.

Electroforesis

Se preparar6 el buffer TBE 10X (108g de Tris, 55g de
acido borico, 20mL de EDTA [0.5M] (pH 8) y 1000
mL de agua destilada) de la siguiente manera y se au-
toclavo.

Se realizo el gel de agarosa al 0.8% (1.6g de agarosa,
100 mL de TBE [0.5x], 12.5uL de bromuro de etidio
[10 mg/ml]). El bafer TBE 0.5X se usa tanto para la
preparacion del gel como para la corrida.

Se corri6 el gel de PCR — ITS con 5uL de muestra en
cada pocillo, utilizando 6uL marcador de peso molecu-
lar de 100 pb Tracklt™ DNA Ladder. El tiempo de co-
rrida fue de 40 minutos a 80 voltios. Para la corrida del
gel ITS — RFLP se emplearon 10uL. de muestra en cada
pocillo, en el siguiente orden: Producto de amplifica-
cion del ITS, Hhal, Haelll, Hinfl. Se utilizaron 6uL de
marcador de peso molecular de 100 pb Tracklt™ DNA
Ladder. El tiempo de corrida fue de 2 horas a 80 voltios.

Secuenciacion del Dominio D1/D2 del gen ribosomal
26S

La secuenciacion del dominio D1/D2 del gen riboso-
mal de la subunidad grande 26S fue llevada a cabo para
identificaciones dudosas. Para la amplificacion del do-
minio D1/D2 se usaron los primers NL1 (5'- GCATAT-
CAATAAGCGGAGGAAAAG-3") y NL4 (5'GGTC-
CGTGTTTCAAGACGG-3"). Las reacciones fueron
llevados a cabo en un termociclador bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial a 94°C por 5 mi-
nutos, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 1 min,
apareamiento a 55°C por 30 seg, y extension a 72°C por
1 min, con una extension final de 10 min a 72°C. Poste-
rior a esto se realizo un gen clean.

Sistema de Purificacion (gen clean)

Se afiadi6 igual volumen de Membrane Binding So-
Iution a la reaccion de PCR. Y se procedié con una
centrifugacion y lavado de la siguiente manera, se in-
sertaron las minicolumnas en tubos de centrifugacion
Eppendorf. Se transfirié el producto PCR preparado a
la minicolumna ensamblada. Se incub6 a temperatura
ambiente por 1 minuto. Se centrifugd a 16000rpm por
1 minuto, se elimino el liquido fluido y se reinserto la
minicolumna en el tubo de centrifugacion Eppendorf.
Se afiadieron 700puL. de Membrane Wash Solution (adi-
cionar etanol), se centrifugd a 16000rpm por 1 minuto,
se elimino el liquido fluido y reinserté la minicolumna
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en el tubo. Se realizé de nuevo el paso 4 con 500uL
de Membrane Wash Solution, se centrifugé esta vez a
16000rpm por 5 minutos. Se vaciaron los tubos y se re-
centrifugaron las columnas ensambladas por 1 minuto
con la tapa de la microcentrifuga abierta para permitir
la evaporacion de etanol residual. Cuidadosamente se
transfirieron las minicolumnas a tubos limpios Eppen-
dorf de centrifuga de 1.5mL. Se afiadieron 50 pL de
agua libre de nucleasas a la minicolumna. Se incubaron
a temperatura ambiente por 1 minuto y se centrifugaron
a 16000rpm por 1 minuto. Se eliminaron las minico-
lumnas y se almaceno el ADN a -20°C. Posterior a este
proceso se enviaron las muestras de ADN a la empresa
Macrogen en Seul (Korea del Norte) para que se reali-
cen las respectivas secuenciaciones.

RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 1. Tamafios de los productos de PCR y fragmentos de restric-
cion obtenidos para los aislados de levaduras.

Longitudes de los Fragmentos de
Restriccidn (bp)

Hhal Haelll Hinfl

Chdigo Especie Pm‘,’,’icm l.ir

CLOCA 12-074 | CO001 Candida

sorbasivorans® AR 150+100 | 220170 200

CLOCA 12-077 | CCOlt
CLOCA 12-081 | CCOLT
CLOCA 12-083 | O
CLOCA 12-086 | CCOZ9
CLOCA 12-090 | CCO38
CLOCA 12-088 | CCO36
CLOCA 12-093 | CC042
CLOCA 12-078 | CCOLZ
CLOCA 12079 | CCOL4
CLOCA 12-080 | CCOLG
CLOCA 12-082 | CCOLE
CLOCA 12-094 | CC043
CLOCA 12-096 | CCO49
CLOCA 12-087 | CCO35

C-'ﬂl'ﬁ.ﬂm'f 370 220+150 am 220+150

Metschnikowia
Puicherrima®

380 200+100 | 290+100 200

Pichia
membranifaciens*

480 200+100 | 380100 | 300+200

Meyverozyma
suilliermondil

500 200 350+100 250

Hanseniaspara

CLOCA 12-089 | CC0O3T
meveri

CLOCA 12-091 | conze
CLUYCA 1207 | Coius
CLQCA 12076 | CCnos | e anyciis 600 420+180 | 320+110 210
CLOCA 12-095 | CCnd6

CLOCA 12-085 | conze
CLOCA 12-092 | CC041
CLOCA 12-084 | conzs
CLQCA, 2013

*Aislados identificados mediante la secuenciacion de la region 26S
del ADNr

750 380 750 340+180

Calactomyces
seatrichum

320 am am 200+120

Fichia manshwrica 400 220+120 | 300+100 200

DISCUSION

Las especies de levaduras pueden ser identificadas y
caracterizadas de acuerdo a varios criterios basados en
la morfologia celular (por ejemplo, modo de division
celular y forma de la espora), fisiologia (por ejemplo,
pruebas de fermentacién y asimilacién) inmunologia
(por ejemplo, inmunofluorescencia), y mediante técni-
cas de biologia molecular (por ejemplo, Filogenia por
ADN ribosomal, reasociacion de ADN, composicion e
hibridaciéon de ADN basal, Cariotipificacion, polimor-
fismos de amplificacion al azar de ADN (RAPD) de las
secuencias del dominio D1/D2 de la subunidad 26S del
rDNA (ADN ribosomal), polimorfismos de longitud del
fragmento de restriccion (RFLP). Los analisis molecu-
lares de secuenciacion se han estado usando creciente-
mente por taxéonomos de levaduras para asi categorizar
especies nuevas (Walker, 2009).

Este trabajo muestra informacion importante sobre la
diversidad de levaduras asociadas a frutos de mora ya
que las levaduras son microorganismos muchas veces
ignorados. Se utilizaron técnicas moleculares para su
identificacion ya que son mas sencillas y mas fiables
que la caracterizacion tradicional. Los datos obtenidos
en este estudio pueden ser utiles para la seleccion de le-
vaduras con caracteristicas deseables para la industria,
considerando importante la evaluacion del potencial
biotecnologico de estos aislados, en futuras investiga-
ciones.

Se eligieron aislados asociados a frutos de mora pro-
venientes de la provincia de Tungurahua. Esta fruta
presenta condiciones optimas de pH y azlicares para el
desarrollo de levaduras. Las levaduras fueron aisladas
luego fermentacion espontanea de los frutos en un me-
dio selectivo.

A partir de 23 cepas aisladas de levaduras, fueron ob-
tenidos 9 perfiles de restriccion diferentes. La tabla 1
contiene las longitudes de los amplificados por PCR —
ITS y de los fragmentos obtenidos después de la diges-
tion con las tres enzimas de restriccion. Cinco de los
9 grupos fueron identificados después de comparar los
fragmentos de los productos de restriccion con la base
de datos de la Coleccion de Levaduras Quito Catolica
(CLQCA). Las especies identificadas para estos gru-
pos fueron, 6 perfiles de restriccion como Meyerozyma
guilliermondii, tres como Hanseniaspora meyeri, tres
como Whickerhamomyces onychis, dos como Galac-
tomyces geotrichum y una como Pichia manshurica.
Para la identificacion de los demas grupos, fue necesa-
ria la secuenciacion del dominio D1/D2 de la subunidad
grande 26S rDNA, ya que no se contaron con patro-
nes similares a los de la base de datos, los resultados
fueron Candida sorbosivorans, Clavispora lusitaneae,
Metschnikowia pulcherrima'y Pichia membranifaciens.
Las especies que presentaron mayor abundancia entre
las cepas estudiadas fueron fueron Meyerozyma gui-
lliermondii (26%), Clavispora lusitaneae (13%), Han-
seniaspora meyeri (13%) y Whickerhamomyces onychis
(13%).

La especie mas dominante fue Meyerozyma guillier-
mondii con 6 aislados obtenidos, la cual estd amplia-
mente distribuida en la naturaleza, los aislados en los
que se basaron los estudios de Kurtzman provinieron
de Argentina, Holanda, México, Italia, Alemania, Fili-
pinas, Israel, Estados Unidos, Brasil. Obteniéndose los
aislados de excrementos de insectos, flores, frutos, lodo
y como patogenos oportunistas en humanos y animales.
Meyerozyma guilliermondii produce la vitamina ribo-
flavina y xilitol. Ambos compuestos son producidos por
otras levaduras también, pero los avances biotecnolo-
gicos pueden darle a Meyerozima guilliermondii una
oportunidad para la produccion industrial de estos com-
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puestos. La riboflavina se utiliza a nivel mundial como
complemento nutricional en humanos y animales. El
xilitol se utiliza como edulcorante sustituto del azicar
especialmente en gomas de mascar.

Tres aislados coincidieron con los perfiles de restric-
cion de Hanseniaspora meyeri, segun Kurtzman, 2011,
Hanseniaspora meyeri se ha aislado principalmente de
habitats naturales (flores, frutas, tallos, raices, tallos en
descomposicion y drosophilidos) en Hawaii y Sudafri-
cay en jugo de uva dafiado en Georgia, Estados Unidos.
Todavia no se conocen sus usos potenciales en biotec-
nologia y es inocuo para animales de sangre caliente y
humanos ya que no es capaz de crecer a 37°C.

Se identificaron tres aislados como Whickerhamomyces
onychis, su habitat principal es incierto. Los aislados
repotados en el libro de Kurtzman, 2011 se han obteni-
do de una ufia humana infectada, polvo, esputo y agua
de mar.

Whickerhamomyces onychis Es una de las pocas leva-
duras que asimila 2,3-butanodiol, un producto de fer-
mentacion bacteriana y puede ser un patdégeno oportu-
nista en humanos (Kurtzman, 2011).

Dos aislados correspondieron al perfil de restriccion
de Galactomyces geotrichum la cual se caracteriza por
crecer en ambientes acidos por ello Kurtzman reporta
que Galactomyces geotrichum se ha encontrado en fru-
tas citricas o en el suelo de huertos de frutos citricos.
Siendo también la responsable de la fermentacion acida
de alimentos y no posee cualidades patdgenas ya que es
incapaz de crecer a 37°C

Un perfil de restriccion se asocid a Pichia manshurica la
cual es una levadura comiin en fermentaciones espon-
taneas, comunmente se la encuentra en material vegetal
en descomposicion.

Los cuatro perfiles de restriccion restantes se enviaron a
secuenciar a la empresa Macrogen en Korea del Sur ya
que no presentaron similitud con los de la base de datos
de la CLQCA. Los resultados obtenidos se presentan en
la tabla 2. Las secuencias obtenidas fueron utilizadas
para realizar la busqueda de otras similares en la base
de datos del genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),
utilizando el programa blastn.

Tres aislados correspondieron a Clavispora lusitaniae,
la cual segiin Kurtzman, 2011, se ha aislado original-
mente de varios sustratos como especimenes clinicos de
Noruega, Holanda y Finlandia. Del tracto digestivo de
un cerdo en Portugal, de leche de vaca con mastitis en
Grecia, de excrementos de Cuervo y jugo de citricos en
Israel, en raices de cactus, en tejido necrotico de cactus,
en agave, en los efluentes de una destileria de tequi-
la, en moscas de la fruta, en México. En los efluentes

de una fabrica de chocolates en Canada. Su ecologia
no esta bien definida ya que tiene gran variedad de ha-
bitats, en su mayoria se han encontrado en plantas de
cactus o agave sin ser considerada cactofilica. No es un
patoégeno verdadero pero ha sido reconocido como un
organismo infeccioso oportunista aislado de pacientes
con deficiencias inmunitarias.

Dos de ellos correspondieron a Metschnikowia pulche-
rrima de la cual Kurtzman, 2011 describe que se han
aislado de uvas, cerezas, ciruelas, mosca de la fruta en
Canada, de flores gloria de la mafiana en la isla Gran
Caiman y de frutas y flores de desecho en California.
Se encuentran normalmente en estructuras ricas en nu-
trientes en plantas como en frutos los cuales también
sirven de alimento para insectos. Actualmente se la ha
estado utilizando en agricultura como un agente de bio-
control contra putrefaccion de manzana. La levadura
aparentemente tiene un amplio espectro de actividad
killer afectando al hongo azul (Penicillum sp)y Botrytis
sp. Se ha demostrado que la pulcherrimina (pigmento
difusible rosa pardo que se puede observar cuando se
cultiva a la levadura en agar) de las especies de Met-
schnikowia inhibe el crecimiento de Botrytis cinerea
como también el de otros hongos, levaduras y bacterias
que se encuentran en las fermentaciones de vinos. La
inhibicién se debe al secuestro de iones de hierro de
las especies objetivo, dado que Metschnikowia excre-
ta un precursor soluble, el cual al combinarse con los
iones férricos forma el caracteristico pigmento marrén
insoluble. Clinicamente se la asocia como un patdégeno
oportunista en humanos.

Se identifico un aislado como Candida sorbosivorans,
la cual segan Kurtzman, 2011, se estudi6 de un cultivo
proveniente del estomago de un abejorro, otro prove-
niente de esputo (Holanda), del pico de una golondrina
de mar muerta (Finlandia), de una bebida de zarzaparri-
lla negra (Ribes nigrum) (Holanda), en pulpas de frutas
congeladas provenientes de Brasil, de un escarabajo
(Aetina concolor) de flores gloria de la mafiana (/po-
moeae cairica) provenientes de Hawaii. Se han aislado
las especies de fermentaciones industriales en donde el
sorbitol era convertido en sorbosa. Estudiada la cepa
aislada del sorbitol industrial, se examiné su crecimien-
to en glucosa, L-sorbosa y sorbitol, C. sorbosivorans
mostré un rapido crecimiento en sorbitol. Aun no se
encuentran usos biotecnoldgicos pero en agricultura y
alimentos se ha reportado la existencia de esta especie
en frutas frescas y pulpas congeladas siendo C. sorbo-
sivorans el cultivo predominante aislado. Capaz de hi-
drolizar proteinas y pectinas.

Dos aislados se identificaron como Pichia membrani-
faciens la cual segun Kurtzman, 2011 se aislo original-
mente de frutas, vinos y cervezas en un estudio levado
a cabo en Holanda e Italia. Pichia membranifaciens se
encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza y a
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menudo encontrada en putrefacciones de frutas de de-
secho y bebidas fermentadas. Se lo puede considerar
un organismo descomponedor de alimentos. No crece a
37°C y por tanto carece de importancia clinica.

CONCLUSIONES

De los 23 aislados se obtuvieron 9 genotipos distintos,
los cuales demuestran gran biodiversidad de levaduras
asociadas a frutos de mora.

De los 9 perfiles de restriccion, 5 fueron identificados
mediante RFLP y 4 mediante la secuenciacion parcial
del gen ribosomal 26S.

Los datos obtenidos en este estudio pueden ser ttiles
para la seleccion de levaduras con caracteristicas desea-
bles para la industria, considerando importante la eva-
luacion del potencial biotecnologico de estos aislados,
en futuras investigaciones.

REFERENCIAS

Carrillo L., Audisio M., Bejarano N., Gémez S., Ancansi G.,
Benitez M., 2007. Manual de Microbiologia de los Alimentos.
Argentina. Asociacion Cooperadora de la Facultad de Cien-
cias Agrarias UNJU, San Salvador de Jujuy. Pag. 40 —43.
Deék T., Chen J., Beuchat L., 2000. Molecular Characteriza-
tion of Yarrowia lypolitica and Candida zeylanoides isolated

from poultry. Applied and Environmental Microbiology 66,
pp. 4340-4344.

Deak T., Beuchat L., 1996. Handbook of Food Spoilage
Yeasts. CRC Press Boca Raton, USA.

Dlauchy D., Tornay-Lehoczki J., Péter, G., 1999. Restriction
enzyme analysis of PCR amplified rDNA as a taxonomic tool
in yeast identification. Systematic and Applied Microbiology.
INSTRUCTIVO POES BIOLOGIA MOLECULAR, 2009
CNIB-M-003-11, 12, 16, 18, I9 Pp. 1-14

Kurtzman C., Fell J., Boekhout T., 2011. The Yeasts: a Taxo-
nomic Study. Fifth Edition Elsevier. USA. Pp. 417-418, 425-
426, 622-624, 697-698,911-912.

Lopez W., Ramirez M., Mambuscay L., Osorio E., 2010. Di-
versidad de Levaduras Asociadas a Chichas de Colombia. Re-
vista Colombiana de Biotecnologia Vol. XII No. 2 Diciembre
Pag.176-186.

Tornai-Lehoczki J., Dlauchy, D., 1996. An Opportunity to
distinguish species of Saccharomyces sensu stricto by elec-
trophoretic separation of the larger chromosomes. Letters in
Applied Microbiology 23, pp. 227-230.

Vasdinyei R., Deak T., 2003. Characterization of yeast isola-
tes originated from Hungarian dairy products using traditional
and molecular identification techniques. 23rd. International
Specialised Symposium on Yeasts, Budapest, Hungary. Abstr.
Pp.: 215.

Walker G., 2009. Yeasts. En: M. Schaechter, ed. Desk Ency-
clopedia of Microbiology. 2nd. ed. London: Elsevier/Acade-
mic Press. pp. 1174-1187.

Alimentos, Ciencia e Ingenieria

25



26

PRODUCCION DE ABONO ORGANICO A PARTIR DE RESIDUOS
DE CANA DE AZUCAR Y AZOLLA CON LA APLICACION
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RESUMEN

Se estudiaron 12 tratamientos con el fin de determinar la posibilidad de convertir residuos de cafia de azlicar, azolla
y la aplicacion de microorganismos eficientes, en un abono organico de buena calidad. Para ello se evaluaron seis
combinaciones de bagazo, azolla, suelo y dos tipos diferentes de microorganismos eficientes (b0: Marca Comer-
cial-EMe1; bl: microorganismos atrapados de forma casera). Cada tratamiento fue evaluado en campo utilizando
un disefio A*B. Como variables de respuesta se estudio el contenido de materia organica, carbono, nitrogeno y
relacion carbono/nitrogeno. El mejor tratamiento fue a2bl (60% de bagazo, 0% de azolla, 40% de suelo y mi-
croorganismos atrapados de forma casera), el cual con un nivel de confianza del 95% supero6 de forma significativa
(P<0,05) a los testigos a0b0 (0% de bagazo, 0% de azolla, 40% de suelo y microorganismos comerciales EMe1) y
a0b1 (0% de bagazo, 0% de azolla, 40% de suelo y microorganismos atrapados de forma casera), mostrando un pH
de 7.23, una humedad de 57.87%, una relacion carbono/nitrégeno de 18:1 y un 17.6 % de materia orgénica, siendo
su costo de obtencion: 0.52 USD/Kg.

Palabras clave: abono organico, cafia de azucar, azolla, EMs, relacion carbono/nitrogeno.

ABSTRACT

12 treatments were studied in order to determine the feasibility of converting sugar cane waste, azolla and the
application of effective microorganisms in good quality organic fertilizer. For the preparation of fertilizers, six
combinations of bagasse, azolla, soil and two different types of effective microorganisms (b0: Comercial brand-
EMe1; bl: microorganisms trapped at home) were evaluated. Each treatment was evaluated in field using a design
A*B. As response variables, organic matter content, total carbon, nitrogen, and carbon/nitrogen ratio were studied.
The best treatment was a2b1 (60% bagasse, 0% azolla, 40% of soil and microorganisms trapped at home) which
with a confidence level of 95% exceeded significantly (P < 0.05) to a0Ob0 controls (0% of bagasse, 0% of azolla,
40% soil and commercial microorganisms EMe1) and aOb1 (0% of bagasse, 0% of azolla, 40% soil and microorga-
nisms trapped at home), because it showed a pH of 7.23, a moisture content of 57.87% , the carbon/nitrogen ratio
was 18:1 and a total organic content of 17.6%; being its developing cost of 0.52 USD/Kg.

Keywords: organic fertilizer, sugar cane, azolla, EMs, organic matter, carbon/nitrogen ratio.
INTRODUCCION

Un abono orgénico de buenas caracteristicas debe po-
seer un color obscuro indicativo de que existe de una
buena cantidad de materia organica, gran diversidad de
microorganismos y nutrientes disponibles para que las
plantas puedan asimilarlos. Los abonos organicos ade-
mas de proteger el suelo, garantizan una alimentacién
mas sana por la disminucion del uso de pesticidas y
abonos quimicos.

El compostaje es una alternativa para que los desechos
agroindustriales sean transformados en materiales 1ti-
les que pueden ser reincorporados al suelo.

En procesos de obtencion del azlicar de cafia, se genera
el bagazo que se obtiene en la molienda. Por lo gene-
ral se recicla para la produccion industrial de tableros
y también como alimento para el ganado. También du-
rante el proceso de recoleccion y procesado se generan
residuos provenientes de las hojas y las puntas de las
cafias que suponen el 20% de la cafia (Moreno et al,
2008).

El bagazo de cafia sufre una lenta degradacion por lo
que para acelerar el proceso en esta investigacion se
busca complementar con microorganismos eficientes.
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Azolla-Anabaena es un recurso natural promisorio del
Ecuador y que se ha probado como excelente fertilizan-
te alternativo para el arroz. La Secretaria Nacional de
Educacion, Ciencia, Tecnologia e Innovacion (Senes-
cyt) se encuentra promoviendo su utilizacion en otras
aéreas y en otro tipo de cultivos (Montafio, 2009).

Los microorganismos eficientes son una mezcla de mi-
croorganismos benéficos que pueden aplicarse como
in6culo para incrementar la diversidad microbiana de
los suelos, aumentando la calidad y la salud de los mis-
mos, asi como el crecimiento y el rendimiento de los
cultivos (Red de Agricultura Natural de la Region Asia
/ Pacifico (APNAN), 2004).

El principal objetivo de esta investigacion fue: determi-
nar la mejor formulacidn y proceso y para la obtencién
de un abono organico a partir de residuos de cafia y es-
timar el costo beneficio.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Residuos de cafia de azucar picados en trozos de 4 +
2 cm, recolectados en el cantén Bafios de Agua Santa,
azolla, microorganismos eficientes comerciales EMe1,
rumen bovino y suelo empobrecido proveniente del Ca-
serio San Vicente del Canton Quero de la provincia de
Tungurahua.

Métodos
Aplicacion de los tratamientos

Tabla N° 1 Dosificacion en kg de los tratamientos aplicados en la
obtencion del abono organico.

Tratamientos

a0b0 | 0 kg de bagazo, 0 kg de azolla, 6 kg de suelo + Marca
Comercial (EMe«1Microorganismos eficaces).

a0bl | 0 kg de bagazo, 0 kg de azolla, 6 kg de suelo + Microor-
ganismos atrapados del rumen.

alb0 | 0 kg de bagazo, 3.6 kg de azolla, 2.4 kg de suelo + Marca
Comercial (EMe«1Microorganismos eficaces).

albl | 0 kg de bagazo, 3.6 kg de azolla, 2.4 kg de suelo + Mi-
croorganismos atrapados del rumen.

a2b0 | 3.6 kg de bagazo, 0 kg de azolla, 2.4 kg de suelo + Marca
Comercial (EMe«1Microorganismos eficaces).

a2bl | 3.6 kg de bagazo, 0 kg de azolla, 2.4 kg de suelo + Mi-
croorganismos atrapados del rumen.

a3b0 | 1.8 kg de bagazo, 1.8 kg de azolla, 2.4 kg de suelo + Mar-
ca Comercial (EM¢1Microorganismos eficaces).

a3bl | 1.8 kg de bagazo, 1.8 kg de azolla, 2.4 kg de suelo +
Microorganismos atrapados del rumen.

a4b0 | 2.7 kg de bagazo, 0.9 kg de azolla, 2.4 kg de suelo + Mar-
ca Comercial (EM¢1Microorganismos eficaces).

ad4bl | 2.7 kg de bagazo, 0.9 kg de azolla, 2.4 kg de suelo +
Microorganismos atrapados del rumen.

a5b0 | 0.9 kg de bagazo, 2.7 kg de azolla, 2.4 kg de suelo + Mar-
ca Comercial (EM+1Microorganismos eficaces).

asSbl | 0.9 kg de bagazo, 2.7 kg de azolla, 2.4 kg de suelo +
Microorganismos atrapados del rumen.

Se peso cada uno de los materiales segun correspondian
a las formulaciones de los tratamientos utilizando una
balanza digital colgante, como se observa en la tabla
N°1. Las muestras se removieron y colocaron en bal-
des limpios que se sellaron herméticamente para evitar
la entrada de oxigeno disponiendo de una manguera de
desfogue conectada a una botella con agua.

Determinacion del niimero de Ufc de los EM’s.

Se prepararon diluciones con agua potable estéril en el
caso de los microorganismos comerciales se realiz6 una
diluciéon de 1x105 y de los microorganismos del rumen
bovino de 1x108 y se sembraron 0.5 ul en medio nutri-
tivo estéril, se incubaron los microorganismos comer-
ciales a 28°C y los del rumen a 39°C.

Después del periodo de incubacion se contaron las pla-
cas y se determind el numero de ufc y se aplic6 a los tra-
tamientos correspondientes en la misma concentracion.

Temperatura

Se colocd una termocupla a unos 20 cm de profundidad
en cada tratamiento y una vez estabilizada la lectura se
tomo la temperatura, esta medicion se realizo en situ.

Medicion de pH

Se pesardén 10 gr de muestra y se mezclarén con 50 ml
de agua destilada (relacion 1:5, p:v) manteniendo en
agitacion; una vez estabilizada la lectura se midio el pH
usando un peachimetro marca HANNA HI 9126.

Humedad

Se determindé por gravimetria mediante el método
APHA, cuantificando la pérdida de peso de 10 gr de
muestra después de secarla en estufa a 105°C durante
24 horas.

Cenizas, sustancia organica

Luego de la determinacion de humedad las muestras se
llevaron a calcinacion en la mufla de 430 a 450°C du-
rante dos horas. Se dejaron enfriar las muestras en un
desecador y se pesaron (Método APHA, 2000).

Carbono organico total

Se realizd una determinacion fotométrica (Método
APHA, 2000), para lo cual se utiliz6 potasio dicromato
(5%), acido sulftirico (concentrado), cloruro de bario
(solucion: 4 gr de BaCl2.2H20, aforando a 1000 ml
con agua destilada), glucosa estandar, equivalente a 5
% de carbono organico (se peso6 12.5 gr de glucosa seca
y aford a 100 ml con agua destilada).

Nitrogeno total
Las muestras fueron analizadas en el Laboratorio LAB-
CESTTA segun el método kjedahl.

Relaciéon carbono/nitrégeno
Se hallé dividiendo el contenido de nitrégeno para el
contenido de carbono de cada tratamiento.
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Macro y micro nutrientes del mejor tratamiento
Se determiné P, K, Ca, Mg, Fe, Zn, Mn y Cu en el La-
boratorio LABCESTTA.

Prueba de germinacion

Como un ensayo adicional, una vez terminado el proce-
so de descomposicion, se colocé el abono organico en
bandejas plésticas y se sembrd 20 semillas de lechuga
en cada una. Luego de ocho dias se determind el por-
centaje de germinacion en cada bandeja.

RESULTADOS Y DISCUSION
Seguimiento de la Temperatura durante el proceso de
descomposicion.

Durante el proceso de descomposiciéon pasé de tem-
peratura ambiente (14 a 25°C) a temperaturas de hasta
65°C dependiendo de la composicién de cada trata-
miento, debido al uso de microorganismos eficientes y
a la cantidad de residuos de cafia de azucar, que con-
juntamente actian favoreciendo la descomposicion y
el enriquecimiento del suelo. Los tratamientos que pre-
sentaron un menor incremento de la temperatura fueron
el aOb0 (0% de bagazo, 0% de azolla, 40% de suelo
y microorganismos comerciales EM+1) y aOb1l (0% de
bagazo, 0% de azolla, 40% de suelo y microorganismos
atrapados de forma casera), tomados como testigos ya
que tenian solo suelo con muy poca cantidad de materia
organica que pudieran descomponer los microorganis-
mos. El tratamiento que alcanz6 la temperatura mas alta
fue a2bl (60% de bagazo, 0% de azolla, 40% de suelo y
microorganismos atrapados de forma casera), ver figura
Ne 1.
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Figura N°1 Temperatura promedio de tres réplicas, medida durante el
proceso de descomposicion de la mezcla de cada tratamiento.

Control del pH durante el proceso de
descomposicion

La figura N° 2 muestra los resultados promedios de pH
desde el valor inicial que corresponde a los tratamientos
sin incorporar todavia los microorganismos eficientes;
y desde la semana 1, ya inoculados los microorganis-
mos eficientes su evolucion durante las ocho semanas

que se mantuvo en descomposicion. Los pH de cada
uno de los tratamientos atravesaron tres fases diferen-
tes que fueron: la fase mesdfila inicial con un pH aci-
do, la fase mesofila-termofila con pH basico y la fase
termofila-mesofila donde retorna a neutro o ligeramente
alcalino, debido a la formacién de acidos orgénicos que
lo van modificando.
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Figura N°2 pH promedio de tres réplicas, medida durante el proceso
de descomposicion de la mezcla de cada tratamiento.

Control de la Humedad durante el proceso de des-
composicion

Como se muestra en la figura N°3 se tratdo de que la
humedad de los tratamientos se mantenga entre el 50 y
70%, ya que si se presentaba un descenso en la cantidad
de agua, la actividad de los microorganismos podia dis-
minuir, y si habia un exceso de humedad el agua podia
obstaculizar el paso del aire por los poros del abono
organico y la salida de gases (Gordillo et al., 2011).
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Figura N°3 Humedad promedio de tres réplicas, medida durante el
proceso de descomposicion de la mezcla de cada tratamiento.
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Los tratamientos en los que la disminucion de la hume-
dad fue considerable son el aOb0 (0% de bagazo, 0% de
azolla, 40% de suelo y microorganismos comerciales
EMe-1) y el a0b1 (0% de bagazo, 0% de azolla, 40% de
suelo y microorganismos atrapados de forma casera),
ya que era suelo que carecia de materia orgdnica y con
el aumento de la temperatura ambiental esta se evapo-
raba rapidamente.

Contenido de Materia Organica

El porcentaje de materia organica durante el proceso
de elaboracion del abono fue disminuyendo conforme
aumentaba el tiempo de descomposicion figura N°4. Es
importante sefialar que el rendimiento de un sistema de
compostaje se encuentra entre 30 y 50%, valores bajos,
sefialan un buen proceso de degradacion (CORPOICA,
2007).
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Figura N°4 Materia organica promedio, medida durante el proceso
de descomposicion.
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Figura N°5 Interaccion e intervalos Tukey HSD al 95 % para el Tipo
de microorganismos y el Tipo y cantidad de sustrato en base a Materia
organica.

En la figura N° 5 se observa que el mejor tratamiento
en cuanto a cantidad de materia orgénica se obtuvo con
el nivel a2 que corresponde a 60% de residuos de cafia,
0% de azolla y 40% de suelo que al final del proceso
tuvo une media de 20.0375%. En base al tipo de mi-
croorganismo no se encuentra una diferencia significa-
tiva entre los del rumen bovino y los comerciales pero
si se observa una interaccion entre sus factores.

Contenido de Carbono Organico Total

El carbono es una fuente de energia para los microor-
ganismos. El abono organico que se elabord tiene una
gran cantidad de carbono por los residuos de cafia de
azucar que lo componen pero al ser un biopolimero
complejo su digestion es mas lenta y dificil. Es por esto
que se colocaron microorganismos celuliticos prove-
nientes del rumen bovino, que son capaces de metabo-
lizar este tipo de celulosa y utilizarla como fuente de
energia. Tomando en cuenta que la naturaleza quimica
de los residuos orgénicos determina la clase de organis-
mos activos durante el proceso de descomposicion de la
materia organica (Pérez et al, 2011), se busco acelerar el
proceso de degradacion de la celulosa con los microor-
ganismos comerciales y compararlos con los del rumen.
En la Figura N°6 se observan los porcentajes promedio
de carbono entre réplicas los mismos que al inicio as-
cienden para luego contenerse.
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Figura N°6 Carbono promedio entre réplicas del abono organico.

En cuanto a contenido de carbono, el mejor nivel es el
a2 (60% de residuos de cafia, 0% de azolla y 40% de
suelo) y el bl que corresponde a los microorganismos
atrapados del rumen, que mostr6 un 3.821% de carbo-
no, como se observa en la figura N°7.
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Figura N°7 Interaccion e intervalos Tukey HSD al 95 % para el Tipo
de microorganismos y el Tipo y cantidad de sustrato en base a Car-
bono.
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Contenido de Nitrogeno Total

Se determiné el contenido de nitrogeno total en cada
tratamiento tomando en cuenta que es uno de los fac-
tores mas importantes (Cifuentes et al., 2011) para la
sintesis proteica. El nitrégeno en este proceso lo aportd
la azolla donde el mejor tratamiento fue el a5bl (15%
bagazo, 45% azolla, 40% suelo y microorganismos
atrapados del rumen) (figura N°8, Figura N°9) mismo
que alcanzo6 0.28% de nitrogeno.
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Figura N°8 Nitrogeno promedio entre réplicas del abono orgéanico.
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Figura N°9 Interaccion e intervalos Tukey HSD al 95 % para el Tipo
de microorganismos y el Tipo y cantidad de sustrato en base a Ni-
trégeno.

Relacion Carbono/Nitrogeno

En la prueba de Tukey para la relacion carbono/nitro-
geno, los mejores tratamientos para este parametro son
a2bl (60% de residuos de cafia, 0% de azolla y 40% de
suelo y microorganismos atrapados del rumen) y a2b0
(60% de residuos de cafia, 0% de azolla y 40% de sue-
lo y microorganismos comerciales) existiendo interac-
cion entre los factores y mostrando relaciones 18:1 al
final del proceso como se muestra en las figuras N°10
y N°11.
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Figura N°10: Relacion C/N promedio entre réplicas del abono orga-
nico.
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Figura N°11 Interaccion e intervalos Tukey HSD al 95 % para el Tipo
de microorganismos y el Tipo y cantidad de sustrato en base a la rela-
cion Carbono/Nitrogeno.

Macro y Micro nutrientes del mejor tratamiento

Al analizar el contenido de macro y micronutrientes del
tratamiento a2bl se encuentran C,N,P que son funda-
mentales para el desarrollo microbiano. El carbono es
necesario para la formacion del protoplasma, se oxida
para producir energia y anhidrido carbénico. El nitro-
geno es esencial para la reproduccion debido a la na-
turaleza proteica del protoplasma. El fosforo es funda-
mental en la formaciéon de compuestos celulares. Los
micronutrientes son muy importantes en la sintesis de
las enzimas, en el metabolismo y en los mecanismos de
transporte intra y extracelulares (Moreno, 2008).

Tabla N° 2 Anlisis de macro y micro nutrientes del mejor tratamiento
a2bl.

Parametros Unidad Resultado
Hierro mg/kg 10471,45
Cobre mg/kg 8,31

Manganeso mg/kg 131,36

Zinc mg/kg 22,29
Foésforo mg/kg 599,82
Potasio mg/kg 1020,15
Calcio mg/kg 3528,4
Magnesio mg/kg 6510,6

Fuente: LABCESTTA, 2014.
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La deficiencia de cobre produce manchas clordticas,
pero también puede ser toxico en niveles elevados por
lo que nivel maximo permitido es de 70 ppm. Al igual
que la falta de zinc afecta a las hojas jovenes de la plan-
ta y tiene un nivel maximo permitido es de 200 ppm
(Soto et al, 2003). La siguiente tabla muestra el conte-
nido de macro y micro nutrientes del tratamiento a2bl
(60% de residuos de cafa, 0% de azolla y 40% de suelo
y microorganismos atrapados del rumen).

Prueba de Germinacion

Si el porcentaje de germinacion es mayor o igual al 80%
significa que el compost presenta una baja o nula fito-
toxicidad (Pérez et al., 2011). Durante la germinacion
se determind que el mayor indice se encontr6 en los
tratamientos albl (0% bagazo, 60% azolla, 40% suelo
y microorganismos atrapados del rumen), a2bl (60%
bagazo, 0% azolla, 40% suelo y microorganismos atra-
pados del rumen), adb1 (45% bagazo, 15% azolla, 40%
suelo y microorganismos atrapados del rumen) y aSb1
(15% bagazo, 45% azolla, 40% suelo y microorganis-
mos atrapados del rumen) todos ellos obtenidos con el
uso de rumen bovino.

Tabla N° 3 Porcentajes de germinacion promedio de lechuga.

Tratamientos % de Germinacion
a0b0 0
a0bl 0
alb0 55
albl 95
a2b0 10
a2bl 93
a3b0 88
a3bl 80
a4b0 60
adbl 95
a5b0 68
a5bl 90

CONCLUSIONES

Los residuos de cafa de azlcar, la azolla fueron facil-
mente descompuestos y convertidos en compost en un
lapso de 8 semanas de iniciado el proceso con la ayu-
da de microorganismos eficientes, creando las mejores
condiciones y cuidando el proceso.

Se elaboraron pilas de 6 kg para cada tratamiento y se
colocaron para su descomposicion en baldes sellados
creando las condiciones adecuadas para los microorga-
nismos eficientes; durante las ocho semanas que durd
el proceso se controld temperatura, pH, humedad y se
midié materia organica, carbono, nitrégeno y relacion
carbono/nitrogeno.

La mayoria de tratamientos donde se utilizaron dife-
rentes dosificaciones de sustratos presentaron niveles
aceptables con respecto a materia organica y relacion
carbono/nitrogeno asi como en la prueba de germina-

cion, generando una nueva opcion de abono organico
para uso agricola.

Para las respuestas experimentales cantidad de materia
orgénica y carbono total el mejor tratamiento fue a2bl
(60% de bagazo, 0% azolla, 40% de suelo y microor-
ganismos atrapados), para nitrégeno el mejor fue aSbl
(15% bagazo, 45% azolla, 40% suelo y microorganis-
mos atrapados) y para la relacion carbono/nitrogeno el
factor a2 (60% de bagazo, 0% azolla, 40% de suelo) fue
el mejor, pero no hubo diferencia significativa en los
niveles del factor b (b0: microorganismos comerciales;
b1: microorganismos atrapados).

El contenido de nutrientes del mejor tratamiento es:
Materia organica 17.6%; C 3.82%; N 0.21%; C/N 18:1;
Fe 10471,45 mg/kg; Cu 8,31 mg/kg; Mn 131,36 mg/kg;
Zc 22,29 mg/kg; P 599,82 mg/kg; K 1020,15 mg/kg; Ca
3528,4 mg/kg; Mg 6510,6 mg/kg.

Los tratamientos en que se empled microorganismos de
rumen bovino presentaron porcentajes de germinacion
mas altos que en los que se emplearon microorganismos
comerciales, por el grado de madurez alcanzado y la
disponibilidad de nutrientes en el abono.

El costo de elaborar el tratamiento a2b1 (60% de baga-
70, 0% azolla, 40% de suelo y microorganismos atra-
pados) fue de 0.52 USD/Kg para lo cual se realizé6 un
analisis de precios unitarios de todo el proceso.
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RESUMEN

Los biofertilizantes tienen como principio activo microorganismos con la capacidad de influenciar positivamen-
te el crecimiento de las plantas, como es el caso del género Azospirillum. Para integrar la bacteria al cultivo, es
necesario un medio que le brinde proteccion y los requerimientos necesarios que la mantengan viable desde el
momento de la produccion del biofertilizante hasta su aplicacion en campo, por lo cual se realiz6 la evaluacion de
soportes solidos y liquidos, para la produccion de un biofertilizante a base de la cepa C2-Bolivar de Azospirillum
spp. aplicable al cultivo de maiz.

Los soportes solidos empleados fueron: Turba de Chimborazo, Mezcla (Turba de Chimborazo + 1% CaCO3 + 3%
raiz de maiz), Turba con vermiculita, Humus de lombriz, Zeolita y Perlas de alginato, mientras que los soportes
liquidos estuvieron conformados por soluciones de: Carboximetilcelulosa, Medio acido malico-rojo congo, Caldo
nutritivo, Medio NFB, Melaza y solucion aproximada a un biofertilizante comercial. Se evaluaron doce trata-
mientos, los cuales estuvieron constituidos por los seis soportes solidos y seis liquidos, inoculados con la cepa
C2-Bolivar de Azospirillum spp. se almacenaron a temperatura ambiente durante 180 dias, en fundas de aluminio
polietileno selladas, con 30 ml del producto cada una.

De acuerdo al analisis estadistico, a los 180 dias de almacenamiento, el soporte solido que mantiene mayor con-
centracion bacteriana es t3: turba con vermiculita, con 5.52x108 UFC.g-1. Con respecto al soporte liquido, el
tratamiento con mayor poblacion bacteriana es t11: Solucion de melaza al 2%, con una concentracion de 3.86x108
UFC.ml-1. Un factor determinante, para la seleccion del mejor soporte, fue el costo de produccion, es asi que, se
descartd la turba con vermiculita, a pesar de ser en la que se alcanzd una mayor concentracion bacteriana, puesto
que, el costo de produccion de 30 ml de biofertilizante fue de 2.11 doélares, y se eligi6 como mejor soporte solido
a las perlas de alginato con un costo de produccion de 1.63 délares y alternativamente a la mezcla (T. Chimborazo
+ 1% CaCO3 + 3% raiz de maiz) con un costo de produccion de 1.65 dolares. Como soporte liquido se seleccio-
no a la solucion de melaza al 2%, con un costo de produccion de 1.10 dolares la funda de 30 ml de producto. En
cuanto al pH y porcentaje de materia organica en los tratamientos seleccionados, no existe un cambio altamente
significativo durante el almacenamiento.

Palabras clave: Biofertilizante, Azospirillum spp., soportes solidos y liquidos, almacenamiento, concentracion
bacteriana.

SUMMARY

The biofertilizers have microorganisms as active ingredients with the capacity to influence the growth of plants
positively, for instance the genus Azospirillum. To integrate the bacteria to the crop, it is necessary to use a media
that offers it protection and the requirements that maintain it viable from the biofertilizer preparation until their
application in the field. That is why two supports solids and liquids were assessed in order to prepare a biofertilizer
based on Azospirillum spp. to apply to the corn crop.

The solid supports used were: Peat from Chimborazo, Mixture (peat from Chimborazo + 1% CaCO3 + 3% corn
roots), Peat with vermiculite, Worm humus, Zeolite and Alginate pearls, while the liquid supports were solutions
of: Carboxymethylcellulose, Congo red-malic acid media, Nutrient broth, NFB media, molasses and a solution
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similar to a commercial biofertilizer. Twelve treatments were evaluated, the six solid supports and the six liquid
supports, inoculated with a strain C2-Bolivar of Azospirillum spp. and they were stored at air temperature during
180 days within aluminum polyethylene bags containing each 30 ml.

According to statistical analysis, at 180 days of storage, the solid support that maintains greater bacterial con-
centration was t3: peat with vermiculite, with 5.52 x108 UFC.g-1. In the liquid support, the treatment with more
bacterial population is t11: solution of molasses 2%, with a concentration of 3.86x108 UFC.ml-1. The cost of the
treatments was a very important factor, because of this peat with vermiculite was discarded, although the bacterial
concentration was high but the cost of 30 ml of biofertilizer was 2.11 dollars. The best solid support was alginate
pearls with a production cost of 1.63 dollars and also the mixture peat from Chimborazo + 1% CaCO3 + 3% corn
roots) with a production cost of 1.65 dollars. Among liquid supports there were selected the solution of molasses
2%, with a production cost of 1.10 dollars. About the pH parameter as well as the percentage of organic matter

Vol. 22 (1) 2013

there were no significant change during the storage.

Keywords: Biofertilizer, Azospirillum spp., solid and liquid support, storage, bacterial concentration.

INTRODUCCION

Uno de los retos mas importantes para la agricultura
es reducir el empleo de fertilizantes nitrogenados y el
costo econdmico, sin que se afecte la productividad del
cultivo. Los biofertilizantes representan una alternativa
real para alcanzar estos objetivos (Saura G., 2000).

Una de las bacterias promotoras de crecimiento mas
empleadas a nivel mundial, para la produccién de bio-
fertilizantes es Azospirillum por su capacidad de pro-
ducir auxinas, citocininas y giberelinas, el mecanismo
analizado con mayor amplitud ha sido la produccion de
auxinas, especialmente la del acido indolacético (AIA)
que puede modificar el contenido de fitohormonas de
las plantas conduciendo a la estimulaciéon del creci-
miento de las mismas (Thuler D. et al., 2003). Actual-
mente, existen en el mercado mundial, inoculantes de
Azospirillum en soporte de vermiculita, que se venden
en Italia y Azospirillum lipoferum microgranulado, re-
gistrado en Francia (Saura G., 2000). El principal obsta-
culo es que el suelo es heterogéneo y tiene un ambiente
imprevisible. Los inoculantes bacterianos tienen que
competir con la microflora nativa que esta mas adap-
tada a las diferentes condiciones del suelo (Bashan Y.,
1998). La falta de tecnologias accesibles para los pe-
queos agricultores maiceros de la sierra ecuatoriana,
ha acentuado la pobreza del sector rural, provocando
que abandonen el campo poniendo en peligro la seguri-
dad alimentaria de ésta region (Yanez C. et al., 2003).
Dicha problematica impulsé al Programa de Maiz del
INIAP-EESC, a desarrollar la caracterizaciéon y se-
leccion de la bacteria diazotrdfica Azospirillum spp.,
asociada con el maiz de altura, de donde se obtuvieron
nueve cepas de Azospirillum spp. caracterizadas fenoti-
picamente (Espinoza L., 2004), cuya eficiencia fue eva-
luada en campo, utilizando como medio transportador
la Turba de Chimborazo, en la cual, se evalud la sobre-
vivencia de la bacteria por un mes de almacenamiento
en condiciones de laboratorio(Yéanez C. et al., 2003),
mientras que de acuerdo al SENASA (Servicio Nacio-
nal de Sanidad Agraria, Argentina) el tiempo promedio
de almacenamiento es de seis meses para soportes de
turba (Perticari A., 2006). En la actualidad, la distribu-
cion del biofertilizante a base de cepas nativas de Azos-
pirillum, no es posible, puesto que, no se han evaluado

soportes a nivel nacional que garanticen al agricultor la
efectividad de la bacteria al momento de ser inoculada
en campo, ademas el mercado exige que los inoculantes
sean tan baratos como sea posible, el costo de desarro-
Ilar un nuevo material inoculante rapidamente mueve el
precio fuera del rango de su uso practico en agricultura,
especialmente en paises en desarrollo (Diaz A. y Mayek
N., 2008) por tal motivo es indispensable la evaluacion
de soportes so6lidos y liquidos para la produccion de un
biofertilizante a base de Azospirillum spp. que se en-
cuentre al alcance del productor de maiz de la sierra
ecuatoriana.

MATERIALES Y METODOS

Reactivacion y purificacion de cepas liofilizadas.
Para la reactivacion se colocoé 1 ml de peptona al 1%,
en el tubo eppendorf que contenia a la cepa C2-Bolivar
liofilizada, se agité hasta homogenizar la mezcla y se
inocul6 50 pl en cajas petri con medio Acido Malico —
Rojo Congo so6lido, mediante la técnica de dispersion
en placa, luego se incubd a 32°C por 7 dias, tiempo en
el cual se observaron colonias de Azospirillum spp. de
color rojo escarlata intenso, dichas colonias se aislaron
mediante estriado compuesto en cajas Petri con medio
Acido Malico — Rojo Congo sélido, para finalmente in-
cubarlas por 7 dias a 32°C y obtener colonias puras de
la bacteria.

Reactivacion de la cepa a partir de raices de maiz
Previamente se pregerminaron las semillas de maiz
INIAP 101 desinfectadas, dentro de cajas Petri con pa-
pel toalla estéril y se incubaron a 25°C durante 3 dias y
se sembraron en sustrato estéril.

Se prepar6 inoculante liquido con la cepa C2-Bolivar,
con una concentracion aproximada de 1x107 UFC.ml-1
(Primavesi A., 1982), de ésta suspension se inocularon
5 ml en cada planta (Alcantar G. et al., 1998) y se las
mantuvo bajo invernadero durante 6 semanas, el riego
se realizo de forma periddica con agua comun estéril.

Transcurrido este tiempo, se extrajeron las plantas y se
lavaron las raices con agua comun estéril, se las dejo
secar a temperatura ambiente durante 24 horas, se las
cortd en trozos muy pequefios y partiendo con 1 g de
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éstas, se prepararon diluciones seriadas hasta 1x10-10
para sembrar 0.3 ml en tubos con 6ml de medio especi-
fico semisoélido libre de nitrégeno NFB (nitrogen fixa-
tion biological) luego de 14 dias a 30°C en incubacion
se consideraron como tubos con crecimiento bacteriano
positivo aquellos cuyo medio de cultivo se torno azul
y presentaron una leve pelicula blanquecina a 2-3 mm
por debajo de la superficie del medio de cultivo, de ellos
se tomo alicuotas para estriarlas en medio acido malico
rojo congo, ya que las colonias de Azospirillum en este
medio deben tornarse de color rojo oscuro o escarlata.
Para ratificar que el nuevo cultivo corresponde a Azos-
pirillum spp.se realizaron pruebas Bioquimicas.

Produccion de suspension bacteriana

Con la ayuda de un asa de transferencia se retiraron co-
lonias bacterianas aisladas de un estriado compuesto y
se colocaron en una botella con 40 ml de caldo nutri-
tvo.

La cepa se propagd en agitacion rotatoria a 120 rpm
a 19°C durante 24 horas (Fallick et al., 1988). En un
espectrofotometro a 540 nm. se midi6 la densidad celu-
lar de una muestra y se obtuvo un valor de 1 en absor-
bancia, segun lo descrito por Bashan, 1997, este valor
equivale aproximadamente a 1x109 UFC.ml-1, esta
suspension bacteriana se diluyo hasta 1x107 UFC.ml-1
en solucion salina al 0.85% estéril.

Preparacion de inoculantes sélidos

Los diferentes materiales se secaron a 40°C por dos
dias, se molieron y tamizaron, para posteriormente pre-
parar los soportes que se emplearon para los tratamien-
tos solidos. El empacado se realizéd en fundas de alumi-
nio polietileno y en cada una de ellas se deposité 30ml
del material procesado (se prepararon veinte y cinco
fundas de cada tratamiento, de las cuales se utilizaron
cinco para cada evaluacion de datos). Las fundas sella-
das fueron esterilizadas en el Departamento de Ciencias
Nucleares de la Escuela Politécnica Nacional, mediante
aceleracion de electrones. La impregnacion del inocu-
lante liquido en los soportes solidos se realiz6 median-
te la inyeccion de suspension bacteriana con una con-
centracion de 1 x 107 UFC.ml-1 (Yanez et al., 2004),
el volumen de inéculo liquido que se inyectd, fue de
acuerdo al soporte utilizado, (20 ml por cada 50 g de
soporte solido) las fundas fueron nuevamente selladas y
los soportes inoculados se incubaron a 30°C por 8 dias,
periodo en el cual se realizaron movimientos con el fin
de homogenizar el material, transcurrido este tiempo se
refriger6 a 4°C por 8 dias (Espinoza, 2004), finalmente
fueron almacenados a temperatura ambiente.

Para la preparacion del tratamiento de zeolita liofiliza-
da se procedi6é de la misma manera que en los casos
anteriores, hasta los 8 dias en refrigeracion, luego de
éste tiempo se abrieron las fundas asépticamente, se
cubrieron con papel filtro estéril y se colocaron en el

liofilizador durante 24 horas. Transcurrido éste periodo
se sellaron las fundas y fueron almacenadas a tempera-
tura ambiente.

Para la Inmovilizacion de células se prepard Alginato
de Sodio al 2%, y se mezclo con la suspension de célu-
las bacterianas. Con la ayuda de una jeringa se tomaron
alicuotas de la mezcla alginato/células y se dejaron caer
en cloruro de calcio a 0.2 Molar, las esferas obtenidas se
mantuvieron en reposo por 30 minutos (Pérez A. et al.,
2002) y se empaco la cantidad correspondiente a 30 ml
en cada funda de aluminio polietileno estéril.

Preparacién de inoculantes liquidos

Se eligieron como soportes liquidos a las siguientes so-
Iuciones: Carboximetilcelulosa, medio de cultivo Aci-
do malico-rojo congo, caldo nutritivo, NFB, melaza y
solucion aproximada a biofertilizante comercial. Para
conocer la concentracion a la cual se debian preparar
éstas soluciones se realizaron curvas de crecimiento:

Concentracion de la solucion vs. UFC.ml-1 y asi se de-
termino:
-Solucion de Carboximetilcelulosa al 5%
-Solucién del medio acido malico-rojo congo al 35%
-Solucion de Caldo nutritivo al 70%
-Solucion del medio NFB al 70%
-Solucion de melaza al 2%

Una vez preparados los soportes liquidos, se empacaron
27 ml de cada uno, en fundas de aluminio polietileno y
se esterilizaron a 121°C a 15 psi durante 15 minutos (se
prepararon veinte y cinco fundas de cada tratamiento,
de las cuales se utilizaran cinco para cada evaluacion
de datos).

Se prepard la suspension bacteriana con una concen-
tracion de 1x109 UFC.ml-1. Posteriormente en un tubo
de ensayo estéril se colocé 1 ml de la propagacion bac-
teriana y 9 ml del soporte liquido, obteniéndose una
concentracion de 1x108 UFC.ml-1, de ésta dilucion se
transfirieron 3 ml a cada funda de aluminio polietileno
estéril con 27 ml de la solucion liquida correspondiente
(de tal manera que se obtiene una concentracion inicial
de 1x107UFC.ml-1), se sellaron e incubaron a 30°C por
8 dias, una vez transcurrido este tiempo se refrigeraron
a 4°C por 8 dias y finalmente se almacenaron a tempe-
ratura ambiente.

La preparacion de la solucion en base al biofertilizante
comercial parti6 del analisis de minerales totales, ni-
trogeno total y pH del producto comercial NoctinAzo
y de acuerdo a los resultados obtenidos se prepard una
solucion semejante a esta.

METODOS DE EVALUACION
Sobrevivencia
Para la evaluacion de la sobrevivencia de Azospirillum
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spp.se realizaron diluciones a partir de cada soporte
inoculado, desde 1x10-2 hasta 1x10-7. De cada dilu-
cion se sembré 0.1 ml en una caja Petri con medio Aci-
do Malico - Rojo Congo y transcurridos 7 dias de incu-
bacion a 30°C se determind la presencia de la bacteria
Azospirillum spp. mediante conteo en placa (Rodriguez
y Caceres, 1982).

En el caso del tratamiento de perlas de alginato, se
cuantificaron las células encapsuladas disolviendo 1 g
de esferas en citrato de sodio a 0.1 Molar, a partir del
cual se realizaron diluciones, desde 1x10-2 hasta 1x10-
7 en tubos con 9 ml de solucion salina al 0.85% (Pérez
et al., 2002) y se procedié de igual manera que en los
casos anteriores hasta el conteo en placa.

Para realizar las curvas de crecimiento, se transforma-
ron las concentraciones bacterianas obtenidas a logarit-
mos naturales y se grafico: Ln UFC.g-1 o Ln UFC.ml-1
vs. Tiempo de almacenamiento. Ademas se calcularon
datos de cinética bacteriana, de acuerdo a Pisabarro,
2009, utilizando las siguientes ecuaciones:

Tasa de crecimiento: p= —-IfP-I}I--E-I-‘-I}-I-\IQ--
Tasa de Muerte: k= --EEI—I}I-E-I?—I}-I-\IQ-
, 4 ., p*t
Numero de generacion: g= TRy
Tiempo de generacion: T = -—té—-
Donde:
[Th Tasa de crecimiento
N: Numero final de unidades
formadoras de colonias
N, Numero inicial de unidades
formadoras de colonias
t: tiempo
k: Tasa de muerte
g: Numero de generaciones
T: Tiempo de generacion
pH

El pH se determiné pesando 10 ml de cada soporte soli-
do inoculado al cual se le agregé 25 ml de agua destila-
da. Se emple6 un pH-metro previamente calibrado. En
el caso de los inoculantes liquidos se midi6 directamen-
te en la solucion (ISO 10390, 2005).

Porcentaje de materia organica en soportes solidos
Para la determinacion de materia organica, se empleo
un crisol previamente esterilizado y pesado, donde se
depositaron 3 g. de soporte (Peso 1), luego se introdujo
en la mufla a 600°C durante 6 horas y se reportd un peso
final (Peso 2) (Steugbing L. et al., 2001):

Porcentaje de contaminacion
Esta variable se evalud contabilizando el numero total

de colonias que se presentaron en las cajas empleadas
para la prueba de sobrevivencia, el cual represent6 el
100% de la poblacion, posteriormente se contd el ni-
mero de colonias que no pertenecieron al género Azos-
pirillum, que correspondi6 al porcentaje de contamina-
cion.

Analisis Post-Evaluacion

Pruebas Bioquimicas

Se realizaron las siguientes pruebas Bioquimicas: Tin-
cion de Gram y Forma celular,Presencia de la enzima
catalasa, Motilidad, Fijacion de nitrogeno y Presencia
de Poli-B-hidroxibutirato con la finalidad de confir-
mar que la poblacion bacteriana obtenida al finalizar el
tiempo de almacenamiento, corresponde a la cepa ini-
cialmente inoculada.

Analisis de costos de produccion

Se evaluo el costo de produccion de los tratamientos
que presentaron una poblacion igual o superior a 1x107
UFC.ml-1. Aplicando la siguiente formula:

CP=MPD + MOD + CIF

Donde:
CP: Costo de produccion
MPD: Materia prima directa
MOD: Mano de obra directa
CIF: Costos indirectos de fabricacion
(Naranjo J. y Naranjo M., 2003)
RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluaciones de soportes solidos y liquidos durante
seis meses de almacenamiento

Sobrevivencia de Azospirillum spp.

Las diferentes concentraciones obtenidas en las prue-
bas de sobrevivencia en tratamientos so6lidos y liquidos
fueron transformadas a Ln UFC.g-1 (Tabla N.1) o Ln
UFC.ml-1 (Tabla N.2), segun corresponda y se reali-
zaron curvas de crecimiento, Figura N.1 y Figura N.2.

Evaluaciones de soportes solidos y liquidos durante
seis meses de almacenamiento.

TablaN.1. Ln de la Concentracion de Azospirillum spp. (Ln UFC.g-1)
en soportes solidos durante 180 dias de almacenamiento

Soportes
0 dias 45 dias 90 dias | 135 dias | 180 dias

solidos
*tl 23.455 24.253 20.143 16.118 13.775
*t2 20.723 20.277 20.277 19.707 17.281
*t3 19.902 22.993 21.277 20.454 20.129
*t4 21.607 24.310 16.811 16.455 16.118
*t5 20.703 19.856 16.907 16.231 16.176
*t6 19.519 21.512 18.534 18.315 17.910

tl: Turba de Chimborazo; *t2: Mezcla; *t3: Turba con vermiculita;

*t4: Humus de lombriz; *t5: Zeolita liofilizada; *t6: Perlas de alginato
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Figura N. 1. Gréfico de las curvas de crecimiento de cepa C2- Boli-
var de Azospirillum spp. en soportes solidos durante seis meses de
almacenamiento.

Tabla N.2. Ln de la Concentracién de Azospirillu spp. en soportes
liquidos durante 180 dias de almacenamiento.

Soportes
0 dias 45dias | 90dias | 135dias | 180 dias
Liquidos
*t7 24.296 19.450 18.440 18.421 18.005
*t8 24.536 19.702 18.005 17.974 16.994
*t9 22.100 17.687 17.644 17.600 17.217
*t10 19.209 21.168 19.376 19.361 18.891
*t11 19.519 21.599 19.989 19.766 19.771
*t12 22.004 21.987 18.035 18.035 17.644

do Nutritivo) y al inocularlo en los diferentes soportes
se enfrenta a un variante de nutrientes y condiciones
medioambientales, que al ser favorables se traducen
a un crecimiento exponencial al inicio del almacena-
miento, por otra parte, en los soportes que cuentan con
concentraciones de nutrientes y condiciones medioam-
bientales contraproducentes, con respecto al caldo nu-
tritivo inicial, la poblacion bacteriana decrece desde el
inicio del almacenamiento, dando lugar a una fase de
declive o muerte.

De acuerdo a las curvas de crecimiento realizadas, la
bacteria se encuentra mayor tiempo en fase de declive
que en una fase de crecimiento exponencial, sin iden-
tificarse las fases de latencia y estacionaria este com-
portamiento no significa que la bacteria haya perdido
su viabilidad para actuar en campo, ya que, segun lo
sefialado por Willey J. et al., 2008, el hecho que el mi-
croorganismo se halle en fase de muerte, no quiere de-
cir que las células hayan perdido irreversiblemente su
capacidad para reproducirse, Unicamente, en esta fase
los microorganismos son temporalmente incapaces de
crecer, en este caso, bajo las condiciones que le brin-
da el soporte dentro de la bolsa sellada, a temperatura
ambiente, y una vez que la bacteria es expuesta a con-
diciones apropiadas, al momento de la inoculacion, el
microorganismo reanuda su crecimiento.

Tabla N.3. Resultados de la cinética del desarrollo bacteriano en so-

portes solidos

t/: Solucion de Carboximetilcelulosa 5%;

*8: Solucion de Medio Acido malico rojo congo 35%;

*t9: Solucion de Caldo Nutritivo 70%; *t10: Solucion de Medio NFB 70%;
*t11: Solucion de melaza 2%;

*t12: Solucién aproximada a biofertilizante comercial
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Figura N.2. Gréafico de las curvas de crecimiento de cepa C2-Bolivar
de Azospirillum spp. en soportes liquidos durante seis meses de al-
macenamiento

Como se puede apreciar en la Figura N.1 y Figura N.2,
en ninguno de los soportes la bacteria presenta fase de
latencia, esto se debe a que la suspension bacteriana se
inocul6 en fase de crecimiento exponencial, donde el
microorganismo estuvo adaptado al medio inicial (Cal-

Tasa de Numero de | Tiempo de Tasa de
Soportes . ) I
solidos crecimiento generaciones generacion muerte
(u=dia-1) (g) (T=dia) (k=dia-1)

*tl 0.0177 1.1514 39.0815 -0.0834
*t2 0 0 0 -0.0307
*t3 0.0687 4.4594 10.0910 -0.0251
*t4 0.0601 3.8997 11.5393 -0.0859
*t5 0 0 0 -0.0308
*t6 0.0443 2.8745 15.6551 -0.0366

tl: Turba de Chimborazo; *t2: Mezcla;
*t3: Turba con vermiculita; *t4: Humus de lombriz;
*t5: Zeolita liofilizada; *t6: Perlas de alginato

En cuanto a la cinética del desarrollo bacteriano en so-
portes solidos, de acuerdo a la Tabla N.3. en el trata-
miento t3, la bacteria crece con mayor rapidez, con un
tiempo por generacion de 10.09 dias, ocurriendo 4.46
generaciones durante los primeros 45 dias de almace-
namiento, que constituyen la fase de crecimiento ex-
ponencial, mientras que en los siguientes 135 dias de
almacenamiento, la tasa de muerte es de 0.0251 dia-
1, siendo la menor entre los seis tratamientos solidos,
constituyendo la mejor alternativa, para mantener la so-
brevivencia de la bacteria durante el almacenamiento.
En el caso de los tratamientos t2 y t5, no existe una fase
exponencial, por lo tanto la tasa de crecimiento, nlimero
y tiempo de generacion es cero, Unicamente presenta
fase de declive, con una tasa de muerte de 0.0307 en el
tratamiento t2 y 0.0308 en el tratamiento t5. Con res-
pecto al tratamiento t1, es el que presenta menor rapi-
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dez de crecimiento bacteriano en la fase exponencial,
requiriendo 39.08 dias para producir una nueva gene-
racion, es asi que a los 45 dias de almacenamiento, se
generan 1.15 generaciones, presentando a continuacion
una tasa de muerte de 0.0834 dia-1 que es la mas alta
junto a la del humus de lombriz. En el tratamiento t6,
ocurren 2.87 generaciones bacterianas en los 45 dias de
la fase exponencial, con un tiempo por generacion de
15.66 dias. Pasando a la fase de declive con una tasa de
muerte de 0.0366 dia-1.

Tabla N.4. Resultados de la cinética del desarrollo bacteriano en so-
portes liquidos

S tes Tasa de Ntmero de Tiempo de Tasa de

l,o pc':; e‘s crecimiento generaciones generacion muerte
1quidos (u=dia-1) (® (T=dia) (k=dia-1)
*t7 0 0 0 -0,0592
*18 0 0 0 -0,0659
*t9 0 0 0 -0,0508
*t10 0,0435 2,8260 15,9237 -0,0187
*t11 0,0462 3 15 -0,0191
*t12 0 0 0 -0,0308

*t/: Solucion de Carboximetilcelulosa 5%;

*t8: Solucion de Medio Acido malico rojo congo 35%;
*t9: Solucidon de Caldo Nutritivo 70%;

*t10: Solucion de Medio NFB 70%;

*t11: Solucidon de melaza 2%;

*t12: Solucion aproximada a biofertilizante comercial

De acuerdo a los resultados obtenidos en la cinética de
la cepa C2-Bolivar en soportes liquidos, Tabla N.4, los
tratamientos t7, t8, t9 y t12, no presentan fase exponen-
cial, por lo tanto, es nula, la tasa de crecimiento, nimero
y tiempo de generacion, presentando unicamente fase
de declive, durante los 180 dias de almacenamiento,
donde el tratamiento t8, muestra la mayor tasa de muer-
te, 0.0659 dias-1, seguida del tratamiento t7, 0.0592
dias-1, posteriormente el tratamiento t9, con una tasa
de muerte de 0.0508 dias-1, y finalmente el tratamiento
t12 con 0.0308 dias-1. Mientras que en el tratamien-
to t10, ocurren 2.826 generaciones en los 45 dias de la
fase exponencial, empleando 15.92 dias para dar lugar
a cada nueva generacion, atravesando la fase de decli-
ve los siguientes 135 dias de almacenamiento, con una
tasa de muerte de 0.0187 dias-1, siendo la menor entre
los seis soportes liquidos evaluados. En el tratamiento
t11, se desarrolla con mayor rapidez, con un tiempo por
generacion de 15 dias, dando lugar a 3 generaciones en
los primeros 45 dias de almacenamiento que equivale a
la fase de crecimiento exponencial, continuando con la
fase de declive, con una tasa de muerte de 0.0191 dias-
1 que es practicamente igual a la del tratamiento t10.
Consecuentemente los tratamientos mas recomendables
para la produccion de un biofertilizante liquido, son la
Soluciéon de NFB al 70% y la de Melaza al 2%.

pH

Los promedios de los pHs obtenidos durante los 180
dias de almacenamiento en los soportes solidos y liqui-
dos se indican en la Tabla N.5, donde se aprecia en ge-

neral que el metabolismo bacteriano tiende a acidificar
el medio. La mayor parte de las bacterias muestra una
tasa de crecimiento 6ptimo en el rango de pH entre 6.5
y 7. 5. Sin embargo, las bacterias son capaces de desa-
rrollarse en forma correcta con un pH entre 4.0 y 10.0
(Rodriguez D. et al., 2004).

Tabla N.5. Promedio de pHs de cada tratamiento sdlido y liquido du-
rante 180 dias de almacenamiento

Tratamientos Tiempo de Almacenamiento
0 dias 45 dias 90 dias | 135 dias | 180 dias
*tl 4,35 4,30 4,27 4,20 4,35
*t2 6,22 6,18 5,96 6,09 6,17
*t3 6,46 6,57 6,60 6,45 6,63
*t4 7,25 7,53 7,73 7,53 7,49
*t5 7,88 7,66 7,61 7,56 7,55
*t6 6,89 6,68 6,56 6,54 6,60
*t7 6,41 6,51 6,44 6,26 6,23
*t8 8,28 8,11 7,69 7,64 7,35
*t9 7,74 7,68 7,49 7,42 7,41
*t10 8,19 8,17 8,03 7,69 7,67
*t11 4,16 4,06 4,17 4,05 3,98
*t12 7,02 7,00 6,93 6,93 6,75

tl: Turba de Chimborazo; *t2: Mezcla; *t3: Turba con vermiculita;
*t4: Humus de lombriz;*t5: Zeolita liofilizada; *t6: Perlas de alginato;
*t7: Solucion de Carboximetilcelulosa 5%;

*t8: Solucion de Medio Acido malico rojo congo 35%;

*t9: Solucion de Caldo Nutritivo 70%;

*t10: Soluciéon de Medio NFB 70%;

*t11: Solucioén de melaza 2%,

*t12: Solucion aproximada a biofertilizante comercial

De acuerdo al analisis de varianza, no se identificd una
diferencia altamente significativa en los tratamientos t1,
t2, 3, t4, t6, t7, 19, t10 y t11, mientras que en los trata-
mientos t5, t8 y t12, se puede apreciar una leve acidifi-
cacion en cada soporte.

La conservacion del rango de pH en los tratamientos:
tl, t2, t3, t4 y t6, se debe a que cuentan con un alto
porcentaje de materia organica, proporcionandole al
soporte una mayor capacidad tampon, estabilizando de
ésta manera el pH, ante los productos del metabolis-
mo microbiano (Binato A., 2001 Citado por Estrada G.,
2008).

Porcentaje de materia organica en soportes solidos

En la Tabla N.6. se aprecian los promedios de los por-
centajes de materia organica en cada tratamiento du-
rante 180 dias de almacenamiento, donde se observa
que el tratamiento t3: Turba con vermiculita, presenta
el mas alto porcentaje de materia orgéanica, seguido del
t4: Humus de lombriz, luego el tratamiento t1: Turba de
Chimborazo y con menor porcentaje de materia orga-
nica el t2: Mezcla, estos resultados tienen una relacion
directamente proporcional con las tasas de crecimiento,
es decir, a mayor porcentaje de materia organica, el mi-
croorganismo presenta una mayor tasa de crecimiento.

Al relacionar el pH con el porcentaje de materia orga-
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nica, se afirma que los niveles altos de materia orga-
nica contribuyen al mantenimiento constante del pH,
lo que se aprecia en los tratamientos t1-t4, que al ser
materiales provenientes de la descomposicion de dese-
chos organicos, su nivel de materia organica es eleva-
do, mientras que en el t5, al ser un material netamente
mineral, su porcentaje de materia organica, es nulo, y
practicamente, los resultados obtenidos en este soporte,
corresponden a la masa bacteriana existente.

Tabla N.6. Promedio de porcentaje de materia organica de cada trata-
miento solido durante 180 dias de almacenamiento

Tratamientos Tiempo de almacenamiento
0 dias 45 dfas 90 dias 135 dias 180 dias
*tl 49,33 48,95 48,84 47,38 47,69
*t2 48,46 47,76 47,76 47,69 47,67
*t3 84,81 84,48 84,49 84,50 84,44
*t4 54,57 54,01 53,80 53,59 53,58
*t5 9,54 9,36 9,30 9,41 9,39
*t1: Turba de Chimborazo; *t2: Mezcla; *t3: Turba con vermiculita; *t4: Hu-

mus de lombriz; *t5: Zeolita liofilizada

Al realizar el analisis de varianza, para el porcentaje
de materia orgénica, en cada uno de los tratamientos
solidos inoculados (t1-t5), durante los 180 dias de alma-
cenamiento, no se evidencia una diferencia altamente
significativa, lo que quiere decir que el porcentaje de
materia organica se mantiene practicamente constante
durante el almacenamiento.

Porcentaje de contaminacion

En el transcurso de los seis meses de almacenamiento,
no se aprecioé contaminacion, Unicamente irregularidad
en el borde, elevacion y consistencia de ciertas colo-
nias, las cuales se confirmaron como Azospirillum spp.
mediante pruebas Bioquimicas realizadas al finalizar la
investigacion.

Analisis Post-Evaluacién

Pruebas Bioquimicas

A los posibles Azospirillum o contaminaciones se las
identific6 como PA1, PA2, PA3, PA4 y PAS, se las aislo
en medio 4cido méalico-rojo congo, luego en medio agar
nutriente, para finalmente realizar pruebas bioquimicas,
con la finalidad de descartar una posible contamina-
cion. Los resultados se indican en la Tabla N.7.

Tabla N.7. Pruebas Bioquimicas realizadas a posibles Azospirillum spp

Posibles Azospirillum spp. (PA)

Pruebas Bioquimicas

PA1 PA2 PA3 PA4 PAS5
Tincién de gram - - - - -
Forma celular Bacilar | Bacilar | Bacilar | Bacilar | Bacilar
Motilidad + + + + +
Fijacién de Nitrégeno + + + + +
Presencia de Poli-B- N N . N N
hidroxibutirato
uente: Yolanda Pallo. Laboratorio de microbiologia de la Facultad de Ciencia

e Ingenieria en Alimentos de la Universidad Técnica de Ambato.

De acuerdo a las pruebas bioquimicas realizadas, se
descarta totalmente que se trate de contaminacion,
estas variaciones se atribuyen al estrés que se enfren-
tan las células al ser sometidas a condiciones limita-
das de nutrientes. Es asi que la presencia de Poli-
B-hidroxibutirato, es muy notable, este polimero es
generado por la célula como medio de proteccion ante
la falta de humedad del medio, sirviendo como almacén
de Carbono y energia (Okon Y. e Itsigsohn R., 1992).
Analisis de costos de produccion de los mejores trata-
mientos.

Se han considerado como mejores tratamientos aque-
llos que han alcanzado una concentracion igual o su-
perior a 1x107 UFC.ml-1 a los seis meses (180 dias)
de almacenamiento, puesto que, a esta concentracion es
factible su inoculacion en campo, de acuerdo a Okon y
Gonzales, 1994.

Tabla N. 8. Resumen de costos de produccion de tratamientos so-
lidos que han alcanzado una poblacién bacteriana igual o mayor a
1x107UFC.g-1 alos 180 dias de almacenamiento.

Costos indirectos de fabricacion
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“2 | 023 | 2200 | 298 | 1044 | 0.09 | 3.65 | 1.44 | 031 | 4113 | 165

*t3 | 2.00 | 31.90 | 298 | 1044 | 0.09 | 3.69 | 1.44 | 0.135 52,67 | 211

*t4 | 055 | 22.00 | 2.98 | 10.44 | 0.09 | 3.66 | 1.44 0.31 41.49 | 1.66

*t5 120 | 17.60 | 298 | 13.57 | 0.09 | 422 | 1.71 0.31 41.68 1.67

*t6 3.24 18.70 | 2.98 10.44 0.11 | 3.74 | 1.51 40.71 1.63
t2: Mezcla; *t3: Turba con vermiculita; *t4: Humus de lombriz;*t5: Zeolita
liofilizada; *t6: Perlas de alginato

Tabla N. 9. Resumen de costos de produccion de tratamientos li-
quidos que han alcanzado una poblacion bacteriana igual o mayor a
1x107UFC.ml-1 a los 180 dias de almacenamiento.

Costos indirectos de fabricacién

Costo total de 25 fundas de

30ml c/u
Costo / 30ml biofertilizante

Tratamientos

Mano de obra directa
Reactivos

Insumos
Material/laboratorio
Servicios basicos

._.
o | Materia prima directa
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8.80 2.98 10.44 0.1
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2.98 10.44 0.11 3.60 1.44 28.17 1.13

*t9 1.26 8.80 2.98 10.44 0.11 3.60 1.44 28.63 115

*t10 2.25 8.80 2.98 10.44 0.11 3.60 1.44 29.62 1.18

*tll 0.03 8.80 2.98 10.44 0.11 3.60 1.44 27.40 110

*t12 0.96 8.80 2.98 10.44 0.11 3.60 1.44 28.33 1.13
t/: Solucion de Carboximetilcelulosa 5%; *ts: Solucion de Medio Acido ma-
lico rojo congo 35%; *t9: Solucion de Caldo Nutritivo 70%; *t10: Solucion de
Medio NFB 70%; *t11: Solucion de melaza 2%; *t12: Solucion aproximada a
biofertilizante comercial

De acuerdo al analisis de costos de produccion, cuyos
resultados se indican en la Tabla N.8 y N.9, el trata-
miento solido que presenta menor costo de produccion
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es el t6, con un valor de 1.63 dolares, seguido por el
tratamiento t2, con un costo de 1.65 dodlares, mientras
que el mas costoso, es el t3, con un costo que ascien-
de a los 2.11 doélares. Entre los tratamientos liquidos el
biofertilizante a base de Azospirillum spp. soportado en
solucion de melaza al 2%, es el tratamiento mas conve-
niente, con un costo de 1.10 dolares.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

De los doce soportes evaluados, inicamente en tl:
Turba de Chimborazo no se obtiene una concentracion
igual o superior a 1x107 UFC.g-1 o UFC.ml-1, a los
seis meses de almacenamiento (concentracion adecua-
da para la aplicacion en campo), por otra parte al tomar
en cuenta los costos de produccion, se descarta la Turba
con vermiculita, a pesar de ser en la que se alcanza una
mayor concentracion bacteriana, puesto que, el costo de
produccion de 30 ml de biofertilizante es de 2.11 ddla-
res, y se elige como mejor soporte soélido a las perlas de
alginato con un costo de produccion de 1.63 dolares y
alternativamente a la mezcla (Turba de Chimborazo +
1% CaCO3 + 3% raiz maiz) con un costo de produccion
de 1,65 dolares. Como soporte liquido se selecciona a la
solucion de melaza al 2%, con un costo de produccion
de 1.10 dolares la funda de 30 ml de producto.

REFERENCIAS

ALCANTAR, G., ALMARAZ, J., DIAZ, P. y FERRERA, R.
1998. Inoculacion de bacterias promotoras de crecimiento en
lechuga. Terra. 19: 333-335.

BASHAN, Y. 1997. Aplicaciones Biotecnoldgicas en Eco-
logia Microbiana. Cundinamarca, CO. Pontificia Universidad
Javeriana — Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noreste.
Pp.1-3

BASHAN, Y. 1998. Inoculants of growth-Promoting Bacteria
for use in Agriculture. Department of Microbiology, Division
of Experimental Biology.The Center for Biological Research
of the Northwest. México. Pp. 1 —3

DIAZ A. y MAYEK N., 2008. La biofertilizacién como tec-
nologia sostenible. Editorial Plaza Valdés. Tamaulipas-Méxi-
co, P. 180

ESPINOZA, L. 2004. Caracterizacion y seleccion de la bac-
teria diazotrofica Azospirillum spp., asociado con el maiz de
altura (Zea mays L). INIAP. Tesis Ingeniero. Agronomo. Pp.
47-90.

ESTRADA, G., 2008. Calidad de inoculantes almacenados a
diferentes temperaturas: efecto sobre la poblacion, humedad
y pH del producto. Tesis Microbidlogo Industrial. Pontificia
Universidad Javeriana, Facultad de Ciencias, Carrera de Mi-
crobiologia industrial. P. 44

FALLICK, E., OKON, Y. y FISCHER, M. 1988. Growth res-
ponse of maize roots to Azospirillum inoculation. Effect of
soil organic matter content, number of rhizosphere bacteria
and tuning of inoculation.Soil BiolBiochem. Pp.25-49.

ISO 10390. 2005. Soil quality-Determination of pH
NARANIJO, M. y NARANIJO, J. 2003. Contabilidad de Cos-
tos. 2da. Edicion. Quito — Ecuador. Pp. 13 — 14

OKON, Y. y GONZALES, L. 1994. Agronomic applications
of Azospirillum: An evaluation of 20 years worldwide field
inoculation. Soil Biol. Biochem. 26: 1592

PEREZ, A.; VELAZQUEZ J. y HERNANDEZ H. 2002. In-
movilizacion de Lactococcuslactis en Capsulas de Alginato;
Universidad Juarez Autéonoma de Tabasco — Division Acadé-
mica de Ciencias Agropecuarias; Tabasco - México D.F. pp.
316 -317.

PISABARRO, A., 2009. Microbiologia general. Pp. 20-23
Consultado el 18 de Diciembre del 2010. Disponible en:
http://www.unavarra.es/genmic/microgral/02_cultivo%20mi-
croorganismos%20MG%2008-09.pd

PERTICARI, A. 2006. Especial inoculacion; Convenio de
Asistencia Técnica INTA-25. Buenos Aires — Argentina; Con-
sultado el 12 de febrero del 2010. Disponible enhttp://www.
lanacion.com.ar/nota.

PRIMAVESI, A. 1982. Manejo ecoldgico del suelo. snt. P.
499

RODRIGUEZ, D. MUNOZ, R. CORNEJO, J. y ESPINO-
ZA, C. 2004. Microbiologia ambiental. P. 4. Consultado el
3 de Marzo del 2010. Disponible en https://www.ucursos.cl/
ingenieria/ 2009/1/CI41B/1/material _docente/bajar?id mate-
rial=223016.

RODRIGUEZ, E. y CACERES A. 1982. Improved médium
for isolation of Azospirillum spp., Applieta Microbiology and
Environmental. 44(2): 940-991.

SAURA, G.; 2000. Uso de Azospirillumsp. en cafia de azlcar;
FIAGRO; Buenos Aires — Argentina.

STEUGBING, L., GODOY, R. y ALBERDI M. 2001. Méto-
dos de Ecologia Vegetal. Editorial Universitaria. Santiago de
Chile. P. 121.

THULER, D., NADRO, W., BARBOSA, H. 2003. Plant
growth regulator and aminio acids released Azospirillum spp.
in chemicals defined media Microbiology. P. 174

WILLEY, J., SHERWOOD, L., WOOLVERTON C., 2008.
Microbiologia de Prescott, Harley y Klein. Séptima Edicion.
GrawHill. Nueva York-EEUU. PP. 123-126.

YANEZ, C.; ZAMBRANO, J.; CAICEDO, M.; SANCHEZ,
H.; HEREDIA, J. 2003. Catalogo de Recursos Genéticos de
Maices de Altura Ecuatorianos (Programa de Maiz. EESC-
INIAP, Quito, Ecuador.) P. 2

YANEZ, C., ZAMBRANO, J., CAICEDO, M., SANCHEZ,
H. y HEREDIA, J. 2004. Informe Técnico Final del Proyecto
IQ-CV_102, Programa de Maiz. Estacion Experimental Santa
Catalina; INIAP, Quito-Ecuador. Pp. 41-49

Alimentos, Ciencia e Ingenieria

39



40

DETERMINACION DEL EFECTO DE LAS CONDICIONES DE
ALMACENAMIENTO SOBRE LA VIABILIDAD DE ESPORAS Y
MICELIO DE ACTINOMICETES AISLADOS DE LA RIZOSFERA
DE LEGUMINOSAS

DETERMINATION OF THE EFFECT OF CONDITIONS OF
STORAGE ON THE VIABILITY OF SPORES AND MYCELIUM
OF ACTINOMICETES ISOLATED FROM THE
RHIZOSPHERE OF LEGUMES

Diana Andrade y Carlos Rodriguez

Universidad Técnica de Ambato - Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos
Campus Académico Huachi Av. Los Chasquis y Rio Payamino
crodriguezm@hotmail.com; dixnitx 11@hotmail.com

RESUMEN

Durante la determinacion del efecto de las condiciones de almacenamiento sobre la viabilidad de esporas y micelio
de actinomicetes aislados de la rizésfera de leguminosas, se logré purificar, conservar y almacenar en cultivo puro,
ochenta y seis cepas de actinomicetes, teniendo en cuenta el porcentaje de recuperacion y pérdida de las mismas.
De las doscientas setenta y siete cepas aisladas originalmente del proyecto “Buisqueda de Actinomicetes Producto-
res de Antibidticos” en el afio 2009, las cuales se entregaron conservadas en glicerol al 20% (w/v) y almacenadas
en refrigeracion a un 1°C, unicamente se lograron purificar ochenta y seis cepas, 21 se purificaron a partir de la
rizésfera de fréjol, 20 de alfalfa, 19 de haba, 18 de arveja y 8 de chocho. La purificacion de cepas no fue como se
esperaba, ya que se reportd inicamente un 31.0% de cepas purificadas, mientras que un 69.0% de cepas perdidas
entre no crecidas y contaminadas que dan un total de 191 cepas. Los datos obtenidos en la presente investigacion
demuestran que las condiciones de almacenamiento deficientes, influyen sobre la viabilidad de esporas y micelio
de actinomicetes. Cabe recalcar que las técnicas de aislamiento y conservacion inicial son la clave fundamental
para poder establecer colecciones de cultivos por largos periodos de tiempos, los mismos que pueden ser utiliza-
dos en investigaciones futuras, permitiendo el descubrimiento de posibles nuevos compuestos bioactivos utiles en
biotecnologia.

Palabras claves: almacenamiento, esporas, micelio, rizosfera, refrigeracion.
SUMMARY

During the determination of the effect of storage conditions on the viability of spores and mycelia of actinomycetes
isolated from the rhizosphere of leguminose, purification, preserving and storing, was achieved, in pure culture,
eighty-six strains of actinomycetes, considering the percentage of recovery and loss thereof. Of the two hundred
seventy-seven originally isolated strains of the “Search Actinomicetes Antibiotics Producers” project in 2009,
which were delivered preserved in 20% glycerol (w / v) and stored refrigerated at 1°C, only eighty six strains were
purified, 21 were purified from the bean rhizosphere, 20 from alfalfa, 19 from lima bean, 18 from pea and 8 from
pearl lupine. Strains purification was not as expected, since only 31.0% was reported as purified strains, whereas
69.0% of the strains lost between no growth and contamination gave a total of 191 strains. The data obtained in the
present investigation shows that poor storage conditions, affect the viability of spores and mycelium of actinomy-
cetes. It should be noted that the isolation techniques and initial conservation are the fundamental key to establish
culture collections for long periods of time, the ones that can be used in future research, allowing the discovery of
potential new bioactive compounds useful in biotechnology.

Keywords: storage, spores, mycelia, rhizosphere, refrigerated.
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INTRODUCCION

El uso de los microorganismos en el enfrentamiento y la
solucion de los grandes problemas actuales de la huma-
nidad, como son los relacionados con la salud humana y
animal, la agricultura y la alimentacién, la obtencion de
formas no convencionales de energia, el saneamiento y
conservacion del medio ambiente, entre otros, ha alcan-
zado un incremento considerable en el mundo entero,
principalmente en los paises desarrollados (Fernandez
et al., 2005). Su explotacion y conservacion con fines
investigativos es del interés de todo centro investigati-
vo, pues permite disponer de cepas confiables cuando
estas sean solicitadas adversos (Zamora, 2003), por lo
que resulta de mucha importancia el empleo de técnicas
que permitan el mantenimiento y preservacion de los
microorganismos por largos periodos de tiempo (Pérez
et al., 2005). El método de conservacion que se elija
debe garantizar la supervivencia de al menos el 70%
de las células por un periodo considerable de tiempo,
de forma tal que la poblacion sobreviviente se asemeje
a la original como sea posible, debe permitir mantener
las caracteristicas del microorganismo por las cuales
fue seleccionado (Stanbury et al., 1995), conservar las
propiedades de importancia de los cultivos y minimice
la ocurrencia de los eventos genéticos (Garcia, 2004).
De igual manera debe reducir al minimo el riesgo de
contaminacién y permitir que la pureza del cultivo per-
manezca inalterable (Weng et al., 2005).

Existen diferentes métodos para la preservacion de los
microorganismos y todos tienen ventajas y desventajas,
por lo tanto el método escogido debe ser el que mejor
se adecue a las necesidades de la coleccion, teniendo
en cuenta la competencia técnica, los recursos financie-
ros y las facilidades disponibles y recordando siempre
que no existe un método universal para la preservacion
adecuada de todos los microorganismos (Pérez et al.,
2005). Para la correcta conservacién de las cepas se
deben cumplir tres objetivos fundamentales: en primer
lugar que el cultivo a conservar esté puro, en segundo
lugar que se logre una supervivencia de al menos el 70
- 80% de las células, o sea que sean viables y en tercero
que sean genéticamente estables (Pérez et al., 2005).

Estos métodos pueden ser agrupados en métodos de
conservacion a largo plazo, son los mejores, ya que
garantizan al méximo la estabilidad genética, a él per-
tenecen los métodos de congelacion y de liofilizacion
(Arencibia, 2003). Métodos alternativos de conserva-
cion, ellos incluyen la transferencia periddica, refrige-
racion y la conservacion por suspension en agua des-
tilada estéril; y métodos restringidos de conservacion,
se utilizan para grupos de microorganismos muy espe-
cificos que no resisten los métodos mencionados ante-
riormente, a €l pertenecen la desecacion en papel filtro,
cultivo en tierra (Gonzales, 2002).

MATERIALES Y METODOS

Crecimiento y determinacion de pureza en actino-
micetes.

Doscientas setenta y siete cepas de actinomicetes aisla-
dos de la rizosfera de leguminosas se recibieron como
suspensiones de células en glicerol al 20% (w/v). La
biomasa contenida en los tubos no fue suficiente, pues-
to a que algunos presentaron transparencia total. Poste-
riormente, 20uL de cada una fueron inoculadas en cajas
tetrapetri que contenian agar glucosa extracto de malta
extracto de levadura (agar GYM), y cultivados median-
te estria simple. Los platos sembrados fueron incubados
a 28°C por 5 dias. Una vez comprobado el crecimiento
de cada actinomicete se realizo un repique en cajas petri
que contenia agar GYM mediante estria compuesta.

Los platos sembrados fueron incubados a 28°C por 5
dias. Aquellos que se encontraron contaminados, fue-
ron repicados las veces necesarias hasta obtener final-
mente un cultivo puro. Aquellos que luego del periodo
de incubaciéon presentaron caracteristicas de cultivo
puro, fueron etiquetados y posteriormente almacenados
en tubos plésticos que contenian 1ml de glicerol al 20%
(w/v) y almacenados a -10°C en un congelador, para su
preservacion a largo plazo. Al mismo tiempo se prepa-
r6 un stock de células en tubos plasticos con 700uL de
agua de llave estéril, los cuales fueron almacenados a
4°C en un refrigerador, para la realizacion de las prue-
bas fisioldgicas y metabolicas posteriores.

Determinacion de la eficiencia de almacenamiento
de cultivos puros de actinomicetes.

Se reporto el nimero de actinomicetes recuperados por
especie de leguminosa. Luego del periodo de inocu-
lacion e incubacion, se procedid a contar cuantos han
crecido y se encuentran en cultivo puro. Se calculo el
porcentaje de pérdida de actinomicetes, para lo cual se
dividi6 el nimero de cultivos no crecidos, sobre el total
de cultivos recibidos y multiplicado por 100. Se obtuvo
un porcentaje global y por leguminosa.

Porcentaje Global:
Porcentaje de Pérdida de Actinomicetes:

. o # de cultivos no crecidos
0 de Pérdida de Actinomicetes =

# de cultivos recihidos

Porcentaje de Cultivos Contaminados:
# de cultivos contaminados X 100

04 de Cultivos Contaminados =
: # de cultivos recihidos

Porcentaje por Leguminosa:
Porcentaje de Pérdida de Actinomicetes por Legu-

minosa:
#de cultivos no erecidos por Legumingsa

de Pérdida de Artinomicetes por Legumingsa =
hde e e ot Lo # de cultivos recibidos por Lesumingsa
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Porcentaje de Cultivos Contaminados por Legumi-
nosa:
# de cultivos contaminados X 100

04 de Cultivos Contaminados por Lesuminosa =
ﬂ por gl # de cultivos rechidos

RESULTADOS

En la Tabla 1, se detallan los tipos de leguminosas de
las cuales se aislaron las cepas de actinomicetes para
el trabajo inicial. Se recibieron 277 cepas para la reali-
zacion del presente trabajo de investigacion, las cuales
fueron distribuidas en 66 cepas aisladas de la rizosfe-
ra de haba, 63 cepas de fréjol, 61 cepas de alfalfa, 49
cepas de chocho y 38 cepas de arveja. El nimero de
cultivos que se lograron purificar y almacenar, luego de
realizada la recuperacion de cada uno de los stocks, 21
cultivos crecieron para fréjol, seguido por 20 de alfalfa,
19 de haba, 18 de arveja y 8 de chocho, generando un
total de 86 cepas recuperadas. Cultivos perdidos arroja-
ron los siguientes resultados, 47 pertenecieron a haba,
42 a fréjol, 41 para alfalfa y chocho respectivamente y
20 a arveja dando un total de 191 cepas no recuperadas
(Figura 1).

Tabla 1. Numero de cultivos de actinomicetes recuperados en cultivos
puros y almacenados por tipo de leguminosa.

TIPO DE CULTIVO S CULTIVO S TOTAL
LEGUMINOSA  ALMACENADOS PERDIDO S
Alfalfa 20 41 &1
Arveja 18 20 38
Chocho 8 41 43
Fréjol 2 42 83
Haba 19 a7 86
TOTAL 86 181 27

Figura 1. Numero de cultivos de actinomicetes recuperados en culti-
vos puros y almacenados por tipo de leguminosa.
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La Tabla 2 muestra claramente los porcentajes de los
cultivos almacenados y cultivos perdidos para cada tipo
de leguminosa, registrandose el mayor porcentaje de
recuperacion de cepas para el caso de la arveja con
un 47.4%, seguido por un 33.3% para el fréjol, el por-
centaje mayor de cultivos perdidos fue del 83.7% que
corresponde a chocho, seguido por un 71.2% en fréjol
como se muestra en la Figura 2.

Tabla 2. Porcentaje de cultivos almacenados y de pérdida para cada
tipo de leguminosa.

PORCENTA.E DE CULTIVOS PORCENTAJE DE
TIPO DE LEGUMING SA i
ALMACENADOS PERDIDA
Alfalfa 32.8 67.2
Arveja 47.4 528
Chocho 168.3 837
Fréjol 333 86.7
Haba 28.8 71.2

Figura 2. Porcentaje de cultivos almacenados y de pérdida para cada
tipo de leguminosa.

50,0
80,0

70,0
60,0 :J 6
50,0
40,0 33
30,0
20,0
10,0
0.0

Alfalfa Arveja Chocho Fréjol  Haba

B CULTIVOS ALMACENADOS
W CULTIVOS PERDIDOS

Porcentje de cultivos

Tipo de leguminosa

Cultivos puros se almacenaron en un total de 86, mien-
tras que 191 fueron desechados de un total de 277 stocks
iniciales (Figura 3) como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Numero de cultivos de actinomicetes recuperados en cultivos
puros y almacenados.

TIPO DE CULTIVO NUMERO DE CULTIVO 5

Purificados a6
Perdidos 181
Total 277

Figura 3. Numero de cultivos de actinomicetes recuperados en culti-
vos puros y almacenados.
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Tabla 4. Célculo de los porcentajes globales de actinomicetes.

CULTIVO S PORCENTAJE GLOBAL (%)
Recuperados 3.0
Perdidos 69.0

Se obtuvieron porcentajes de manera global para deter-
minar la purificacion y pérdida de cultivos, se registra-
ron los siguientes resultados, 31.0% que corresponde a
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cultivos puros y almacenados y 69.0% a cultivos perdi-
dos entre no crecidos y contaminados (Figura 4), estos
datos se muestran en la Tabla 4.

Figura 4. Porcentajes globales de actinomicetes.
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DISCUSION

El presente estudio se enfocd en la determinacion de
las condiciones de almacenamiento sobre la viabilidad
de esporas y micelio de actinomicetes aislados de la ri-
zosfera de leguminosas. Para este fin se logro determi-
nar una metodologia adecuada para la recuperacion de
cepas aisladas inicialmente pertenecientes al proyecto
“Busqueda de Actinomicetes Productores de Antibioti-
cos” y depositados en la coleccion de cultivos de mi-
croorganismos utiles para biotecnologia.

Las cepas aisladas y almacenadas en cultivos puros se
mantuvieron en suspensiones de glicerol al 20% (w/v)
y en refrigeracion entre 1 y 3°C, por alrededor de tres
afios aproximadamente. Transcurrido este tiempo se
tratd de recuperar las cepas en su mayor nimero, pero
de un total de 277 cepas aisladas y almacenadas inicial-
mente, Unicamente se lograron recuperar 86 cepas que
corresponden a un 31.0%, mientras tanto que 191 cepas
se perdieron, lo que corresponde a un 69.0%.

La recuperacion de las cepas aisladas y almacenadas en
cultivos puros no fue como se esperaba, existen varias
causas que generaron la pérdida inevitable de cultivos,
entre las principales se ha podido citar, la aplicacion
deficiente de las técnicas de aislamiento inicial de cul-
tivos, es decir, los stocks no fueron preparados ade-
cuadamente para su almacenamiento y conservacion
en cultivo puro ya que estos deben contener suficiente
material microbiolégico (biomasa) para su posterior re-
cuperacion (turbiedad del medio), para la conservacion
en cultivo puro se utilizé glicerol al 20% (w/v).

El mal estado de los equipos en los cuales se conserva-
ron las cepas también es otra de las causas principales
para la pérdida de cultivos, ya que estos no siempre es-
tan a la temperatura adecuada (entre 1 y 3°C), ya sea
por la falta de energia eléctrica o por descuido del per-
sonal a cargo.

La técnica de refrigeracion, una de las mas utilizadas
para la conservacion de cultivos, no es muy recomenda-
da si se trata de almacenar cepas por largos periodos de
tiempo, debido a que las actividades metabdlicas de los
microorganismos son muy lentas pero no se detienen.
Asi, su crecimiento contintia lentamente, los nutrientes
son utilizados y los productos de desecho liberados en
el medio. Esto da como resultado, finalmente, la muer-
te de los microorganismos después de algiin tiempo
(Zamora, 2003). Cepas aisladas inicialmente en el afio
2009, de gran interés, que presentaron coloraciones ver-
des y azules (micelio aéreo), las mismas que formaban
pigmentos difusibles verdes y azules, se llegaron a per-
der, posiblemente estas cepas podian llegar a metaboli-
zar compuestos bioactivos de interés industrial.

CONCLUSIONES

En la presente investigacion se lograron recuperar tini-
camente 86 cultivos de actinomicetes de un total de 277,
esto corresponde a un 31.0%, es evidente la pérdida de
cultivos, lo cual corresponde a un 69.0%, esto se debe a
la aplicacion deficiente de las técnicas de aislamiento y
conservacion de cepas, equipos deficientes para su con-
servacion y mala manipulacion, lo cual incluye trans-
porte de tubos crioviales con material microbioldgico
(biomasa).

El método de conservacion inicial de cepas utilizada
fue refrigeracion entre 1°C y 3°C, la misma que no es
la adecuada si se quiere conservar cepas por un largo
periodo de tiempo, estas debieron ser congeladas para
evitar grandes pérdidas de cultivos de actinomicetes.
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RESUMEN

Durante la experimentacion se analizo el efecto de mezclar las harinas de trigo importado (HTI) por harina de
trigo nacional (HTN) de la variedad Iniap — Cojitambo en formulaciones para galletas de sal. Con la finalidad de
obtener el mejor tratamiento se utilizo un disefio de un factor completamente aleatorizado para los analisis fisico-
quimicos y un disefio de bloques incompletos para el analisis sensorial (color, crujencia, olor, sabor y aceptabili-
dad), hasta encontrar estadisticamente el mejor tratamiento, los tratamientos que existia diferencia significativa,
se empleo la prueba de TUKEY a un nivel de significancia del 5%. La mejor mezcla de harinas fue 45% de HTI
y 55% de HTN; las galletas elaboradas con esta mezcla presentaron un promedio de dureza 11,25 N, humedad
3,62% y sensorialmente fueron muy crujientes (7,94), de un color dorado agradable a la vista (2,83), de un olor
caracteristico a galleta (4,07), sabor muy agradable (7,79) y que el consumidor acepta enormemente (8,80).Se
analizo las caracteristicas reologicas de su masa, presentando parametros altos en Desarrollo de la masa 1,13Nm,
Debilitamiento de la proteina 0,51 Nm, Gelatinizacion del almidoén 1,67Nm, Actividad amilasica 1,51Nm y Geli-
ficacion del almidon 2,12Nm.Finalmente las galletas de sal elaboradas con 45% de HTI y 55% de HTN, cumplen
con los requerimientos bromatolégicos y microbioldgicos de la norma INEN 2085, pues aporta un valor energé-
tico de 485,76 Kcal /100g; su tiempo de vida util fue de 2,7 meses a condiciones aceleradas (70%HR y 30°C), su
rendimiento del 97,03% y el costo fue de 0,09 centavos las 10 unidades (30g).

Palabras claves: Harina de trigo, Mixolab, Texturometro Brookfield CT3, Escala de linea continua, Galletas de sal.

SUMMARY

During the experimentation we explored the effect of mixing (HTI) imported wheat flours for wheat flour national
(HTN) variety Iniap - Cojitambo in formulations for salted cookies. In order to obtain the best treatment design
was used an a factor fully randomized for physicochemical analyses and an incomplete block design for sensory
analysis (color, crujencia, smell, taste and acceptability), up to find statistically the best treatment, treatments that
there was significant difference, employment the TUKEY test to a significance level of 5%. The best mix of flours
was 45% of HTI and 55% of HTN; Cookies made with this mixture showed an average of 11.25 N, 3.62% hard-
ness and sensually were very crunchy (7.94), a nice golden color (2.83), in view of a characteristic smell of biscuit
(4.07), very nice flavor (7.79) and that the consumer accepts greatly (8.80).Analyzed the rheological properties of
its mass, presenting high parameters in development of the mass 1, 13Nm, weakening of the protein 0.51 Nm, 1,
67Nm, activity starch gelatinization amylase 1, 5SINm and Gelation of starch 2, 12Nm.Finalmente salt crackers
made with 45% of HTI and 55% of HTN, comply with the requirements bromatological and microbiological stan-
dard INEN 2085, because it brings an energy value of 485,76 100g Kcal; his life time was 2.7 months accelerated
conditions (70% RH to 30° C), its yield of 97,03% and the cost was 0.09 cents 10 units (30g).

Key words: wheat flour, Mixolab, Brookfield CT3 texture, scale of continuous line, salted biscuits.
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INTRODUCCION.

Triticum aestivum o Trigo “harino-panadero” es tipo
de trigo destinado en su totalidad al consumo humano,
ha sido y sigue siendo objeto de innumerables inves-
tigaciones en el mundo entero para mejorar tanto sus
rendimientos en zonas aridas o fértiles, como su calidad
panadera.

El trigo se encuentra dentro de la principal fuente de ali-
mento a nivel mundial, después del maiz; esto se debe a
sus propiedades alimenticias y sensoriales.

La variedad de trigo Iniap — Cojitambo producido en
ecuador, es un trigo blando, posee una capacidad de
germinacion de 90 a 94%, con un rendimiento harinero
de 63 al 66%.

Uno de los trigos importados por el pais es el CWRS de
Canada Western Red Spring o Trigo rojo de primavera
del oeste de Canada, es conocido por sus excelentes
caracteristicas de molienda y panificacion. produce una
harina fuerte, admite una proporciéon de harina floja;
pues trabajando con mezclas de trigos duros y blandos
encontraron que reduciendo el tamafio medio de la par-
ticula de harina se incrementaba la cantidad de agua re-
querida para hacer la masa.

Las harinas flojas son indispensables para la elabora-
cion de galletas, estas harinas se obtienen normalmente
a partir de los trigos blandos, su contenido proteico es
normalmente inferior al 10%.

Actualmente la galleta es uno de los alimentos preferi-
dos, por su agradable, rapido de adquirir y de consumir,
se adapta totalmente a las nuevas tendencias de consu-
mo.

Segun la norma INEN 2085, galletas se definen como
los productos obtenidos mediante el horneo apropiado
de las figuras formadas por el amasado de derivados
del trigo u otras farinaceas con otros ingredientes aptos
para el consumo humano.

Por lo detallado anteriormente el objetivo de la inves-
tigacion fue elaborar galletas de sal utilizando harina
de trigo (Triticum aestivum) nacional de la variedad
Iniap — Cojitambo con suplementos parciales de harina
de trigo importado. Se realiz6é andlisis fisico-quimicos
en harina y sensoriales galletas con la finalidad de en-
contrar la mejor combinacion.

MATERIALES Y METODOS

Materia Prima.

En la presente investigacion se utilizo las siguientes ha-
rinas: de trigo nacional de la variedad Iniap - Cojitambo
(HTN) y de trigo importado de la variedad CWRS, tri-
go Canadd Western Red Spring o trigo rojo de primave-
ra del oeste de Canada (HTT).

Elaboracion de las galletas.

La tecnologia que se utiliz6 en esta experimentacion
fue la tecnologia laminada proceso que significo dosifi-
car todos los ingredientes, disolver los aditivos solubles
cremar ¢ hidratar la harina durante 12min que tarda el
proceso de amasado, hasta formar una lamina para un
posterior troquelado y horneo de 12min a 180°C, proce-
so que se observa en la Figura 1.
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Figura 1. Diagrama de flujo para la elaboracionde galletas de sal uti-
lizando harina de trigo nacional con suplementos parciales de harina
de trigo importado.

Analisis de las galletas:

Medicion de dureza: Las mediciones de Durezase rea-
lizaron para galletas de sal en el Texturémetro Brook-
field CT3, con la sonda TA7 y elemento TA-BT-KIT
para un ciclo, utilizando la técnica instrumental quiebre
de tres puntos; que consiste en colocar la muestra so-
bre un soporte de 6cm de largo y Scm de alto y aplicar
una fuerza paralela de 5N a una velocidad de 2 mm/s,
usando el elemento TA-BT-KIT, hasta producir el quie-
bre total de la estructura de la galleta. Esta medicion se
aplico para todos los tratamientos.

Medicion de humedad: Las mediciones de Humedad se
realizaron en una balanza infrarroja de humedad KERN
MLS 50.

Medicion de atributos sensoriales: Para el Analisis Sen-
sorialse se aplico el disefio de bloques incompletos,
bajo las condiciones del disefio propuesto por Cochran,
W (10): 11t (tratamientos), Sk (nimero de tratamiento
que degusta un catador), 5r (veces que un tratamiento es
degustado), 11b (catadores), 2A (nimero de veces que
parejas de tratamientos aparecen en un bloque), 0,88E

Alimentos, Ciencia e Ingenieria

45



46

(error). Se utilizé una escala hedoénica no estructurada o
de linea continua de 15c¢m y catadores semi-entrenados.
Analisis estadistico de las harinas: Se aplico el Disefio
de un factor completamente aleatorizado con 6 obser-
vaciones y 11 tratamientos, siendo el factor de estudio:
El porcentaje de harina de trigo importado (HTI), ,los
datos experimentales, se sometieron a ANOVA, con un
nivel de significancia del 5% y se utiliz6 la prueba para-
meétrica de TUKEY para comparar los tratamientos que
presentaron diferencias significativas. Los datos se ana-
lizaron en el programa estadistico Statgraphics plus 4.0
Mejor tratamiento.

Se analizo el comportamiento reologico a través del uso
del MIXOLAB, la calidad del proceso mediante anali-
sis microbiologicos, calidad nutricional mediante un
analisis proximal y la vida util mediante ASLT.

Finalizados los analisis fisicos, quimicos y sensoriales
se eligio el mejor tratamiento, usando los valores pro-
medio mas altos de la prueba de Tukey a un nivel de
significancia del 5%.

Vida util de la galleta elaborada con la mejor mez-
clas de harinas

Se utiliz6 el método Acelerated Shelf Life Testing,
(ASLT), controlando el factor extrinseco ganancia de
humedad. Las galletas elaboradas con la mezcla de ha-
rinas provenientes del mejor tratamiento, fueron enva-
sadas en fundas de celofan con aproximadamente 30gr,
se almacenaron por un mes, en una camara acondicio-
nada a condiciones atmosféricas de 70% de humedad
relativay 30°C de temperatura. Cada 72 horas se ana-
lizaba la humedad en las galletas.

RESULTADOS Y DISCUSION
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Grafico 1. Datos de dureza en galletas de sal de los diferentes trata-

mientos. Fuente: Elena Liceth Aquino Ruiz.

En el grafico 1 se observa la variacion de la dureza ex-
presada en Newtons de los diferentes tratamientos estu-
diados, el grafico muestra una tendencia inversamente
proporcional, ya que a manera que aument6 el porcen-
taje de sustitucion de harina de trigo importado, el va-
lor de dureza disminuy6, experimentalmente T9 (45%
HTI y 55% de HTN) y T10 (50% HTI Y 50% HTN)
presentaron los valores mas bajos de dureza 11,25 N
y 10,43N respectivamente, considerandolos como los
mejores tratamientos; TO (100% HTN) encambio pre-

sento el valor més alto de dureza 15,45N.

Este efecto se debe a la calidad del almidon de la HTN
principalmente, ya que dicha harina posee un alto con-
tenido de almidon dafiado, el almidon dafiado afecta la
textura del producto, ya que la retrogradacion causa
nuevamente la formacion de cristales y produce un en-
durecimiento en el producto, que afecta en su textura.

[11]
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Gréfico 2. Datos de humedad en galletas de sal usando la balanza de
humedad KERN MLS 50, para todos los tratamientos.
Fuente: Elena Liceth Aquino Ruiz.

En el grafico 2 se observan los cambios de humedad en
las galletas elaboradas en los diferentes tratamientos,
existe una relacion directamente proporcional al au-
mento del porcentaje de sustitucion de la harina de trigo
importado, pues a manera que aumento el porcentaje
de sustitucion de harina de trigo importado en cada tra-
tamiento, el porcentaje de humedad también aumento.
Experimentalmente T9 (45% HTI y 55% de HTN) y
T10 (50% HTI'Y 50% HTN) fueron los mejores trata-
mientos ya que presentaron el porcentaje de humedad
promedio mas alto 3,62% y 3,76% respectivamente,
por otro lado TO (100% HTN) presento el valor prome-
dio de humedad mas bajo 1,45%, considerandolo como
el peor tratamiento ya que Othon, S (1996) recomienda
una humedad superior a 1,5% para galletas de sal.

Este efecto se debe a la cantidad de almidon dafiado
que se encuentran en mayor proporcion en la harina
nacional [12] y a la capacidad de atrapar agua de las
proteinas, puesto que esta caracteristica juega un papel
importante en la textura deseable de diversos productos
de panaderia. [13]

Para obtener el mejor tratamiento, se ordeno las res-
puestas experimentales, como se indica en la Tabla 1,
donde se observan las medias de cada analisis para to-
dos los tratamientos. En la zona pintada se encuentran
los valores promedio mas altos y en los tratamientos
no tienen diferencia significativa al 0,05% entre si, por
otro lado la zona sin color simboliza los valores prome-
dio mas bajos que no cumplen con caracteristicas nece-
sarias para unas galletas de calidad.
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Tabla 1. Promedio de los parametros analizados en las galletas provenientes de los diferentes tratamientos, utilizando las medias estadisticas

de la prueba paramétrica y Tukey a un nivel de significancia del 0,05%

TRATAMIENTOS
2 *!
ANALISIS | T00% | T15% | T210% | T315% | T420% | T525% | T630% | T735% | T8 40% 45To?0 5T0102 ***P-Value
HTI HTI HTI HTI HTI HTI HTI HTI HTI HTI HTI

Dureza (N) 15,85h | 1525gh | 14,55fg | 14,48fg | 13,76ef 13,29e | 12,88de | 12,29¢d | 11,89bc | 11,25ab | 10,43a 0,000

Humedad (%) 1,45g 1,46g 1,60gf 1,79¢ 2,45e 2,55ed 2,70cd 2,92¢ 3,38b 3,62a 3,76a 0,000

Color 9,35e 8,97ef 8,04e 7,90e **6,01d | **4,99cd | **4,02bc | **4,22¢ | **3,8bc | **2,83ab 1,97a 0,000

Te";:;i:iafr“' 1,56c | 3,57cb | 524ba | 4,76cba | 5,24cba | 54ba | 565b0a | 539ba | 69ba | 7,942 | 67ba 0,001

Sabor 7,81 a 6,75a 6,24a 7,61la 6,24a 6,47a 6,40a 6,36a 7,13a 7,79a 5,31a 0,280

Olor 3,80a 3,71a 5,40a 5,33a 5,63a 6,52a 5,88a 4,75a 5,77a 4,07a 3,51a 0,658

Aceptabilidad 2,59d | 2,89dc | 2,87dc | 4,23dcb | 596cba | 6,95ba 6,68ba 6,62ba 7,30ba 8,80a 2,9dc 0,000

**Valor promedio de color correspondiente a una tonalidad de Dorado aceptable. ***Probabilidad obtenida del programa estadistico Statgra-

phics Plus 4.0 para la aceptacion o rechazo de la hipotesis
Fuente: Elena Liceth Aquino Ruiz.

El mejor tratamiento fue T9 que contenia en su formu-
lacioén 45% HTI y 55% de HTN, la dureza promedio
fue de 11,25 N medida bajo la prueba de quiebre de tres
puntos, valor cercano con los encontrados bibliografi-
camente pues los pardmetros texturales caracteristicos
de una galleta no fermentada aplicando una prueba de
quiebre de tres puntos es 10,1 £ 0,7N [14].

La humedad promedio fue de 3,62% comparada con
distintas referencias donde indican que la humedad pro-
medio en galletas no fermentadas es de 3,26%, 5% para
galletas de sal se puede considerar que la humedad se
encuentra dentro del limite permisible.

Los catadores al momento de decidir cuél fue la muestra
mas aceptable se vieron afectados en gran medida por
el color mostrando mayor aceptacion por la tonalidad
de dorado intermedio y el atributo de textura haciendo
referencia a la crujencia, puesto que este paraimetro sen-
sorial es importante en alimentos farinaceos. La textura
adquiere mayor importancia en algunos alimentos: la
dureza de una ternera, la fibrosidad de los esparragos
y las judias verdes, el caracter crujiente de los cereales.

Las galletas elaboradas con T9 (45% HTI y 55% de
HTN) fueron muy crujientes (7,94), de un color dorado
agradable a la vista (2,83), de un olor caracteristico a
galleta (4,07), sabor muy agradable (7,79) y que el con-
sumidor acepta enormemente (8,80).

2,00 mHARINA NACONAL

150 mHARINAIMPORTADA

PARAMETROS

MELOR TRATAMIENTO
T3{45%TI - 35 HTH)

mHAINA
GaLETER
SANTA LUCA

Grafico 3. Parametros reoldgicos de las masas de HTN, HTI, Mejor
tratamiento y una harina galletera comercial. Fuente: MIXOLAB
Chopin

En el Grafico 3 se observa un resumen de los 5 parame-
tros reologicos analizados en el MIXOLAB del mejor
tratamiento y una harina galletera “Santa Lucia”, expre-
sados en una medida de fuerza Par (Newton/metro) que
significa la unidad en la que se mide el momento de dos
fuerzas (torque) de igual magnitud, direcciones parale-
las y sentidos contrarios, provocando un movimiento
de rotacion.

Desarrollo de la masa (C1) permite determinar el poder
de absorcion de agua de las harinas y medir las caracte-
risticas de las masas durante la amasadura (estabilidad,
elasticidad, potencia absorbida). Es decir que se nece-
sitd entre 1,13 a 1,12 Nm de fuerza para que la harina
pueda interactuar con el agua hasta formar una masa
viscoeldstica.

Debilitamiento de las proteinas (C2) cuando la tempe-
ratura de la masa aumenta la consistencia disminuye; la
intensidad de este debilitamiento depende de la calidad
de las proteinas.

En la experimentacion la masa correspondiente a la
HTN presento6 el C2 mas bajo(0,42 Nm) por tratarse de
una harina floja, que por naturaleza no presenta buena
calidad proteinica, seguido el parametro de la HTT 0,48
Nm por tratarse de una harina fuerte perteneciente a la
variedad de trigo CWRS#1, al sustituir con 45% HTI a
la HTN, ésta ayuda a mejorar la calidad de las proteinas
de la HTN ya que el pardmetro en esta masa fue el mas
alto con 0,51 Nm; es decir que los fraseadores necesi-
taron mayor fuerza para romper los enlaces de las pro-
teinas en la masa del mejor tratamiento. Este parametro
concuerda con el parametro obtenido para una muestra
de harina comercial, pues la harina “Santa Lucia” pre-
sent6 un valor de 0,52 Nm ya que a mayor valor de
torque (C2), la proteina de la muestra sera mas tenaz, lo
contrario indicard una proteina mas débil.

Gelatinizacion del almidon (C3) la gelatinizacion es
la ruptura brusca de la ordenacion de las moléculas en
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los granulos. [13]. En la experimentacion la fuerza que
necesitaron los fraseadores para lograr que el almidon
gelatinizara fue de 1,66Nm para HTN, 1,64Nm para
HTI y para el mejor tratamiento T9 (45% HTI y 55%
HTN) 1,67Nm, pues se pudo observar que C3 presento
similitud en los parametros.

Actividad amilasica (C4), la actividad amilasica de-
termina la consistencia al final del periodo de calenta-
miento. Experimentalmente no existe diferencia en los
parametros C4, la HTT obtuvo 1,53 Nm, aparentemen-
te presentd baja actividad amildsica en comparacion
con las demas, el mejor tratamiento T9 (45% HTI y
55%HTN) y la HTN por ejemplo, obtuvieron 1,51 Nm,
es decir la actividad amilasica fue alta, puesto que los
fraseadores necesitaron menor fuerza. Las harinas que
contienen mayor concentracion de alfa-amilasas nece-
sitan menor fuerza de los fraseadores sobre la masa, la
actividad amilasica es alta en estos tratamientos [20]

La actividad amilasica alta en HTN y el mejor trata-
miento T9 (45% HTI y 55%HTN), es coherente con los
resultados que se observaron durante la experimenta-
cion, ya que mientras mas alto el porcentaje de HTN
en la formulacion de galletas de sal, el color dorado se
intensificaba y este disminuia conforme aumentaba el
porcentaje de suplementacion con HTI, atribuyendo
este efecto a la presencia de alfa- amilasas, pues este
tipo de enzima actua hidrolizando el almidén [21], rom-
pen los enlaces alfa 1-4 dando lugar a la formacion
de dextrinas [19] y ayudan a regular la velocidad de
fermentacion, facilitan color en productos de panaderia.

Gelificacion del almidon (C5) la gelificacion o retro-
gradacion del almidon es la ultima etapa de medida y
evalua la vida util, garantizando que el producto acaba-
do sea mas fresco y suave. [17]. Los valores obtenidos
para este parametro fueron muy similares, 2,00Nm para
HTN, 2,04Nm para HTI y de 2,12Nm el mejor trata-
miento T9 (45% HTI y 55%HTN); se concluye que las
masas presentan baja retrogradacion de los almidones,
lo que significod que la vida util de las galletas sera larga.

Finalmente los parametros reologicos del mejor trata-
miento (45% HTIy 55% HTN) fueron altos: Desarrollo
de la masa 1,13Nm, Debilitamiento de la proteina 0,51
Nm, Gelatinizacion del almidéon 1,67Nm, Actividad
amilasica 1,51Nm y Gelificacion del almidon 2,12Nm
en comparacion con la HTN, HTI y una harina galletera
“Santa Lucia”, por lo que se puede decir que al reem-
plazar el 45% de HTN por HTI la harina se acondi-
ciona a las caracteristicas de las harinas galleteras que
estan en el mercado.

Analisis microbiologico

El analisis microbiologico se realizo al mejor tratamien-
to T9 (45%HTI y 55% HTN) para verificar la inocuidad
del proceso de produccion, se utilizé placas 3M Petri-
film y los resultados fueron: Ausencia para Mohos y

levaduras, Ausencia para Escherichia coli y un prome-
dio de 200 ufc/g para Aerobios Totales, los resultados
cumplen con los parametros establecidos por la Norma
Técnica Ecuatoriana (NTE) INEN 2085:96.

Analisis bromatologico

Los resultados del analisis proximal para galletas de sal
elaboradas con 45% HTI y 55% HTN, estan dentro de
los parametros que debe cumplir una galleta, segtn la
Norma Técnica Ecuatoriana 2085. Las galletas presen-
t6 una humedad de 3,74%, proteina 7,82%, superando
el limite de la norma que es de 3%, carbohidratos to-
tales 62,94%, lipidos 22,12%.y cenizas totales 2,47%,
constituyendo un complemento apetitoso de racion
alimenticia diaria, que aportan un valor energético de
485,76 Kcal /100g.

Vida util

Se aplico el método de ASLT Accelerated Shelf Life
Testing(Prueba Acelerada de Vida de Anaquel), contro-
lando el parametro Humedad por tratarse de un alimen-
to con baja actividad de agua. Se obtuvo una reaccion
de primer orden cuyo tiempo de vida util fue de 2,7
meses a condiciones aceleradas (70%HR y 30°C), por
consiguiente si el producto se almacena a condiciones
ambientales normales el producto duraria 6 meses.

El precio de venta al publico de la galletas se estima de
0,09 centavos de ddlar la presentacion de 30g (10 uni-
dades) y el rendimiento de produccion es del 97,032%.

CONCLUSIONES

La harina de trigo nacional de la variedad INIAP- Co-
jitambo debe mezclarse con un 45% de harina de trigo
importado CWRS, ya que ésta mezcla presentd buenas
aptitudes galleteras, tanto en masa, por tener parame-
tros reologicos adecuados, como en producto final por
presentar parametros fisicos dentro de los rangos per-
misibles y aceptacion por parte del consumidor.
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IMPROVEMENT OF THE TEXTURE OF THE BREAD MADE OF
CASSAVA STARCH (Manihot esculenta)
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Universidad Técnica de Ambato - Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos
Campus Académico Huachi Av. Los Chasquis y Rio Payamino
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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion evalua el efecto de la incorporacion de aditivos en la elaboracion del pan de
almidoén de yuca, con el objetivo de mejorar y conservar la textura suave del pan por mayor tiempo, puesto que a
medida que transcurre el tiempo y con el enfriamiento, la textura del pan de almidén de yuca se vuelve muy rigida
debido a la retrogradacion del almidén y a la pérdida de humedad. Se trabajo con la interaccion de goma xanthan
en cantidades de 0.1, 0.3 y 0.5% p/p y monoglicérido destilado con 0.5, 1 y 1.5% p/p por sus caracteristicas como
agentes mejoradores en la panificacion, obteniéndose un total de 9 tratamientos. Se evaluaron parametros como
la dureza (g), trabajo dureza terminado (mJ), y deformacion recuperable (mm) durante 3 dias en el texturometro
Brookfield CT-3, durante el almacenamiento del producto en fundas de celofan selladas y a temperatura ambiente
(20°C). Ademas se realiz6 un analisis sensorial para todos los tratamientos y se determin6 como mejor tratamiento
a la interaccion 0.5% goma xanthan y 1% monoglicérido destilado. Asimismo, se determiné que este tratamiento
posee un adecuado comportamiento reologico de la masa, menor pérdida de peso y humedad comparada con la
muestra patron (sin aditivos), presentando también un tiempo de vida util de 4 dias.

PALABRAS CLAVE: textura, almidén de yuca, aditivos, pan.

SUMMARY

This research evaluated the effect of the incorporation of additives in the making of cassava starch bread, with the
purpose of improving and to preserve the soft texture of bread for a longer time, because as time passes by and
due to the cooling, cassava starch bread texture becomes rigid due to retrogradation of starch and moisture loss.
We worked with a combination of xanthan gum at 0.1, 0.3 and 0.5 % w/w, and distilled monoglycerid at 0.5, 1
and 1.5% w/w because of their characteristics as improvers in baking: thus, we obtain a total of 9 treatments. The
parameters evaluated were: hardness (g), hardness finished work (mJ), and recoverable deformation (mm) during 3
days with Brookfield CT-3 texturometer, storing the product in sealed cellophane bags at room temperature (20°C).
Additionally, a sensorial analysis was performed for all treatments and as a result the combination of 0.5% xanthan
gum and 1% distilled monoglycerid was established as the best treatment. Likewise, it was determined that this
treatment has an adequate mass reological behavior, a lesser weight and moisture loss compared to the standard
sample (without additives), and a product shelf life of 4 days.

KEYWORDS: texture, cassava starch, additives, bread.

INTRODUCCION

El consumo de pan se ha extendido en el mundo, lo que
ha ocasionado una creciente dependencia del trigo im-
portado en nuestro pais. Sin embargo, Ecuador dispone
de una mayor produccion de otros productos como la
yuca, la cual, aunque no posea las mismas caracteris-
ticas panificables del trigo, puede utilizarse para la ela-
boracion de pan, siendo ademas una alternativa viable
como alimento apto para celiacos debido a su carencia
de gluten (Tinoco, 2008).

Sin embargo este producto sufre un rapido proceso de
envejecimiento, el cual se debe principalmente a la apa-
ricion de dos sub-procesos que se manifiestan de forma
separada: la rigidez causada por la transferencia de hu-
medad desde la miga a la corteza y la rigidez intrinseca
de las paredes celulares asociada a la re-cristalizacion
durante el almacenamiento (Mule, 2011).

El mismo autor manifiesta que los procesos que oca-
sionan rancidez y dureza en el pan empiezan durante
la fase final de enfriado (es decir al salir del horno) y
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comienzan incluso antes de que el almidon se haya so-
lidificado. Durante el almacenamiento, la miga del pan
se va poniendo cada vez mas dura, seca y crujiente. En
este proceso la corteza se va haciendo mas blanda y ha-
meda.

La retrogradacion es un fenémeno complejo y esta di-
rectamente relacionado con el envejecimiento del pan,
éste depende de varios factores, tales como la fuente y
concentracion de almidon, la temperatura de coccion y
enfriamiento, el pH y la presencia de solutos. La pérdi-
da de la capacidad de retencion de agua y la restaura-
cion de la cristalinidad también se presentan durante el
envejecimiento de los geles de almidon gelatinizados
(Villagra, 2010).

Segun Mule (2011), otros factores que afectan la velo-
cidad de pérdida de firmeza son la temperatura de alma-
cenamiento, el contenido y la migracion de la humedad
en el pan durante su almacenamiento.

Los andlisis de textura del pan son muy importantes, ya
que influyen en gran medida en las decisiones de com-
pra de los consumidores. La corta vida util del pan y la
pérdida de frescura de la miga esta fundamentalmente
asociada con la evolucion de dos parametros de textura:
el incremento de firmeza y pérdida de elasticidad (Ca-
llejo, 2010).

Martinez (2010), indica que la goma xanthan es el in-
grediente que sustituye las funciones del gluten dentro
de la elaboracion del pan libre de gluten, debido a su alta
capacidad de absorcion de agua, de viscoelasticidad y
de termo-coagulacion, lo cual le diferencia de cualquier
otra proteina vegetal. Otro uso en panificacion debido a
sus propiedades, es como agente emulsificante, ya que
ademas de poseer un alto contenido de fibra dietética,
se caracteriza por su capacidad de retencion de agua y
sus propiedades de adhesion y formacion de pelicula.

Segun Tejero (2011), el monoglicérido destilado reduce
la velocidad de endurecimiento al impedir la cristali-
zacion de la fraccion de amilopectina, ademas propor-
ciona fuerza, tolerancia, volumen, flexibilidad, esponja-
miento en la miga y suavidad en la corteza; en resumen,
aumento de vida en los panes y la bolleria.

MATERIALES Y METODOS

Para la elaboracion del pan de almidon de yuca se si-
guen los pasos propuestos por Vega (2011) que se des-
criben en la Figura 1.

Se trabajé con almidén de yuca al cual se incorpord
goma xanthan en cantidades de 0.1, 0.3 y 0.5% p/p y
monoglicérido destilado al 0.5, 1 y 1.5% p/p; para eva-
luar el efecto combinado de estos dos aditivos, se reali-
zaron un total de 9 tratamientos.

Posteriormente, se llevé a cabo la evaluacion del efec-
to de los aditivos en la textura del pan de almidon de
yuca a través del tiempo, se empled el texturometro
Brookfield Analyzer CT-3, acorde al manual de funcio-
namiento del equipo, con el que se determinaron las ca-

racteristicas de dureza total, trabajo dureza terminado y
deformacion recuperable de los tratamientos evaluados;
los analisis se realizaron diariamente.

100% Almidonde yuca
50% Queso molido

20% Huevos

12% Leche —
6% Mantequilla

1.5% Polvo de Hornear
Aditivos

Recepcion

Pesado

190°C/ 20min

Figura 1. Diagrama de flujo para la elaboracion de pan de almidon
de yuca

Temp. Ambiente

Para la seleccion del mejor tratamiento, a partir de los
analisis realizados en el texturémetro Brookfield, se
aplico el disefio experimental de tipo factorial 3n a tra-
vés de un Analisis de Varianza (ANOVA) a un nivel de
confianza del 95% y la diferencia significativa entre los
tratamientos por medio de la Prueba de respuesta opti-
ma en el programa estadistico Statgraphics Plus.

Al mejor tratamiento se efectué una caracterizacion
reologica de la masa mediante el Mixolab System (M¢-
todo ICC N° 173), y se estableci6 entre sus caracteris-
ticas fisicas: la pérdida promedio de peso después de
la coccion, método basado en la Norma INEN 530, al
igual que la determinacion de la pérdida de humedad en
el pan de yuca cocinado durante varios dias. Asimismo,
para evaluar la estabilidad microbioldgica del pan de
almidon de yuca, se realizoé un recuento de mohos y le-
vaduras (Norma INEN 1529-10:98).

Con el fin de determinar el grado de aceptacion por par-
te de consumidores potenciales se realizaron pruebas de
tipo sensorial del mejor tratamiento en comparacion a
2 marcas comerciales de pan de almidén de yuca, em-
pleando una escala hedoénica con rango de (1-5), donde
se evaluaron las propiedades sensoriales: apariencia,
color, olor, sabor, textura y aceptabilidad a través de
una hoja de catacion basada en la Norma INEN 530, se
selecciona el mejor tratamiento por medio de un disefio
experimental de bloques.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se determinaron las variaciones de textura en el pan
almacenado a condiciones ambientales; se selecciond
como mejor tratamiento a aquel que presenta menor
cambio de dureza en la corteza asi como en la miga
durante el periodo de almacenamiento, en comparacion
con la muestra de pan de almidon de yuca sin aditivos
(control).
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En lo referente a la caracteristica de dureza total, los da-
tos obtenidos reflejaron una relacion directamente pro-
porcional con el tiempo de almacenamiento, ya que se
nota un incremento en la dureza con el paso de los dias,
sin embargo, los valores de los tratamientos reflejan una
menor dureza en comparacion al pan control (sin aditi-
vo), de igual manera para los analisis de trabajo dureza
terminado y deformacion recuperable realizados, se ob-
serva una tendencia semejante, mostrando a las 72h de
almacenamiento los valores reportados en la Tabla 1.

TABLA 1. Datos promedio finales del analisis del texturometro
Brookfield al 3er dia para todos los tratamientos

Analisis
MUESTRA DT (g) | TDT (mJ) | DR (mm)
Sin Aditivos control | 1675,00 70,27 3,51
i el IR el I
onogieindabeninde | 002|152 | s |2
enosieindabeninge | bt | sz | e | 2w
onosteindabeninte | 20 | posit | e2s7 |33
Voot |22 | 1ess | e |22

El mejor tratamiento, determinado a través de la prueba
de respuesta de optimizacion en el programa estadisti-
co Statgraphics, aplicando el diseflo 32, indic que, en
cuanto a minimizacién de dureza total y trabajo dureza
terminado, el tratamiento 6ptimo corresponde a a2bl
con 0.5% de goma xanthan p/p y 1% de monoglicérido
destilado p/p, cuya formulacion logréo mantener mejo-
res caracteristicas en la textura por mayor tiempo du-
rante el almacenamiento, obteniéndose valores de 1242
g para dureza, 58,8 mJ en trabajo dureza terminado y
2,03 mm para la deformacion recuperable, en compara-
cion al patron que produjo valores de 1675 g para dure-
za, 70,27 mJ en trabajo dureza terminado y 3,51 mm en
deformacion recuperable.

Por otro lado, se caracterizo6 el comportamiento reologi-
co del mejor tratamiento mediante el analisis estadistico
realizado, a través del Mixolab System, el cual permite
caracterizar el comportamiento reoldégico de una masa
sometida a amasado, procesos de calentamiento y en-
friamiento. Los indices presentados muestran la facti-
bilidad de empleo del tratamiento a2b1 para la elabora-
cion de un pan de calidad como se observa en la Figura
2, puesto que presentd un valor promedio de 8,5 para
el indice de amilasas, lo cual indica que el almidon de
yuca analizado presenta una baja actividad amilasica o
diastasica, por lo que, segiin Cortés (2011), origina un
pan seco debido a que no existe gran cantidad de las

alfa amilasas para romper las cadenas del almidon.

Sin embargo, se obtuvo un valor de 6 para el indice de
retrogradacion, el cual indica que el pan elaborado pue-
de durar un tiempo prudencial, puesto que segin Dubat
(2011), un indice bajo determina una larga vida util para
el pan, porque una alta retrogradacion y por ende una
menor vida util se asocia con un indice mas alto.

Frotocolo: Chopin+
Ferfil objetiva
Cliente :

Ab=arcian

retrodradacian
amasada

amilazasz gluten+

vizcosidad

Pefil
objetivo

indice = 9-06-496

FIGURA 2. Comportamiento reologico para el mejor tratamiento en
el Mixolab System
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FIGURA 3. Analisis de pérdida de humedad pan de almidon de yuca
del mejor tratamiento y control

Se evaluaron ademas las caracteristicas fisicas (pérdida
de humedad y peso) del mejor tratamiento en compa-
racion con el control (sin aditivos); los valores de pér-
dida de peso posterior al horneo presentados fueron de
1,86g para el pan del mejor tratamiento y 4,41g para la
muestra control, ademas de ello, los valores de pérdida
de humedad registrados en el pan del tratamiento a2bl
después del horneo y a lo largo de su almacenamiento,
indicaron una humedad final de 31.6% al séptimo dia,
al contrario del patrén que presenté una humedad final
de 30.7%, a pesar de que ambas muestras de pan fueron
sometidas a iguales condiciones de almacenamiento,
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como se observa en la Figura 3.

De igual manera, se realizaron analisis microbiologicos
para recuento de mohos y levaduras, durante varios dias
para el mejor tratamiento y el control (sin aditivos). Se
considerd como limite critico un valor de 50 ufc/g, por
lo que se puede manifestar que el tiempo de vida util
del pan de almidén de yuca con mejoradores (0.5% de
goma xanthan y 1% de monoglicérido destilado) es de 4
dias a una temperatura de 20°C, puesto que alcanz6 un
valor de 28 ufc/g para el tratamiento a2bl y 31 ufc/g en
el pan patron a las 96 horas de almacenamiento.

Por otro lado, la evaluacion sensorial realizada a mues-
tras del mejor tratamiento y de marcas comerciales, uti-
liz6 a 50 jueces no entrenados, el ensayo se llevo a cabo
con réplica. En la Tabla 2, se observa una mayor prefe-
rencia por el pan de yuca del mejor tratamiento en cuan-
to a sabor, aceptabilidad y especialmente textura, cuya
puntuacion promedio para el pan del mejor tratamiento
fue de 4.6/5 puntos para el atributo textura, calificando-
lo como un pan suave; por el contrario, los panes de las
marcas comerciales que obtuvieron calificaciones de
2.68 y 2.3/5 puntos, es decir un pan ligeramente duro.

Se efectué ademas un analisis de costos para evaluar
su rentabilidad dentro del mercado, revelando un costo
unitario de 0,15 ctvs., en comparacion a panes de almi-
dén de yuca de la marca “A” que se expenden a 0.30
ctvs. la unidad, y el pan yuca de la marca “B”, comer-
cializado a 0.37 ctvs. en el mercado ambatefio.

TABLA 2. Resultados del analisis sensorial del pan de yuca con mar-
cas comerciales

MUESTRA Me:‘ca Ma]lsrca Trat:;]:llento
Pts./5 Pts.
APARIENCIA 332b | 394a 380a
COLOR 2.18¢ | 2,50b 2.84a
OLOR 452a | 3.50b 3.56b
SABOR 3.50b | 3.54b 4.26a
TEXTURA 2.68b | 2.30c¢ 4.60a
ACEPTABILIDAD 3.64b | 3.58b 4.52a

Promedios seguidos por letras diferentes presentan di-
ferencias significativas segiin prueba de comparacion
de Tukey

CONCLUSIONES

Los aditivos empleados lograron retardar el endureci-
miento del pan de almidon de yuca, obteniendo una tex-
tura menos envejecida en comparacion al pan de almi-
don de yuca sin aditivos (control), sometidos a iguales
condiciones de almacenamiento.

Se establecié como mejor tratamiento a la interaccion

a2bl (0.5% goma xanthan y 1% monoglicérido desti-
lado) por medio de un analisis estadistico. Asi mismo,
se determinod por medio de un analisis reologico en el
Mixolab System que este tratamiento posee un indice
de retrogradacion 6, lo cual indica que el pan puede
durar un tiempo prudencial puesto que, a pesar de es-
tar elaborado con almiddn, su tiempo de vida util co-
rresponde a un valor intermedio, presenta ademas una
menor pérdida de peso y mayor retencion de humedad
durante el horneo y su almacenamiento en comparacion
al pan de almidoén de yuca control.

Se comprobd asimismo que la presencia de los aditivos
no varia el tiempo de vida util del producto, puesto que
tanto el pan control como el del mejor tratamiento se
encuentran dentro de los limites establecidos microbio-
logicamente hasta el cuarto dia.

En cuanto a su aceptabilidad, un analisis sensorial rea-
lizado entre el mejor tratamiento y marcas comercia-
les, manifestd una mayor preferencia para el pan de
yuca del mejor tratamiento en cuanto a sabor, textura y
aceptabilidad, con una rentabilidad alta en el mercado,
puesto que su costo unitario fue de 0,15 ctvs para una
produccion semi-industrial.
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ELABORACION DE UN PRODUCTO PROTEICO ALTERNATIVO A
PARTIR DE SOYA (Glycine max) Y QUINUA (Chenopodium quinoa Willd)

DEVELOPMENT OF AN ALTERNATIVE PROTEIN PRODUCT FROM
SOYBEAN (Glycine max) AND QUINUA (Chenopodium quinoa Willd)

Lépez, Susana; Alvarado, Juan de Dios y Silva, Moénica

Universidad Técnica de Ambato (UTA) - Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos
Campus Huachi, Av. Los Chasquis y Rio Payamino, e-mail: fcial@uta.edu.ec

RESUMEN

La presente investigacion propone una nueva tecnologia de procesamiento la misma que permite elaborar un
producto de origen vegetal rico en proteinas, al ser de caracter socioecondémico busca contribuir con la sociedad
permitiendo que las personas puedan alternar con nuevos productos en su dieta diaria y a la vez mantengan una
alimentacion sana y balanceada.

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue elaborar un producto proteico alternativo a partir de soya y
harina de quinua, para esto se aplico el disefio experimental 3n, el mismo que consta de dos factores de estudio
y cada uno posee tres niveles: Factor A: Proporcion de soya (70g, 80g, 90g) y Factor B: Proporcion de harina de
quinua (30g, 20g, 10g), como resultado de obtuvieron 9 tratamientos en estudio, de los cuales se realizaron los
respectivos analisis fisico-quimicos: pH y acidez, para luego mediante la aplicacion de una evaluacion sensorial
proceder a la determinacion del mejor tratamiento en donde se analizaron atributos tales como: color, olor, sabor,
textura y aceptabilidad.

Una vez obtenido estadisticamente el mejor tratamiento (Tratamiento 7= 90g soya y 30g harina de quinua) corres-
pondiente a 58,25% soya y 19,42% harina de quinua con relacion a la mezcla total de ingredientes, se lo sometid
a diferentes analisis obteniendo asi como resultado: pH=6,66; acidez=0,0088; humedad=59,8%; proteina=23,0%;
aminoacidos esenciales: Histidina=0,61%, Isoleucina=0,81%, Leucina=1,40%, Lisina=1,19%, Metionina=0,29%,
Fenilalanina=1,03%, Treonina=0,77%, Valina=0,94%. Se calcul6é también el tiempo de vida 1til, siendo éste de 13
dias en almacenamiento por refrigeracion a 4°C. El rendimiento fue del 98,5% y el costo unitario por cada bandeja
(120g) es de $1,02 (incluida utilidad del 15%).

Palabras Claves: soya, quinua, proteina, aminoacidos esenciales.

ABSTRACT

This research proposes a new processing technology which enables it to develop a plant product rich in protein,
being of socioeconomic seeks to contribute to society by allowing people to socialize with new products in their
daily diet, yet maintain a healthy and balanced food.

The objective of this research was to develop an alternative protein product from soy and quinoa flour for this
experimental design was applied 3n, the same two factors consisting of study and each has three levels: Factor
A: Proportion of soybeans (70g, 80g, 90g) and Factor B: Proportion of quinoa flour (30g, 20g, 10g), obtained as
a result of 9 treatments under study, which is conducted the respective physicochemical analysis: pH and acidity,
then by applying a sensory evaluation procedure for determining the best treatment which analyzed attributes such
as color, odor, flavor, texture and acceptability.

Once obtained statistically the best treatment (Treatment 7 =90g and 30g soya quinoa flour) corresponding to
58,25% and 19,42% soy quinoa flour relative to the total mixture of ingredients was subjected to various analy-
zes getting and result: pH=6,66; acidity=0,0088; humidity=59,8%, protein=23,0%, essential amino acids: His-
tidine=0,61%, Isoleucine=0,81%, Leucine=1,40%, Lysine=1,19%, Methionine=0,29%, Phenylalanine=1,03%,
Threonine=0,77%, Valine=0.94%. We also calculated the lifetime, this being 13 days in storage by refrigeration at
4°C. The yield was 98,5% and unit cost for each tray (120g) is $§ 1,02 (including 15% value).
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INTRODUCCION

La falta de productos proteicos con mezclas vegetales
similares a la carne se ha convertido en un problema
de salud para los consumidores frecuentes de carnes
rojas ya que se han visto afectados por una serie de en-
fermedades cardiovasculares que atacan al organismo,
precisamente por la mal nutricion y la falta de produc-
tos proteicos alternativos. Estas limitaciones han hecho
crecer el interés por investigar nuevas tecnologias de
procesamiento para obtener productos alternativos nu-
tricionalmente mas sanos pero con las mismas caracte-
risticas organolépticas que una carne animal (Acurio,
2009).

La combinacion adecuada de soya y quinua ofrece el
potencial para elaborar un producto proteico alternativo
capaz de cumplir con todos los requerimientos nutri-
cionales y sensoriales similares a una carne animal e
incluso mejorando su cantidad de proteina pero siendo
ésta de tipo vegetal. Asi pues la sustitucion parcial en
la dieta diaria de proteina animal por proteina vegetal
permitird balancear la alimentacion y beneficiar la salud
del consumidor, puesto que ambos vegetales se comple-
mentan entre si logrando obtener una fuente rica de pro-
teina y proporcionando a la vez aminoacidos esenciales
para el ser humano.

En la actualidad se pueden encontrar diversos concen-
trados proteicos y proteina texturizada que se comer-
cializan como carne vegetal pero estos concentrados se
suelen obtener mediante tratamientos térmicos eleva-
dos, provocando modificaciones importantes sobre las
propiedades funcionales de las proteinas.

Los tratamientos térmicos modifican la estructura pro-
teica mediante cambios en los enlaces de hidrégeno,
ruptura de interacciones hidrofobicas y separacion de
pares de iones. Estos cambios dependen de la estructura
proteica, concentracion de proteina, presion, temperatu-
ra, pH y fuerza i6nica (Lullien, Perrein, 2002).

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

Soya, Harina de quinua, orégano, sal de cebolla, ajo,
agua.

Equipos e Instrumentos

Balanza analitica, pH-metro, bureta, vaso de precipita-
cion, probeta, tubos de ensayo, espatula, olla de coc-
cidn, tamiz, licuadora.

Diseiio Experimental

Se aplicé un disefio experimental 3n, compuesto por 2
factores de estudio y cada uno con 3 niveles, obtenien-
do un total de 9 tratamientos, corrido con dos replicas
(Tabla 1).

Tabla 1: Disefio Experimental 3n

Factores Niveles Tratamientos
A: Proporcion de soya A0=70g 1 A_0B.O
A_1=80g 2 A0B_1
A2=9g 3 A0B_2
B: Proporcion de harina de quinua 4 A_1BO
B_0=30g 5 A_1B_1
B_1=20g 6 A_1B_2
B2=10g 7 A2B0
8 A2B_1
9 A2B_2
laborado por: Susana Lopez, 2013

Proceso de elaboracion del producto proteico alternati-
vo a partir de soya y harina de quinua

Soyz _,| EECEPCION |

!

| SELECCION I_,

!
v
—.|

EEMOIO |
Agus

Impurezas

24 haoras

!

LAVADO I—- Agua

l

COCCION |

!

ESCURRIDO I—. Agua

3,5 horas

| LICUADO |

| PESADOD |

Harina de guinus
Especias

| MEZCLADO |

| ARAZADD |

!

| MOLDEADO |

|

| ENVASADO |

Refrigerado 4°C

Gréfico 1: Diagrama de flujo del producto proteico alternativo

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis Fisico-Quimicos

pH

En el grafico 2 se puede observar la variacion de pH
en los diferentes tratamientos, conforme se aumenta la
cantidad de harina de quinua, su pH es maés acido, asi:
en el tratamiento 1 con 70g de soya y 30g de harina de
quinua su pH es de 6,63; en el tratamiento 2 con 70g

Alimentos, Ciencia e Ingenieria

55



56

de soya y 20g de harina de quinua su pH es de 6,65 y
en el tratamiento 3 con 70g de soya y 10g de harina de
quinua su pH es de 6,67.

DETERMINACIGN DE PH EN LOS

TRATAMIENTOS
6,7
g o v
E 6,65 S ad v od . _and
v
6,6

il

g 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Tratamientos

Grafico 2: Determinacion de pH en los Tratamientos

Acidez

El 4cido predominante en la soya es el 4acido glutdmi-
co cuyo factor de acidez es de 0,1471. En el grafico
3 se observan los valores de acidez de los diferentes
tratamientos en donde se identifica que conforme dis-
minuye la cantidad de harina de quinua del tratamiento,
disminuye la acidez, asi: en el tratamiento 1 con 70g de
soya y 30g de harina de quinua su acidez es de 0,0103;
en el tratamiento 2 con 70g de soya y 20g de harina de
quinua su acidez es de 0,0088 y en el tratamiento 3 con
70g de soya y 10g de harina de quinua su acidez es de
0,0081.

DETERMINACION DE ACIDEZ EN LOS
TRATAMIENTOS

001 |
~ 0,008 Y GV

=2 0006 v \ 2

2 v
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Grafico 3: Determinacion de Acidez en los Tratamientos

Analisis de la Evaluacion Sensorial

Para la evaluacion sensorial del producto proteico al-
ternativo a partir de soya y quinua se sometieron los
diferentes tratamientos a una previa técnica de coccion
como es la fritura en donde se utilizd huevo batido y
miga de pan para de esta manera mejorar su sabor y ha-
cer mas atractivo y aceptable el producto ante los ojos
de los consumidores. El producto fue degustado por 18
catadores, semi-entrenados de la Facultad de Ciencia e
Ingenieria en Alimentos, los mismos que evaluaron los
siguientes atributos: color, olor, sabor, textura y acep-
tabilidad.

Al obtener resultados ideales tanto para sabor como
para aceptabilidad y una vez comprobado con la prueba

de Tukey se concluye que el mejor tratamiento es el 7
(90g soya y 30g harina de quinua) por lo que debe ser
sometido a un andlisis de su calidad proteica, analisis
microbiolégico y determinacion del tiempo de vida 1til.

Tabla 2: Formulacion del Mejor Tratamiento (Cantidad en Gramos)

Ingredientes Gramos
Soya 90,0
Harina de quinua 30,0
Agua 30,0
Orégano 1,0
Sal de cebolla 1,5
Ajo 2,0
Total 1545 ¢

Elaborado por: Susana Lopez, 2013

Tabla 3: Formulacion del Mejor Tratamiento (Porcentajes)

Ingredientes Porcentaje
Soya 58,25%
Harina de quinua 19,42%
Agua 19,42%
Orégano 0,65%
Sal de cebolla 0,97%
Ajo 1,29%
Total 100,00%

Elaborado por: Susana Lopez, 2013

Determinacion de Proteina en el mejor Tratamiento
La determinacién de proteina se realizé en el INIAP
(Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agro-
pecuarias) en el Laboratorio de Servicio de Analisis e
Investigacion en Alimentos; las muestras analizadas
fueron 2 la una es el producto proteico alternativo (co-
cido) en donde se obtuvo un 19,9% de proteina y la otra
es el producto (crudo) en donde se obtuvo un 23,0% de
proteina.

Tabla 4:Comparacion de la cantidad de proteina del producto elabora-
do con diferentes carnes de origen animal

Alimento (100g) Proteina (g)
Producto proteico alternativo a partir de 23
soya y harina de quinua

Carne de soya 18
Carne vacuna magra 19
Carne de ternera muy magra 20
Hamburguesas desgrasadas 20
Carne de cerdo magra 17
Pollo con piel 28
Pollo sin piel 23
Pavo sin desgrasar 19
Carne de cordero 18

uente: Tabla Nutricional de las Carnes (Johnson D., 2010)

El producto proteico alternativo es comparable con los
otros indicados, pues el contenido de proteina llega a
ser similar a una carne animal.
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Porcentaje de Aminoacidos en el mejor Tratamiento
El porcentaje de aminoécidos se determind en el INIAP
(Instituto Nacional Auténomo de Investigaciones Agro-
pecuarias) en el Laboratorio de Servicio de Analisis e
Investigacion en Alimentos

Tabla 5: Comparacion de los Aminoacidos Esenciales: Patron FAO,
producto elaborado y carne vacuna

% Aminoacidos
AA Patron Producto % AA Carne % AA
Esenciales FAO elaborado | limitante vacuna limitante
Isoleucina 0,80 0,81 101,25 0,91 113,75
Leucina 1,40 1,40 100,00 1,49 106,43
Lisina 1,10 1,19 108,18 1,54 140,00
Metionina 0,70 0,29 41,43% 0,46 65,71 ¥+
Fenilalanina 1,20 1,03 85,83 ** 0,75 62,50 **
Tript6fano 0,20 Nodeter. | = ------ 0,09 45,00 *
Treonina 0,80 0,77 96,25 0,83 103,75
Valina 1,00 0,94 94,00 *** 1,00 100,00
Aminoacidos limitantes: (*) primer limitante, (**) segundo limitante,

(***) tercer limitante Fuente: PATRON FAO - OMS 1973
Las proteinas de los alimentos de origen animal en
general presentan en su composicion un contenido de
aminoacidos similar o superior al Patron FAO, por el
contrario las proteinas de los alimentos vegetales son
deficientes en diferentes aminoacidos, asi se tiene que
los cereales son deficientes en lisina y el maiz en trip-
tofano; las leguminosas son deficientes en metionina y
las semillas de oleaginosas son deficientes tanto en me-
tionina como en lisina. Cabe recalcar que debido a estas
deficiencias las proteinas de origen vegetal son de una
calidad inferior o sea que el organismo las utiliza menos
eficientemente que las de origen animal.

La calidad de las proteinas vegetales se incrementa me-
diante suplementacion o complementacion. En la suple-
mentacion se adiciona el aminoacido, que se encuentra
por debajo de los requerimientos establecidos mediante
el patron de aminoacidos. Asi se tiene por ejemplo que
a los cereales se les incrementa el contenido de lisina
mientras que a las leguminosas se les agrega metionina.

La complementacion se refiere al uso de proteinas con
diferente deficiencia, por ejemplo el consumo de legu-
minosas y cereales simultaneamente. La complementa-
cion optima no significa que necesariamente se deban
consumir en cantidades iguales los dos alimentos, sino
que al complementarlos satisfagan el porcentaje nece-
sario de aminoacidos requeridos (Kochert, G., 1973).

En conclusion el producto proteico alternativo al ser un
alimento complementado entre una leguminosa y un
pceudocereal no presenta mayor deficiencia de aminoa-
cidos con respecto al Patron FAO por lo que se pue-
de decir que el producto elaborado es de buna calidad
proteica similar a una carne animal, ratificando de esta
manera lo antes mencionado.

Analisis Microbiolégico del Mejor Tratamiento
Recuento Total de Aerobios meséfilos

Segun la Recopilacion de Normas Microbioldgicas de
los Alimentos y Bebidas y otros parametros Fisico-
Quimicos de Interés Sanitario; los limites minimo y
maximo de aerobios mesdfilos es de 104 y 105 UFC/g,
respectivamente; por lo que se puede decir que al ob-
tener un maximo de 750000 microorganismos, el pro-
ducto proteico alternativo esta dentro de los pardmetros
establecidos por la Norma.

Tabla 6: Recuento Total de Aerobios Mesofilos

. Recuento Total Ufc/gr muestra Prome-
Tiempo dio Uf¢/

(seg) R1 R2 R3

8r
0 956 835 987 926

172800 4000 3600 3800 3800
777600 188000 185000 191000 188000
1036800 700000 760000 790000 750000

Fuente: Laboratorio de la UOITA

Recuento de Mohos y Levaduras

Segun la Norma Técnica AINIA (norma Microbiol6gi-
ca), los limites minimo y méximo de mohos y levaduras
es de 10 y 105 UFC/g, respectivamente; por lo que se
puede decir que al obtener un maximo de 17 levaduras,
el producto proteico alternativo esta dentro de los para-
metros establecidos por la Norma.

Tabla 7: Recuento Total de Mohos y Levaduras

. Recuento Total Ufc/gr muestra Prome-
Tiempo .
dio Uf¢/
(seg) R1 R2 R3 or
0 14 2 14 10
172800 15 13 11 13
777600 15 14 16 15
1036800 18 15 18 17

Fuente: Laboratorio de la UOITA

Vida Util del Mejor Tratamiento

Para determinar el tiempo de vida 1til se sometio a
refrigeracion (4°C) a varias muestras del mejor trata-
miento con el propoésito de ir analizando una por una
conforme pasan los dias.

Las siembras microbiologicas se fueron realizando pau-
latinamente hasta el doceavo dia en donde las muestras
alin mantenian sus caracteristicas fisicas en buenas con-
diciones, pero esto duro hasta el dia 15 puesto que para
el siguiente dia ya se observo la presencia de mohos,
indicativo de que el producto ya esta en malas condi-
ciones. De esta manera se determina que durante la fase
experimental el producto presenta un tiempo de vida
util maximo de 15 dias.

Calculo del tiempo de vida util
Ecuacién 1:

InC=Kt+InCo
Donde:
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r=0,9985

InCo = 6,9872

K= 6E-06

C= 10ES valor bibliografico para recuento total de Ae-
robios Mesdfilos, que se considera como limite maximo
de contaminacion segiin la: Recopilacion de Normas
Microbioldgicas de los Alimentos y Bebidas y otros
parametros Fisico-Quimicos de Interés Sanitario

Despejando tiempo de la ecuacion anterior se tiene:
t=(InC-InCo)/K

t=(13,8155-6,9872)/(6E-06)
t=1138050 segundos

t=13,2dias

Calculo de Tiempo de Vida Util
> 15,0000
L]
= 10,0000
2 c 0000 y = 6E-06x + 6,9872
g > RZ=0,9971
£ p,0000
=
- 0 500000 1000000 1500000

Tiempo (seg)

Grafico 4: Céalculo de Orden de Reaccion “n”

El tiempo de vida util obtenido en forma teorica es de
13 dias mientras que el tiempo de vida util experimental
de 15 dias lo que quiere decir que tanto la parte experi-
mental como los calculos realizados estan debidamente
ejecutados pues la diferencia de dias es minima.

Cabe recalcar que el tiempo de vida 1til del producto
también fue comparado con otros productos similares
existentes en el mercado como: empanadas de verde,
bolones de verde, empanadas de morocho, cuyo tiempo
de vida 1til es de 15 dias, por lo que se puede concluir
que el producto proteico alternativo es un producto ino-
cuo que cumple con todos los requerimientos que de-
manda el consumidor.

Rendimiento y Costo del Producto

El producto proteico alternativo tiene un rendimiento
de 98,5% lo que representa que la materia prima duran-
te su transformacion en producto terminado no presenta
pérdidas al contrario la soya durante su remojo y coc-
cion absorbe gran cantidad de agua la misma que per-
mite mayor obtencion de masa de soya con respecto a la
cantidad de grano de soya que ingresa al proceso, por lo
que se concluye que es un producto altamente rentable.

Para determinar el rendimiento del producto se aplic6 la
siguiente férmula:

Rendimiento=W_Final/W _Inicial *100
Rendimiento=6,76K g/6,86Kg*100
Rendimiento=98,5%

Para el costo de produccion se analizaron varios detalles
como: materiales directos e indirectos, equipos y uten-
sillos, suministros empleados para la industrializacion y
finalmente costos referentes al personal; obteniendo asi
un precio por cada bandeja de $1,02 (incluida utilidad
del 15%), la misma que contiene 120g (12 tortillas de
10g cada una).

CONCLUSIONES

En el presente estudio de investigacion se elabor6 un
producto proteico alternativo en el que se utilizo la soya
y la quinua como ingredientes ya que estos son alimen-
tos que poseen alto contenido de proteina, razon por la
cual se los combiné entre si para poder obtener un pro-
ducto diferente el mismo que contenga proteina de bue-
na calidad capaz de satisfacer las necesidades nutritivas
y a la vez ayudar a preservar la salud del ser humano.

Se determind la variacion de pH por el efecto de la
mezcla soya y quinua en el producto terminado, llegan-
do a la conclusion de que mientras mas cantidad de ha-
rina de quinua esté presente en el producto proteico al-
ternativo, este es mas acido puesto que la quinua es mas
acida que la soya, claro que la diferencia es minima asi
por ejemplo: en el tratamiento 7 con 90g de soya y 30g
de harina de quinua su pH es de 6,66; en el tratamiento
8 con 90g de soya y 20g de harina de quinua su pH es
de 6,67 y en el tratamiento 9 con 90g de soya y 10g de
harina de quinua su pH es de 6,68, cabe recalcar que el
tratamiento 7 fue determinado como el mejor de todos y
su pH es similar a la carne animal y esta dentro del ran-
go establecido para la misma siendo éste de 6,66 a 6,68.

Se dedujo el mejor tratamiento en base a evaluacion
sensorial en donde se elaboraron 9 tratamientos con di-
ferentes proporciones de soya y harina de quinua, se
utilizaron 18 catadores y cada uno degusto 5 tratamien-
tos, para esto se empled una ficha de catacion la misma
que permiti6 calificar atritos como: color, olor, sabor,
textura y aceptabilidad todo esto mediante una escala
hedonica de 5 puntos la misma que va desde 1 “gusta
mucho” hasta 5 “no gusta”, gracias a la aplicacion de
calculos estadisticos tanto en Excel como Statgraphics
se concluy6 que el mejor tratamiento es el 7 cuya pro-
porcion es 90g se soya y 30g de harina de quinua lo que
representa 58,25% soya y 19,42% harina de quinua ya
que éste obtuvo en promedio una calificacion de 1 (gus-
ta mucho) tanto para sabor como para aceptabilidad.

Se estimo el tiempo de vida util del mejor tratamien-
to, mediante unidades formadoras de colonias (UFC),
para esto se realizaron siembras microbiologicas du-
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rante 2 semanas aproximadamente tanto para recuento
de Aerobios Mesofilos como para mohos y levaduras,
el producto fue sometido a refrigeracion (4°C), experi-
mentalmente el tiempo de vida 1til del producto es de
15 dias puesto que sus propiedades tanto fisicas como
sensoriales ya se vieron afectadas y en forma teorica el
tiempo de vida util calculado es de 13 dias, por lo que
se puede concluir que el producto almacenado en opti-
mas condiciones varia su tipo de vida 1til de 13 hasta
maximo 15 dias.

Se caracterizo la calidad proteica del mejor tratamiento
ya que el producto alternativo elaborado a base de soya
y harina de quinua posee un porcentaje de aminoacidos
similar al Patron FAO, no presenta mayor deficiencia
de aminoacidos esenciales por ser un alimento comple-
mentado convirtiéndolo en producto de buena calidad
proteica, el mismo que sin duda alguna puede y debe ser
incluido en la dieta diaria, para asi proporcionar una ali-
mentacion balanceada y mas saludable para el organis-
mo, cabe recalcar que por ser éste un producto de origen
vegetal complementado su proteina es de buena calidad
y lo mas importante es que no va a traer consecuencias
en la salud del ser humano, el porcentaje de proteina
presente en el producto elaborado es de 23% mientras
que la proteina presente en la carne vacuna es de 19%
por lo que se puede concluir que el producto proteico
alternativo, cumplio con todos los objetivos planteados
en la presente investigacion, llegando de esta manera
a ser similar en calidad proteica con una carne animal.

En muchos casos la vida de anaquel de un alimento no
sigue un determinado orden de degradacion, por lo que
se determind el valor de n dando como resultado que
n=1 lo que quiere decir que es una ecuacion de cinética
de primer orden.
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HIDROLISIS ENZIMATICA DE PROTEINAS DE SUERO LACTEO
CON PROTEASAS DE TRACTO DE TRUCHA ARCOIRIS
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ORGANICA DEL AGUA MEDIANTE LA POSIBLE APLICACION
COMO FERTILIZANTE ORGANICO.
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WATER THROUGH ITS POSSIBLE APPLICATION AS AN ORGANIC
FERTILIZER.
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RESUMEN

En la presente investigacion, se aplicé un método sencillo para la extraccion de proteasas a partir del tracto de
truchas arcoiris (Oncorhynchus mykiss). El contenido proteico de los extractos cuantificados por el método de
Lowry, fue de 1,21340,04 mg/ml para los estomagos y 1,446+0,02 mg/ml para los intestinos, expresados como
BSA. Se determiné también la actividad proteasica por el método de Anson utilizando hemoglobina como sustrato.
Los valores de actividad fueron de 4,70 E-04 y 6,92 E-05 (milimoles de tirosina desprendidas por la hidrélisis en
un minuto) para las enzimas extraidas utilizando los estomagos y los intestinos, respectivamente.

Se determiné que con el mejor tratamiento para la hidrdlisis del suero lacteo se alcanza un 9,3% de hidrolisis, con
este porcentaje de hidrolisis se pudo aportar nutrientes (péptidos y aminoacidos) que pueden ser asimilados por las
plantas, produciendo un aumento de tamaiio del follaje y del rabano, lo cual muestra que el suero lacteo hidroliza-
do puede ser empleado como fertilizante organico.

Palabras clave: truchas, suero lacteo, hidrdlisis, rabanos, fertilizante.

SUMMARY

In this research, a simple method for the extraction of proteases from the tract of rainbow trout (Oncorhynchus
mykiss) was applied. The protein content of the extracts as quantified by the Lowry method and expressed as BSA
was 1.213 + 0.04 mg / ml for the stomach extract, and 0.02 + 1.446 mg / ml for the solution from the intestines.
Protease activity was also determined by the Anson method using partially denatured hemoglobin as substrate.
Activity values were 4.70E-04 and 6.92E-05 EU (millimoles of tyrosine per minute released by hydrolysis) for the
enzymes extracted using the stomachs and intestines, respectively.

It was determined that the best treatment (a0b03) for whey hydrolysis produced 9.3 % hydrolysis, with this per-
centage of hydrolysis, whey hydrolysate could provide with nutrients (peptides and amino acids) that plants can
absorb thus producing enlarged radish and radish leaves , which shows that hydrolyzed whey can be used as or-
ganic fertilizer.

Keywords: trout, whey, hydrolysis, radish, fertilizer.
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INTRODUCCION

Las enzimas son catalizadores bioldgicos de naturaleza
proteica altamente especificos. Se recuperan al final de
la reaccidn igual como estaba al principio (no se con-
sumen en la reaccion) de tal manera que una pequefia
cantidad de enzima puede catalizar la transformacion
de una gran cantidad de sustrato (Cordero et al., 2006).
Las proteasas son enzimas hidroliticas, clasificadas
como EC 3.4. Estas enzimas degradan las proteinas
mediante la hidrdlisis de los enlaces peptidicos, como
resultado de su actividad producen cadenas més cortas
(péptidos) o aminoacidos libres. Las enzimas se utilizan
en varios tipos de industria, como la cervecera, la de
fabricacion de detergentes, tratamiento de cuero, ela-
boracion de quesos y en ablandamiento de carnes (Fer-
nandez, 2008).

La industria lactea genera cantidades significativas de
residuos liquidos, mayormente leche diluida, leche se-
parada, crema y suero, incluyendo grasas, aceites, soli-
dos suspendidos y nitrogeno. La descarga de éstos sin
tratamiento previo se convierte en un foco contaminan-
te. Los lavados contienen residuos alcalinos y quimicos
utilizados para remover la leche y los productos lacteos;
asi como materiales total o parcialmente caramelizados
de los tanques, tambores, latas mantequeras, tinas, tu-
berias, bombas, salidas calientes y piso (Valencia et al.,
2009).

Del sistema digestivo de animales marinos se han aisla-
do tres tipos de serin-proteasas: tripsina, quimotripsina
y elastasa. Estas enzimas tienen estructuras similares y
comparten esencialmente la misma secuencia de ami-
noacidos alrededor de la triada catalitica formada por la
histidina 57, serina 195 y aspartico 102. Todas las pro-
teasas pertenecientes a esta subclase tienen en comun
los primeros 3 digitos del cddigo asignado por la CE:
3.4.21, e individualmente les corresponden los siguien-
tes codigos: tripsina 3.4.21.4, quimotripsina 3.4.21.1 y
clastasa 3.4.21.11 (Whitaker, 2000).

Los aminoacidos son compuestos fundamentales para
la vida de todo ser vivo, ya que contienen C, H, O, Sy N
enlazados de forma que su union forma estructuras ba-
sicas en la célula de un ser vivo, las proteinas. Los ami-
noacidos libres son sustancias nutritivas de facil absor-
cion y asimilacion tanto por via foliar como radicular,
transportandose rapidamente a los 6rganos del vegetal
en los que existe una mayor demanda debido a su acti-
vidad. Los aminoacidos tienen una importante actividad
biocatalizadora de reacciones enzimaticas, activando la
sintesis de fitohormonas, asi como un importante papel
como nutriente directo de facil asimilacién que no es
necesario metabolizar (Acuiia et al., 2008).

Las transformaciones de aminoacidos en nuevos ami-
noacidos asi como otras reacciones bioquimicas son re-
guladas por hormonas y principalmente por las enzimas
que juegan el papel de catalizadores biologicos. Los hi-
drolizados de proteina parece ser que afectan de algun
modo positivo a estos mecanismos (Acufia et al., 2008).

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Truchas arco iris obtenidas en el Centro recreacional
de pesca deportiva “El Chaparral” ubicado en el can-
ton Salcedo de la provincia de Cotopaxi, Suero Lacteo
obtenido en Productos Lacteos “Kasu” canton Ambato
de la provincia de Tungurahua, Albumina sérica bovina
(BSA), Tyrosina, Hemoglobina.

Métodos

Obtencion de proteasas

Se adquiri6 truchas arco iris en el Centro recreacional
de pesca deportiva “El Chaparral” del canton Salcedo
de la provincia de Cotopaxi, las que fueron selecciona-
das por tamafo, para facilitar el transporte.

Se extrajo el tracto digestivo completo en bafio de hielo
realizando una incisioén en toda la parte inferior de la
trucha y se separd las dos regiones digestivas estoma-
go e intestinos. Para comprobar si estas diferencias se
reflejaran en las caracteristicas de las proteasas que ac-
tuan en cada parte del aparato digestivo.

Los extractos enzimadticos se obtuvieron tras homo-
geneizar las porciones digestivas en un mortero, el
estdbmago con buffer de acetato de sodio pH 4 en una
proporcion de mezcla de 1 a 2 peso/volumen, y los in-
testinos en buffer carbonato de sodio de pH 9 con la
misma relacion peso volumen (1 a 2). Los homogenei-
zados fueron centrifugados a 3000 rpm durante 15 min.
El sobrenadante se almaceno a temperatura de refrige-
racion hasta su posterior uso (Moyano et al., 1996).

Cuantificacion de proteinas

Para la cuantificacion de proteinas se utilizé el método
de Lowry (Chang, 2003) y se empledé como estandar
seroalbumina bovina (BSA) de 1 mg/ml.

Curva de calibracion de albimina sérica bovina
(BSA)

Para preparar la curva de calibracion se utiliz6 1 ml
de soluciones de BSA con concentraciones que variaron
entre 0,1 a 1,0 mg/ml se agregd 5 ml de reactivo de
Lowry en cada tubo, se agitd y se dejo en reposo por 15
minutos, para agregar 0,5 ml del reactivo de Folin-Cio-
calteu al 33%, diluido en agua se agit6 y se dejo reposar
30 minutos, se midio las absorbancias de cada estandar
en un espectrofotdometro HACH DR 2800, a 500 nm.
La pendiente de la recta sera el factor que relaciona a la
absorbancia obtenida a 500 nm con la concentracion de
proteinas en la muestra.

Cuantificacion de las proteinas en los extractos

Para medir la cantidad de proteina en las muestras se
tomo 0,2 y 0,4 ml del extracto del estomago y de los
intestinos, respectivamente, se complet6 el volumen de
cada una hasta 1 ml con agua destilada y se procedid
como se describe en anteriormente.

Determinacion de la actividad enzimatica

Para cuantificar la actividad de las proteasas del esto-
mago y de los intestinos se utilizé el método de Anson
(1938). Para las del estomago, se hidrolizo 2,5 ml de
hemoglobina (2,0% p/v, pH 1,6) desnaturalizada con
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HC1 0,3 N con 0,5 ml de la solucion de la proteasa del
estomago extraida a pH 4, y para cuantificar las pro-
teasas de los intestinos extraidas a pH 9, el sustrato
fue hemoglobina al 2,2% desnaturalizada con urea en
medio alcalino, ambas reacciones se realizaron a 25°C,
durante 10 min. La hemoglobina no hidrolizada se pre-
cipité con 5 ml de acido tricloroacético (TCA al 8%).
Para eliminar cualquier residuo soélido, se centrifugo el
sobrenadante, a 10000 rpm por 15 minutos, se tomo una
alicuota de 1,5 ml del sobrenadante clarificado, se agre-
g6 5 ml de hidréxido de sodio 0,5 N, se agité enérgica-
mente y se afiadié 1,5 ml de reactivo fenolico al 33%, el
cual produce una coloracion azul con tirosina, triptofa-
no y en menor grado con cistina, cisteina e histidina. La
absorbancia se midié a 600 nm en un espectrofotometro
HACH DR 2800 (Guadix et al., 2000).

Para la proteasa del estdbmago, 1 unidad de actividad
(UEEstomagos) se definiéo como la cantidad de enzima
que permite la formacion de hemoglobina digerida no
precipitable por acido tricloroacético con la misma ab-
sorbancia que 1 miliequivalente de tirosina por minuto
en 5 ml de la mezcla estandar de digestion a pH 1,6 y
25°C.

Para las proteasas de los intestinos, 1 UEIntestinos equi-
vale a la cantidad de enzima que permite la formacion
de hemoglobina digerida no precipitable por acido
tricloroacético con la misma absorbancia que 1 milie-
quivalente de tirosina por minuto en 5 ml de la mezcla
estandar de digestion, medida a pH 7,5 y 25°C a partir
de hemoglobina parcialmente desnaturalizada con urea
en medio alcalino.

La expresion matematica para el calculo de la actividad
para los dos tipos de enzimas es la siguiente:

Activ. UE _ [Tyr] Tnh[ . 1":3.&::;1_:'-‘- (1) xF,
ml t{(min) V__ (ml)

Donde:
[Tyr] = a las milimoles de Tyr/l obtenidas a partir de la
curva estandar.

t=10 min

VReaccion=3 ml =3 x 10-3L

Venz = 0,5 ml

Fd = factor de dilucion que en este caso es 1

porque no hubo dilucion de los productos de

la reaccion.
Curva de calibracion con tirosina 181,2 mg
La curva de calibracion de tirosina se prepard a partir
de una solucién madre 0,179 mM de tirosina en HCl
0,2 N. El rango de concentraciones utilizadas vario en-
tre 0,036 y 0,179 mM, de cada dilucion se tom6 una
alicuota de 1,5 ml para suspenderla en 5 ml de NaOH
0,5 N, agregarle 1,5 ml de Folin-Ciocalteu y medir las
absorbancias en un espectrofotdémetro HACH DR 2800
a 600 nm, la ecuacion de la recta relaciona las absor-
bancias obtenidas a 600 nm con la concentracion mM
de tirosina.

Tratamientos de hidrdélisis enzimatica en el suero

lacteo

El suero empleado para la hidrolisis fue obtenido de la
empresa de productos lacteos “Kazu” del canton Amba-
to de la provincia de Tungurahua.

Para elaborar las curvas de hidrdlisis del suero lacteo
producidas por la actividad de las proteasas presentes
en el tracto de las truchas, se mezcl6 en un erlenmeyer
36 ml de suero lacteo con 4 ml de la solucion de pro-
teasas del estdbmago o de los intestinos, se agitd e inme-
diatamente se tomo una alicuota de 3 ml de la solucion,
la cual constituye el blanco, a continuacion se colocd
este erlenmeyer en un agitador NEW BRUNSWICK
SCIENTIFIC a la temperatura establecida en el disefio
experimental (18°C y 38°C) a una velocidad de agita-
cion de 150 rpm y se comenz6 a registrar el tiempo de
reaccion.

Se extrajeron muestras de 3 ml luegode 1,2,3y4h
de hidroélisis. A cada alicuota (3 ml) se agregd 5 ml de
acido tricloroacético al 8% diluido en agua para preci-
pitar las proteinas que no fueron hidrolizadas, se cen-
trifugd la mezcla a 10000 rpm por 15 minutos en una
centrifuga PLC SERIES, se tom6 una alicuota de 1,5 ml
del sobrenadante y se procedié como se describe en 3.1
para los estandares de tirosina. Se midid la absorbancia
a 600 nm en un espectrofotometro HACH DR 2800.

La cantidad de producto formado por la actividad hi-
drolitica de las proteasas del estdémago y del intestino
de la trucha se determin a partir de las absorbancias de
cada tratamiento, calculando la concentracion de tirosi-
na liberada de las proteinas presentes en el suero lacteo.

Diseiio experimental
Tabla 1: Factores para el disefio experimental.

Factor A = Origen de las enzimas

a0 Enzimas Acidas (estémago)
al Enzimas Alcalinas (intestinos)
Factor B = Temperatura para la hidrdlisis
b0 18°C
bl 38°C
Factor C = Tiempo de hidrolisis
c0 1 Hora
cl 2 Horas
c2 3 Horas
c3 4 Horas

Para el estudio del mejor tratamiento para la hidrolisis
se utilizé un disefio AxBxC con 2 réplicas para cada
tratamiento (Tabla 1), y una prueba de comparacion
multiple (Tukey).

Hidrdlisis total del suero lacteo

En una ampolla de vidrio se colocé 1,5 ml de acido
clorhidrico (8 M) con 0,5 ml del suero que va a ser tra-
tado, se sell6 la ampolla y se llevo a la estufa a 110°C
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por 48 horas, para romper todos los enlaces peptidicos
de las proteinas (Guardix et al., 2000).

Pasado el tiempo mencionado se enfrio la muestra, se
neutralizé con 3,1 ml de hidréxido de sodio (8 M), se la
centrifugd por 15 minutos a 10000 rpm en una centri-
fuga PLC SERIES, se tomo 1 ml del sobrenadante y se
diluy6 con 3 ml de agua; de esta dilucion (1/4) se tomo
1,5 ml y se procedioé como se describe en 3.1. La inten-
sidad del color azul se determino midiendo la absorban-
cia en un espectrofotometro HACH DR 2800 a 600 nm.
Preparacion del blanco

En un tubo de ensayo se colocé 1,5 ml de acido clorhi-
drico (8 M) con 0,5 ml del suero, se mezcld ¢ inmedia-
tamente se neutralizé con 3,1 ml de hidroxido de sodio
(8 M), se lo centrifugd por 15 minutos a 10000 rpm en
una centrifuga PLC SERIES, se tomé 1 ml del sobre-
nadante se diluy6é con 3 ml de agua, de esta dilucion
1/4 se tomo 1,5 ml y se agregaron todos los reactivos
descritos. Con esta solucion se ajusto el 0 del espectro-
fotometro.

Determinacion del porcentaje de hidrolisis

Se calculd a partir de la relacion existente entre la can-
tidad de tirosina generada por la hidrolisis enzimatica
y la cantidad total de tirosina producida por hidrdlisis
acida, expresada en porcentaje.

Empleo del suero hidrolizado para aplicacion foliar
y radicular en plantas de rabano

Se sembr6 rabanos en dos cajas con el mismo tipo de
tierra, se coloco tres semillas en cada hoyo ubicados a
un radio de 10 cm, ; a los rabanos de una caja se aplico
foliar, y radicularmente el suero lacteo hidrolizado di-
luido al 10% en agua potable, en la otra caja se le aplico
foliar y radicularmente agua potable, ésta sirvié como
testigo. Para la aplicacion del suero hidrolizado se regd
las plantas cada semana iniciando el proceso a la sema-
na de haber sido sembrados.

RESULTADOS Y DISCUSION
Cuantificacion de proteinas y de la actividad catalitica
en proteasas de trucha

Dos factores importantes de determinar para una carac-
terizacion preliminar de enzimas son el contenido de
proteinas y la actividad enzimatica, debido a que las
enzimas son catalizadores proteicos.

Tabla 2: Contenido de proteinas, actividad catalitica y actividad espe-
cifica de las proteasas extraidas del tracto digestivo de truchas.

Fuente Concentra- | Actividad | Activ.
cién protei- | catalitica Especifica*
ca(mgde |(UE/ml) (UE/mg
BSA/ml) proteina)
Estémagos | 1,213+0,04 | 4,70E-04 3,87E-04

Intestinos | 1,446+0,02 | 6,92E-05 4,79E-05
Relacion entre la actividad catalitica y el contenido de proteina de
las enzimas

En la Tabla 2 se resumen los valores del contenido de
proteinas y la actividad enzimatica de los extractos ob-
tenidos a partir de estdmagos e intestinos de trucha, cal-
culados a partir de los datos experimentales y graficos
de las curvas estandar de BSA vy tirosina, Graficos 1 y
2. Se incluye también la actividad especifica de las pro-
teasas de trucha.

Los resultados revelan que existe una concentracion
de proteinas expresadas como BSA equivalente a
1,213£0,04 mg/ml en los estdbmagos de las truchas fren-
te a una concentracion de 1,446+0,02 mg/ml para las
proteasas de los intestinos, en ambos casos las concen-
traciones fueron calculadas en muestra himeda, estos
datos muestran que la concentracion de proteinas en los
intestinos es mayor en un 8,77%.

Curva estandar de BSA
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Grafico 1. Curva de calibracion de Albumina Sérica Bovina (BSA),
para cuantificacion de proteina.
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Grafico 2. Curva de calibracion de Tirosina para determinar la acti-
vidad enzimatica.
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Determinacion de la actividad enzimatica

Por medio del método normalizado de Anson se deter-
mind la actividad proteolitica de las enzimas presentes
en el tracto de las truchas, empleando hemoglobina
como sustrato. La actividad catalitica de las enzimas del
estdmago fue de 4,70E-04 UEest/ml de extracto (mM
de tirosina/min-ml), en tanto que las de los intestinos
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tuvieron una actividad de 6,92E-05 UEint/ml. Sin em-
bargo, no es factible establecer una comparacion exacta
entre los valores de actividad ya que las condiciones de
hidrolisis (pH del medio de reaccion y preparacion del
sustrato) empleadas para los dos tipos de proteasas son
distintas.

Hidrdlisis enziméatica de proteinas en el suero liacteo
Las curvas de cinética enzimatica en los 16 tratamien-
tos se presentan en el Grafico 3, en el cual se observa el
avance de la hidrolisis del suero lacteo provocado por
las proteasas del tracto digestivo de la trucha expresado
como variacion de la absorbancia a 600 nm debido a
la presencia de fragmentos de proteina no precipitables
con TCA. Al analizar estas graficas se nota que las pro-
teasas acidas a 18°C, producen la maxima conversion a
las 4 horas de reaccion.

Las proteasas acidas a 38°C, presentan mayor actividad
enzimatica, 50% mas alta que a 18°C en la primera hora
de proceso luego de la cual disminuye significativa-

mente. A 38°C se obtiene la misma conversion maxima
luego de 4 horas pero el incremento en la cantidad de
producto formado luego de la primera hora es tan solo
del 9% frente al 66% de aumento cuando la temperatura
es de 18°C.

El proceso de hidrolisis de las proteinas del suero lac-
teo catalizado por las proteasas alcalinas, muestra que
al cabo de 4 h de proceso no ha alcanzado la maxima
conversion a ninguna de las dos temperaturas. A 18°C,
se ha conseguido apenas un tercio del maximo logrado
con las proteasas acidas y a 38°C, la conversion equiva-
le tan solo al 43,6% del valor final con proteasas acidas.

Disefio experimental

Los resultados obtenidos mediante el disefio experi-
mental empleado en este estudio se resumen en la Tabla
3.

Los promedios luego del respectivo analisis estadistico,
indican que el tratamiento con mayor concentracion de

Tabla 3: Producto formado por la actividad hidrolitica de las proteasas en los diferentes tratamientos, expresada

en concentracion milimolar de tirosina.

Tratamientos [C1] [C2] [C3] Promedio=DS
a0b0c0 0,060 0,062 0,063 0,061+0,002
a0b0cl 0,067 0,068 0,069 0,068+0,001
a0b0c2 0,079 0,080 0,079 0,079+0,001
a0b0c3 0,100 0,101 0,101 0,101+0,001
a0blcO 0,092 0,092 0,092 0,092+0,000
a0blcl 0,094 0,094 0,095 0,095+0,001
a0blc2 0,097 0,097 0,098 0,097+0,001
a0blc3 0,100 0,100 0,100 0,100+0,000
alb0c0 0,021 0,022 0,022 0,021+0,001
albOcl 0,022 0,023 0,023 0,023+0,000
alb0c2 0,028 0,029 0,029 0,029+0,001
alb0c3 0,035 0,035 0,035 0,035+0,000
alblcO 0,014 0,015 0,014 0,014+0,000
alblcl 0,026 0,027 0,027 0,027+0,001
alblc2 0,031 0,031 0,031 0,031+0,000
alblc3 0,045 0,045 0,044 0,045+0,001
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’g 0,08

E # acidas-18 grados

E 0.08 B icidas-38 grados

% 0,04 alcalinas-18 grados
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Grafico 3. Cinética de hidrélisis del suero con los diferentes tratamientos.
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tirosina es el aOb0c3 (4cidas, 18°C y 4 horas) el cual
gener6 0,090 mM de tirosina, y produjo un porcentaje
de hidrolisis de enlaces peptidicos de 9,3%.

Empleo del suero hidrolizado en plantas de rabano
Para el empleo del suero lacteo hidrolizado se realizo
una dilucion al 10% en agua potable, el modo de em-
pleo fue cada semana iniciando una semana después de
haber sido sembrados, se utilizo dos sistemas de aplica-
cion, foliar (hojas), y radicular (raices).

En las plantas de rabanos se registr6é que el empleo del
hidrolizado controlé de mejor manera la humedad de
la tierra, asi también se observo que el hidrolizado del
suero aportd nutrientes (péptidos y aminoacidos) que
fueron asimilados por las plantas, prueba de esto es el
aumento en el tamafo del follaje y de los rabanos (Fig.
1) como demuestra el incremento en el peso promedio
de cada planta vari6 en un 22,53%.

CONCLUSIONES

Se determind que existe mayor concentracion de protei-
nas en el extracto de los intestinos con 1,446+0,02 mg/
ml con relacion al de los estdbmagos cuya concentracion
es de 1,213+0,04 mg/ml, ambas concentraciones expre-
sadas como mg de BSA /ml. Se determind también la
actividad proteasica por el método de Anson utilizan-
do hemoglobina parcialmente desnaturalizada como
sustrato. Los valores de actividad fueron de 4,70E-04
y 6,92E-05 UE (milimoles de tirosina desprendidas por
la hidrélisis/min-ml de extracto) para las enzimas ex-
traidas utilizando los estdomagos y los intestinos, res-
pectivamente.

Se comprobod que los factores de interaccion origen de
las proteasas, temperatura y tiempo de reaccion influ-
yen significativamente en la actividad proteolitica de
las proteasas sobre el suero lacteo, analizados al 95 %
del nivel de confianza. Con la prueba Tukey se determi-
nod que el mejor tratamiento para la hidrolisis del suero

lacteo fue el aOb0c3, el cual generd 0,090 mM de tirosi-
na liberadas por la hidrolisis, con el que se logré 9,3%
de enlaces peptidicos hidrolizados, porcentaje suficien-
te para que la aplicacion del mismo aporte con nutrien-
tes que pueden ser asimilados por las plantas, prueba de
ésto es el aumento del tamafio del follaje y del rabano,
lo cual muestra que el suero lacteo hidrolizado mejord
la calidad nutricional del sustrato de las plantas.
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UTILIZACION DE ENZIMAS AMILASAS (Fungamyl) EN LA FERMEN-
TACION ACIDO-LACTICA DE UNA COLADA DE MOROCHO (Zea
mays, variedad Morochon) CON MICROORGANISMOS PROBIOTICOS
(Cultivo lacteo SLB 953: Lactobacillus bulgaricus, (Streptococcus thermo-
phillus) y Lactobacillus casei.

USE OF ENZYMES AMYLASES (Fungamyl) IN THE FERMENTATION
LACTIC ACID OF WASH WHITE CORN (Zea mays, Morochon variety)
WITH PROBIOTIC MICROORGANISMS (SLB 953 milk culture: Lacto-
bacillus bulgaricus, Streptococcus thermophillus) and Lactobacillus casei.
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Chasquis y Rio Payamino, Campus Académico Huachi. Tel: 2400987 / 2400989.
ojeda.dario.i@gmail.com — glacenam@hotmail.com
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RESUMEN

En el trabajo de investigacion se compar? el efecto de la utilizacion de enzimas amilasas (Fungamyl) en la fer-
mentacion acido lactica de una colada de morocho con microorganismos probioticos (Cultivo lacteo SLB 953 y
Lactobacillus casei). Se establecio que un 0,05% de enzima (Fungamyl) increment6 la viscosidad aparente y el
indice de consistencia, mientras que en caracteristicas sensoriales (color, aroma sabor y aceptabilidad) un 0,03%
de enzima permiti6 obtener la mayor aceptabilidad. El tipo de microrganismos probioticos utilizados, también re-
percuti6 en las caracteristicas reologicas, ademas de influir en la presentacion y las caracteristicas tanto sensoriales
como microbiolédgicas. El tiempo de vida 1til de la bebida fermentada almacenada a temperatura de 4 °C fue de
7 dias para los tratamientos aOblc2 (0,03% de enzima, 7% leche en polvo y cultivo lacteo SBL 593- Lb. Casei)
y a0b1c0 (0,03% de enzima, 7% leche en polvo y cultivo lacteo SBL 593). Sin embrago, para los tratamientos
alb0c2 (0,03% de enzima, 7% leche en polvo y cultivo lacteo SBL 593) y alblc1 (0,05% de enzima, 7% leche en
polvo y Lb. Casei) el tiempo estimado de vida 1til fue de 5 dias. El trabajo realizado proporciona informacion so-
bre el bioproceso en la elaboracion de esta bebida fermentada utilizando la enzima (Fungamyl) y microorganismos
probiodticos de importancia por sus beneficios conocidos.

Palabras clave: enzima, fermentacion acido lactica, probidticos, morocho.

SUMMARY

In the research compared the effect of the use of amylase enzymes (Fungamyl) in the lactic acid fermentation in a
wash white corn with probiotic microorganisms (milk culture SLB 953 and Lactobacillus casei). It was determined
that 0.05% enzyme (Fungamyl) increased the apparent viscosity and the consistency index, while in organoleptic
characteristics (color, aroma, flavor and acceptability) 0.03% enzyme allowed greater acceptability. The type of
probiotic microorganisms used, also had repercussions on the rheological, in addition to influencing the presen-
tation characteristics and both sensory and microbiological characteristics. The lifetime of the fermented drink
stored at 4°C was 7 days for treatments aOb1c2 (0.03% enzyme, 7% milk powder and milk culture SBL 593 - Lb.
Casei) and aOb1cO (0.03% enzyme, 7% milk powder and milk culture SBL 593). Nevertheless, for treatments
alb0c2 (0.03% enzyme, 7% milk powder and milk culture SBL 593) and alblcl (0.05% enzyme, 7% milk pow-
der and Lb. Casei) estimated useful time life was 5 days. The work provides information on the BioProcess in the
preparation of this fermented beverage using enzyme (Fungamyl) and probiotic microorganisms of importance for
their known benefits.

Key words: enzyme, lactic acid fermentation, probiotics, white corn.
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INTRODUCCION

El maiz, (Zea mays L.), es uno de los granos alimenti-
cios mas antiguos que se conocen. Pertenece a la fami-
lia de las Poaceas (Gramineas), tribu Maydeas, y es la
unica especie cultivada de este género. Otras especies
del género Zea, comunmente llamadas teosinte y las
especies del género Tripsacum conocidas como arro-
cillo o maicillo son formas salvajes parientes de Zea
mays. Son clasificadas como del Nuevo Mundo porque
su centro de origen estd en América (Ripusudan, 2001).
El grano de maiz, sobre todo el blanco, es un cereal
importante para el consumo humano, especialmente en
Africa y América Latina. Es evidente que la demanda
de este maiz continuara aumentando en el futuro. La
Organizacion de Naciones Unidas para la Alimentacion
y la Agricultura (FAO) estima que seran necesarias 60
millones de toneladas adicionales en el afio 2030 (cita-
do por Ripusudan, 2001).

La mayor parte del maiz blanco se consume directa-
mente como alimento y pequefias cantidades se desti-
nan a otros usos. El maiz blanco se come en diversas
formas, que varian de una region a otra y en una misma
region. En Africa generalmente se hierven o cuecen las
comidas preparadas con maiz, mientras que en América
se las hornea o frie (FAO, 1997).

Segun Garcia et al., (2010), las alfa-amilasas son hidro-
lasas que tienen la funcion de degradar complejos de
carbohidratos, son una familia de enzimas que rompen
el almidon (polisacéarido), primero en cadenas cortas y
luego en glucosa libre, su origen es fungico (Aspergi-
llus oryzae), bacteriano (B. stearothermophilus, B. sub-
tilis), de cereales y del pancreas.

Probiotic (2009), indica que Lactobacillus casei es una
bacteria beneficiosa que se encuentra naturalmente en
la boca y los intestinos de los seres humanos; produce
acido lactico que ayuda a reducir los niveles de pH en
el sistema digestivo e impide el crecimiento de bacte-
rias dafiinas. Lactobacillus casei se pueden encontrar en
“productos lacteos crudos o fermentados y en vegetales
frescos o fermentados”.

Spreer (1991), clasific6 a los microorganismos Strep-
tococcus thermophilus y Lactobacillus bulgaricus
como especies bacterianas termofilas. Con respecto a
las temperaturas Optimas de crecimiento, éstas oscilan
entre 37 a 42°C para S. thermophilus y 42-45°C para
L. bulgaricus. Ademas, vale la pena destacar que en la
simbiosis existente entre estos dos microorganismos, el
S. thermophilus es quien inicia la fermentacion lactica
y la que desarrolla muy intensamente hasta un pH de
5.5. La acidez, el consumo de oxigeno y la liberacion
de sustancias volatiles, por ejemplo acido formico, que
produce y crea las condiciones ideales para que se desa-
rrolle el L. bulgaricus.

La fermentacion del acido lactico, aumenta la solubi-
lidad de proteinas y la disponibilidad de aminoacidos
limitantes en algunos casos por tanto como 50%. El
impacto nutricional de los alimentos fermentados en
las enfermedades nutricionales puede ser directo o in-
directo. Fermentaciones de alimentos que aumentan el
contenido de proteina o mejorar el equilibrio de ami-
noacidos esenciales o su disponibilidad tendra un efecto
curativo directo. Del mismo modo fermentaciones que
aumentan el contenido o la disponibilidad de vitaminas
como la tiamina, la riboflavina, la niacina o el acido fo-
lico puede tener profundos efectos directos sobre la sa-
Iud de los consumidores de estos alimentos (Steinkraus,
1997).

Entre los alimentos funcionales se encuentran los pro-
bidticos, que son microorganismos vivos afiadidos a
un alimento que ejercen un efecto beneficioso sobre la
salud humana. Los efectos mas destacables se pueden
resumir en: a) la mejora de la respuesta inmunitaria; b)
el mantenimiento de la microbiota del colon; c) el tra-
tamiento de la diarrea del viajero y la secundaria a la
terapia antibiotica; d) el control de los rotavirus y de la
colitis inducida por Clostridium difficile: y e) la preven-
cion de las ulceras relacionadas con Helicobacter pylori
Otros aspectos mas controvertidos incluyen la reduc-
cion de la absorcion del colesterol, la prevencion de las
caries, y la prevencion y el tratamiento de las infeccio-
nes del tracto urinario (Alvarez y Oberhelman, 2001).
El objetivo de este trabajo es emplear enzimas amilasas
(Fungamyl) y microorganismos probiodticos (Cultivo
lacteo SLB 953: Lactobacillus bulgaricus, Streptococ-
cus thermophillus) y Lactobacillus casei en la fermen-
tacion acido-lactica de una colada de morocho (Zea
mays, variedad Morochon).

MATERIALES Y METODOS

Materia prima

El morocho (Zea mays, variedad Morochon), se adqui-
rio en el mercado mayorista de la ciudad de Ambato.
Las enzimas amilasas se adquirieron de la empresa Qui-
fatex S.A. — de Quito. El cultivo SLB 953 fue adquirido
en el almacén Todo para la Industria lactea en la ciudad
de Ambato y Lactobacillus casei se adquirio en la Far-
macia Cruz Azul de la ciudad de Ambato.

Disefio experimental

Se aplico un disefio experimental completamente alea-
torio con arreglo factorial, AxBxC con dos replicas, de-
terminandose un numero de doce tratamientos mas un
control o testigo, este diseflo experimental.

Factor A: Porcentaje de enzima.
a,=0,03% y a;= 0,05%

Factor B: Porcentaje de leche en polvo.
a,;=3%yb =7%
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Factor C: Tipo de microorganismos probioticos.

c0= Cultivo lacteo SLB 953, c1=Lb. Casei y c2= Cul-
tivo lacteo SLB 953-Lb. Casei.

Analisis pH y acidez durante el proceso

de fermentacion.

Se realiz6 mediciones de pH y acidez cada 30 minu-
tos durante el proceso de fermentacion para cada tra-
tamiento. Este parametro permite controlar el proceso
de fermentacion debido a que los microorganismos sélo
pueden crecer en un rango estrecho de pH y acidez.

Analisis reologicos

Se obtuvieron valores de porcentaje de escala total
(%FS) de los diferentes tratamientos con el viscosi-
metro rotacional Brookfield LVTD con el rotor LV3,
a4°C+2.

Se determinaron propiedades reologicas a través del
modelo propuesto por Ostwald de Waele o mas conoci-
do ampliamente como la Ley de la Potencia, Ecuacion
L.

T=K () (1)
Y la Ecuacion 2 propuesta por Alvarado (1996).
log u.=(n-1) logp, (4nN)+logK 2)

Evaluacién sensorial

Los atributos sensoriales: color, aroma, sabor, visco-
sidad y aceptabilidad, fueron evaluados por 26 jueces
semientrenados, cada catador analizd tres muestras al
azar, de forma que existieron seis réplicas para cada tra-
tamiento, se utilizd una escala hedonica estructurada de
5 puntos: 1 desagrada mucho; 5 agrada mucho.

Los datos fueron analizados por el programa estadistico
Statgraphics Centurion.

Analisis microbiologico

Se determino para los 4 mejores tratamientos mediante
el recuento de aerobios mesoéfilos, mohos y levaduras,
estas pruebas se realizaron al haber concluido con la
elaboracion de la bebida fermentada, que fue almacena-
da temperatura de 4+2°C.

Para el calculo de vida util, se ejecutd recuento de mo-
hos y levaduras a 4+2°C, dichos analisis se determi-
né hasta llegar a los niveles permitidos de la Norma
(INEN: 2395) de leches fermentadas.

Analisis proximal
Se utilizaron métodos A.O.A.C.

RESULTADOS Y DISCUSION
Analisis pH y acidez durante el proceso de fermen-
tacion.

El pH se relaciona de forma inversamente proporcio-
nal al tiempo de fermentacion, es decir que decrece
a medida que el proceso fermentativo avanza. En los
tratamientos descendid aproximadamente de 6,67 hasta
4,37 aproximadamente, mostrandose asi que las bacte-
rias influyeron en el descenso del pH debido al proceso
de fermentacion.

La acidez se tom6 como parametro fijo de proceso, ha-
ciendo que todos los tratamientos lleguen a un rango
entre 48°D a 53°D., este parametro fue basado en el
analisis del proceso fermentacion, los microrganismos
probidticos (Cultivo lacteo SLB 953 y Lb. Casei) de-
sarrollan acidez mediante la produccion de acido lacti-
co generado a partir de lactosa y este a su vez del por-
centaje de leche que lleva la formulacion, por lo que
el tiempo de fermentacion no es igual para todos los
tratamientos.

Analisis reologicos

Viscosidad aparente

Los valores presentados en la Tabla 1 son de viscosidad
aparente; se observo que decrece cuando aumenta la
gradiente de velocidad de deformacion, comprobando
asi su comportamiento no-Newtoniano. Se observo que
los resultados de viscosidad aparente mas significativos
son los tratamientos alblc2 (0,05% de enzima, 7% de
leche en polvo y cultivo lacteo SLB 953-Lb casei) con
22,2 Paxs y alblc0 (0,05% de enzima, 7% de leche en
polvo y cultivo lacteo SLB 953) con 24,0 Paxs que pre-
sentan valores altos.

Segtin Espitia (2009), las a-amilasas son enzimas li-
cuantes, debido a su rapida accion para disminuir la
viscosidad de las soluciones de almidon; reduce la vis-
cosidad, pues rompe los enlaces alfa 1-4 al azar y forma
cadenas de glucosa de distintos tamafios.

La viscosidad aparente Figura 1 decrece cuando au-
menta el gradiente de velocidad de deformacion, esto
permite confirmar el que el comportamiento de la bebi-
da fermentada fue no-Newtoniano tipo pseudoplastico;
este comportamiento indica una reorganizacion conti-
nua de la estructura molecular, dando como resultado
una menor resistencia al flujo, debido al rompimiento
de sustancia de alto peso molecular como el almidén de
maiz y la leche en polvo.

Se observa en la Tabla 2 y Tabla 3 que este tipo de be-
bida fermentada es un fluido no-newtoniano, se puede
decir que sigue un comportamiento pseudoplastico. El
comportamiento del fluido se comprueba con el indi-
ce de comportamiento de flujo n (adimensional) que es
menor a 1.

indice de consistencia (K)
Aplicando la Ley de la Potencia como se puede obser-
var en la Tabla 2 y en su grafico demostrativo Figura 2,
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se observo que en los tratamientos: alblc2 (0,05% de
enzima, 7% leche en polvo y cultivo lacteo SLB 953-Lb
casei) con 3957 mPaxsn y para el tratamiento alblcO
(0,05% de enzima, 7% leche en polvo y cultivo lacteo
SLB 953) con valores 3313 mPaxsn, que presentan va-
lores altos.

Segun la ecuacion propuesta por Alvarado, 1996, como
se puede observar en la Tabla 3 y en su grafico demos-
trativo Figura 3, se observo que en los tratamientos:
alblc2 (0,05% de enzima, 7% leche en polvo y cultivo
lacteo SLB 953-Lb casei) con 3888 mPaxsn y para el
tratamiento alb1c0 (0,05% de enzima, 7% leche en pol-
vo y cultivo lacteo SLB 953) con 3225 mPaxsn.

Tabla 1. Valores promedio viscosidad aparente p, [Paxs] de la colada

Indice de comportamiento de flujo (n)

Paredes (2002), report6 valores del indice de consisten-
cia de 3693 mPaxsn para una bebida de avena tipo yo-
gurt considerando que la avena sin germinar es rica en
hidratos de carbono, especialmente almidon, que com-
binada con leche contribuye a la viscosidad y consisten-
cia de la bebida tipo yogurt, por tanto al comparar con
los valores de indice de consistencia obtenidos 3957
mPaxsn y 3888 mPaxsn son adecuados para tomarlos
como control en la elaboracion de la bebida fermentada.

Tabla 2. Valores de indice de comportamiento de flujo (n) e indice de
consistencia (K) [mPaxs] de la colada fermentada de morocho.

n K [mPaxs] R2
Tratamientos R1 R2 R1 R2 R1 R2

fermentada de morocho T1:a0b0c0 0,47 0,50 847 840 0,990 | 0,969
. T2:a0b0cl 032 | 043 | 1178 | 858 | 0993 | 0,998
deformacion | 006 | 013 | 031 | 063 | 1,26 | 251 | 628 | 1257 ]

(1/s) T3:a0b0c2 0,44 0,44 953 984 0,981 | 0,989
T1:a0b0c0 280 | 250 | 1,76 | 1,16 | 080 | 053 | 029 | 021 T4:a0b1c0 0,38 | 0,37 | 2388 | 2363 | 0,979 | 0,983
T2:a0b0cl 560 | 370 | 202 | 1,44 | 087 | 054 | 030 | 021 T5:a0blcl 0,39 0,35 1860 | 2070 | 0,968 | 0,990
T3:0b0c2 380 | 300 | 212 | 1,34 | 087 | 056 | 032 | 022 T6:a0b1c2 0,38 | 0,33 | 2028 | 2400 | 0,994 | 0,998
T4:a0b1c0 11,60 8,00 5,52 3,48 2,17 1,32 0,69 0,45 T7:a1b0c() 0’35 0,35 1558 1701 0,973 0,985
T5:a0blcl 960 | 730 | 448 | 290 | 1,78 | 108 | 055 | 037 T8:a1bocl 036 | 035 | 1862 | 1899 | 0.985 | 0.986
T6:a0b1c2 1260 | 850 | 472 | 294 | 1,87 | 120 | 065 | 043

T9:a1b0c2 0,35 0,39 1984 1905 | 0,996 | 0,981
T7:a1b0c0 820 | 630 | 380 | 238 | 146 | 088 | 045 | 030
T10:a1blcO 0,27 0,28 3278 3313 | 0,995 | 0,993
T8:albocl 1020 | 700 | 416 | 272 | 164 | 098 | 051 | 037
T1l:alblcl 0,34 0,31 2596 2615 | 0,977 | 0,985
T9:a1b0c2 980 | 740 | 432 | 266 | 1,67 | 102 | 056 | 041
T10:alblc0 24,00 | 1380 | 760 | 474 | 286 | 162 | 082 | 053 T12:alblc2 0,35 | 0,33 | 3567 | 3957 | 0,994 | 0,994
Tllalblcl 1440 | 1070 | 6,16 | 384 | 229 | 135 | 068 | 046 T13:Testigo 036 | 042 646 455 | 0,970 | 0,986
T12alblc2 2220 | 1380 | 820 | 540 | 333 | 202 | 1,04 | 069 . . . .
- Tabla 3. Valores de indice de comportamiento de flujo (n) e indice de
T13:Testigo 280 | 210 | 120 | 074 | 046 | 028 | 016 | 013 consistencia (K) [mPaxs] de la colada fermentada de morocho
Porcentaje de enzima a0:0,039
J ’ OA) n K [mPaxs) R2
al:0,05% T R R R R R R2
: tamient 1 2 1 2 1
Porcentaje de leche en polvo b0:3% amientos
bl1:7% T1:a0b0c0 0,47 0,5 832 825 0,992 0,97
Tipo de microorganismos probidticos T2:a0b0cl 0,32 0,43 1157 843 | 0,998 | 0,999
c0: Cultivo lacteo SLB 953 T3:a0b0c2 044 | 044 | 936 | 966 | 0,989 | 0,993
cl: Lb. Casei T4:a0b1c0 038 | 037 | 2346 | 2322 | 0,992 | 0,904
c2: Cultivo lacteo SLB 953-Lb. Casei T5:a0blcl 039 | 035 | 1827 | 2034 | 0987 | 0,997
T6:a0blc2 0,38 0,33 1992 2358 | 0,998 | 1,000
T7:a1b0c0 0,35 0,35 1531 1671 | 0,992 | 0,995
S T8:alb0cl 0,36 0,35 1829 1865 | 0,995 | 0,996
T T9:a1b0c2 0,35 0,39 1949 1872 1 0,999 | 0,992
B T10:a1blcO 0,27 0,28 3220 3255 | 0,999 | 0,999
. Tilalblcl | 034 | 031 | 2550 | 2569 | 0,994 | 0,997
= T12:alblc2 0,35 0,33 3504 3888 | 0,998 | 0,998
T13:Testigo 0,36 0,42 635 447 0,991 | 0,993

Figura 1. Relacion entre el velocidad de deformacion y viscosidad
aparente p [Paxs].

Porcentaje de enzima

Porcentaje de leche en polvo

Tipo de microorganismos probiodticos
c0: Cultivo lacteo SLB 953
cl: Lb. Casei
c2: Cultivo lacteo SLB 953-Lb.
R2: Coeficiente de correlacion
R1: Replica 1
R2: Replica 2

a0:0,03, al1:0,05%
b0:3%, b1:7%
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Figura 2. Relacion entre los logaritmos del esfuerzo de cizallamiento
y velocidad de deformacion, ley de la potencia.
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Porcentaje de enzima a0:0,03%, al:0,05%
Porcentaje de leche en polvo b0:3%, b1:7%
Tipo de microorganismos probidticos

Figura 3. Relacion entre los logaritmos de viscosidad aparente y velo-
cidad de cizallamiento segun Alvarado (1996)
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c0: Cultivo lacteo SLB 953
cl: Lb. Casei
c2: Cultivo lacteo SLB 953-Lb. Casei

Los valores de indice de comportamiento de flujo indi-
can como se interrelacionan los compuestos en la be-
bida.

Por lo tanto se observo que al utilizar el porcentaje mas
alto de enzima y de leche, el indice de consistencia tien-
de a una relacion directa, si la concentracion de enzi-
ma y de leche se incrementa el indice de consistencia

también se incrementa, en diferente proporcion en cada
tratamiento.

Evaluacién sensorial

El ensayo se realizé con dos réplicas, fue aplicado con
la participacion de los estudiantes que cursan los ulti-
mos semestres de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en
Alimentos, de la Universidad Técnica de Ambato.

Mediante el analisis estadistico de la evaluacion senso-
rial de la bebida fermentada se establecid que el mejor
tratamiento es aOblc2 (0,03% de enzima, 7% de leche
en polvo y cultivo lacteo SBL 593- Lb. Casei), por te-
ner mayor valoracion por los catadores en los atributos
de color, sabor y aceptabilidad. El tratamiento alb0Oc2
(0,05% de enzima, 3% leche en polvo y cultivo lacteo
SBL 593- Lb. Casei), es el segundo mejor tratamiento
por su valoracion en aceptabilidad, viscosidad y 3ro en
sabor. El tratamiento aOb1c0 (0,03% de enzima, 7% le-
che en polvo y cultivo lacteo SBL 593), es el tercer me-
jor tratamiento por ser segundo con mayor valoracion
en color, sabor y tercero en aroma, viscosidad y acepta-
bilidad. Como cuarto mejor tratamiento alblcl (0,05%
de enzima, 7% leche en polvo y Lb. Casei), por tener
mayor valoracion en aroma, tercero en color y cuarta en
sabor y aceptabilidad.

Vida util.

La evaluacion de la calidad microbiologica de los 4 me-
jores tratamientos obtenidos a partir del analisis senso-
rial permiti6 estimar el tiempo de vida util a 4+2°C en
ausencia de conservantes Tabla 4. Para los tratamientos
a0blc2 (0,03% de enzima, 7% leche en polvo y cul-
tivo lacteo SBL 593- Lb. Casei) y aOblc0 (0,03% de
enzima, 7% leche en polvo y cultivo lacteo SBL 593)
el tiempo estimado de vida util fue de 7 dias; mientras
que para los tratamientos albOc2 (0,03% de enzima,
7% leche en polvo y cultivo lacteo SBL 593) y alblcl
(0,05% de enzima, 7% leche en polvo y Lb. Casei) el
tiempo estimado de vida util es de 5 dias.

Tabla 4. Célculo de tiempo de vida 1til.
Ecuacion de primer orden In C =kt + In Co

Ecuacion de primer orden In C =kt + In Co
Tratamientos Ecuaciér'],de regre- Vida Util (Dias)
sion
T4:a0blc0 y = 0,0346x - 0,1396 7
T6:a0blc2 y =0,0389x - 0,3113 7
T9:a1b0c2 y = 0,0473x - 0,8570 5
T1l:alblcl y=0,0556x - 0,7577 5

Tipo de microorganismos probidticos
c0: Cultivo lacteo SLB 953
cl: Lb. Casei
c2: Cultivo lacteo SLB 953-Lb. Casei

La bebida fermentada a base de morocho en su mejor
tratamiento (aOblc2: 0,03% de enzima, 7% leche en
polvo y cultivo lacteo SBL 593- Lb. Casei) contiene
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29,10% de soélidos totales, 2,16% de proteina, 0,72%
de cenizas, 2,52% de grasa y 23,7% de carbohidratos
totales, notandose que los carbohidratos y grasa sumi-
nistran energia al cuerpo, especialmente al cerebro y al
sistema nervioso, aportando 131 kcal siendo una bebida
oOptima para la ingesta diaria.

CONCLUSIONES

El porcentaje mas alto de enzima amilasa (Fungamyl)
(0,05%) influy6 en las caracteristicas reoldgicas de la
colada de morocho fermentada. La viscosidad aparente
y el indice de consistencia tienden a incrementarse al
aumentar el porcentaje de enzima debido a que la enzi-
ma contribuye al desdoblamiento del almidon en azica-
res de menor peso molecular que son utilizados por los
microorganismos para la generacion de acido lactico;
este aumento de la acidez contribuye a la formacion del
gel caracteristico de una bebida fermentada aumentan-
do su viscosidad. En cuanto a las caracteristicas senso-
riales (color, aroma sabor y aceptabilidad) el efecto fue
contrario, se observd mayor aceptabilidad utilizando
0,03% de enzima.

Los microorganismos probidticos (Cultivo lacteo SLB
953 y Lactobacillus casei) influyeron directamente en
el tiempo de fermentacion. Sin embargo, la combina-
cion de microorganismos permite obtener mejores ca-
racteristicas a nivel fisicoquimico, reologico, sensorial
y microbiolégico.
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APROVECHAMIENTO DE RESIDUOS SOLIDOS DOMICILIARIOS
EN LA OBTENCION DE BOCASHI CON LA APLICACION DE
CENIZA VOLCANICA Y LA CONSTRUCCION DE
COMPOSTERAS DOMESTICAS

TAKING ADVANTAGE OF DOMESTIC SOLID WASTE TO OBTAIN
BOCASHI WITH APPLICATION OF VOLCANIC ASH AND
CONSTRUCTION OF DOMESTIC COMPOST BINS
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RESUMEN

En la presente investigacion, se aplicd un método para la obtencion del abono organico bocashi a partir de residuos
solidos domiciliarios con la construccion de composteras domésticas. Aplicando un disefio factorial AxB y un
ANOVA con un 95% de confianza, se pudo determinar que la dosificacion y el sistema de remocion-ventilacion
influyen significativamente sobre la cantidad de materia organica, el contenido de C, N y la relacion C/N.

El mejor tratamiento en cuanto al contenido de materia organica, contenido de C y N fue el albl (70% residuos
materia organica + 0% ceniza volcanica + 30% suelo, sistema de remocién manual) y para la relacion C/N fue
el tratamiento a3bl (40% residuos materia organica + 40% ceniza volcanica + 20% suelo, sistema de remocion
manual) permitiendo alcanzar un valor de 7.406.

Palabras clave: Abono organico, bocashi, ceniza volcanica, composteras domésticas.
SUMMARY

Organic fertilizer (bocashi) was obtained from household solid waste with the construction of domestic compost
bins. Using a factorial design AxB and ANOVA with 95 % confidence, it was determined that the dosage and the
removal-ventilation system significantly influence the amount of organic matter, the content of C, N, and C/N ratio.
The best treatment on the content of organic matter, C and N content was albl (70% waste organic matter + 0%
volcanic ash + 30% soil, manual removal system) and considering the C/N ratio, the best treatment was a3b1 (40%
organic matter waste + 40% volcanic ash + 20% soil, manual removal system) allowing to reach a value of 7,406 .

Keywords: Organic fertilizer, bocashi, volcanic ash, domestic composting.

INTRODUCCION domésticos y agricolas. Comparado con otros métodos

Los residuos solidos urbanos se definen como el con-
junto de componentes y/o etapas desde la generacidon
de los residuos por parte de cada uno de los habitantes,
su recoleccion (por contenedores, puerta a puerta), su
transporte (para aquellas ciudades donde existen plan-
tas de transferencia), los diferentes tratamientos (plan-
tas de separacion y acondicionamiento de reciclables) y
la disposicion final, (Armas, 2006).

La fabricacién de abonos organicos a partir de basura
organica parece ofrecer una alternativa atractiva a los
vertederos para la descomposicion de residuos sélidos

de eliminacion alternativos, la fabricacion de abonos
organicos tiene ventajas ambientales considerables (At-
las, 2002).

Los hongos presentes en los residuos sélidos domici-
liarios se encuentran en menor nimero en relacion con
las bacterias y los actinomicetos, pero con mayor masa.
Los actinomicetos son especialmente importantes en la
formacion del humus, y funcionan como antagonistas
de muchas bacterias y hongos patdgenos de las plantas,
debido a que producen antibidticos (efectos biostaticos
y biocidas); éstos benefician el crecimiento y la activi-
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dad de algunos fijadores de nitrogeno como Azotobac-
ter y de las micorrizas (Bejarano, 2005).

El compostaje de residuos organicos es un proceso de
degradacion quimica y biologica en el cual se contro-
lan parametros como temperatura, humedad y aireacion
para optimizarlo. Un posterior periodo de maduracion
lleva a la estabilizacion de la materia organica produ-
ciendo un producto final (el compost) capaza de incre-
mentar la fertilidad del suelo a través de sustancias del
tipo acidos himicos contenidas en ellos (Hernandez et
al., 1990; Garcia et al., 1991).

La actividad volcanica histdrica, particularmente du-
rante el Cuaternario, ha dado origen a numerosos de-
positos piroclasticos a partir de los cuales se han desa-
rrollado los suelos de alto potencial productivo de gran
parte de la region cordillerana, y sobre los cuales se ha
establecido la vegetacion actual (Cremona, 2013).

La ceniza volcanica presenta reaccion medianamente
acida a neutra, levemente variable segin el lugar de
recoleccion, pero con baja capacidad buffer o de amor-
tiguacion de pH. Esto indica que, agregadas al suelo
que en la region en general posee un pH cercano a la
neutralidad y una buena capacidad de amortiguacion,
no se espera que produzcan efectos en la reaccion del
mismo (Cremona, 2013).

El carbono organico (CO) es un componente funda-
mental del suelo del cual dependen muchas de sus pro-
piedades quimicas, fisicas y biologicas. Su contenido
y propiedades estan intimamente relacionados con las
caracteristicas edafoclimaticas del sitio y afectan direc-
ta e indirectamente la estabilidad del sistema de pro-
duccion, dado su rol como reservorio de nutrientes y en
la estabilizacion de la estructura edafica. Actualmente,
el CO es considerado uno de los atributos mas impor-
tantes para definir la “calidad del suelo” (Carter, 2002).

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Ceniza volcanica del sector de los Pajaros del Canton
Baiios, residuos domésticos que contenian desperdicios
de cocina (frutas, verduras), composteras domésticas de
madera, microorganismos eficientes.

Métodos

Construccion de composteras domésticas

Las composteras fueron elaboradas de acuerdo al mo-
delo del proyecto de compostaje domiciliario del Ins-
tituto Nacional de Tecnologia Industrial de la ciudad
de Cordoba, donde se busca garantizar un compostaje
eficiente (con adecuada humedad, temperatura y airea-
cion). Las composteras fueron hechas de madera.

El modelo de compostera con aireacion manual posee
una manivela de metal para voltear de mejor manera
los residuos solidos domiciliarios y se genere mas ai-
reacion para la descomposicion adecuada de la materia

organica.

El modelo de compostera con aireacion por tubos plas-
tico de 30 cm de alto, % de pulg. de didmetro tipo flauta
con agujeros de 6 mm de didmetro. Lo que permite que
el aire ingrese dentro de la materia organica y se pro-
duzca una mejor aireacion.

Recoleccion de 1a materia prima

Se realiz6 la recoleccion de los residuos sélidos domi-
ciliarios, (material vegetal y barrido de las casas) se los
corto en pedazos pequeiios y se mezcld homogénea-
mente.

La ceniza volcanica se recolecto del sector Los Péjaros
del Canton Baiios.

El suelo pobre se recogid en el Caserio San Vicente del
Cantoén Quero de la provincia de Tungurahua.

Elaboracion de tratamientos en las composteras
Seglin los factores de la tabla N.1 se armaron los tra-
tamientos, se colocaron los residuos solidos domicilia-
rios, la ceniza volcéanica y el suelo pobre en cada una de
las composteras con sus respectivas replicas, cada com-
postera fue volteada y se afiadi6 agua hasta obtener un
50 % de humedad, se coloc6 EM’s (Microorganismos
Eficientes) para acelerar el proceso de descomposicion
de los desechos organicos.

Tabla N.1 Factores para el disefio experimental.

Factor A = Dosificacién

a0 | 0% Residuos materia organica + 70% ceniza volcanica + 30% suelo

al | 70% Residuos materia orgdnica + 0% ceniza volcanica + 30% suelo

a2 | 10% Residuos materia organica + 60% ceniza volcanica + 30% suelo

a3 | 40% Residuos materia orgénica + 40% ceniza volcénica + 20% suelo

a4 | 60% Residuos materia organica + 10% ceniza volcanica + 30% suelo

Factor B = Sistema de Remocion — Ventilacion
b0 | Por tubo
b

Manual

—_

Parametros de control

pH

Para determinar el pH de las muestras, se tomd 10 gra-
mos de muestra y se colocd un vaso de plastico, a la
muestra se le afiadié 50 ml de agua destilada realizan-
do una relacién 1:5, se revolvio bien y se dejé que el
suelo se sedimente completamente, aproximadamente
unas 12 horas. La lectura del pH de los tratamientos se
realiz6 a través del equipo pH-metro marca HANNA
instruments HI 2221 calibration check pH/ORP Meter.

Temperatura

Se determind la temperatura de las muestras con una
termocupla marca Multi-Thermometer (-50 °C + 300
°C) directamente en el sitio de muestreo, se sumergio
la termocupla en la muestra y se esper6é hasta que la
lectura llegue a ser constante. Se repitio las determina-

Alimentos, Ciencia e Ingenieria

73



74

ciones y lecturas tantas veces hasta obtener dos lecturas
repetidas con el mismo resultado.

Humedad

Se pesar una capsula de porcelana, luego poner la ba-
lanza en cero (T). Se peso entre 5 gy 10 g de muestra
en una capsula de porcelana. Se seco la muestra en la
estufa secadora a 105 °C durante minimo 12 horas.

Al cabo de las 12 horas se sac6 las capsulas, se coloco
en el desecador para que se enfrien y después pesarlas.

Caracterizacion y aplicacion del mejor tratamiento
Determinacion de carbono

Carbono organico total, Corg, en suelos se determind
fotométricamente después de la oxidacion de la mate-
ria organica con potasio dicromato, segiin el método
APHA, para lo cual se utilizé potasio dicromato (5 %),
acido sulfurico (concentrado), bario cloruro (solucion:
4 gr de BaCl2.2H20 y aforar a 1000 ml con agua des-
tilada), glucosa estandar, equivalente a 5 % de carbono
organico (se peso6 12.5 gr de glucosa seca y aforar a 100
ml con agua destilada).

Tabla N.2 Curva de calibracion

# Cantidad Concentracion
Blanco 0l
Std 1 100 pl 0,5 %
Std 2 200 pl 1,0 %
Std 3 300 pl 1,5 %
Std 4 400 pl 2,0 %
Std 5 500 pl 2,5 %
Std 6 600 pl 3,0 %
Std 7 700 pl 3,5 %
Std 8 800 pl 4,0 %

Se colocod 1 gr de muestra en tubos de digestion y se
afiadio a todos los tubos (muestras y estandares):

* 10 ml de K2Cr207 (5%)

* 5 ml de acido sulfurico concentrado

Se ubico los tubos en un bloque de digestion y se ca-
lentaron a 150 °C durante media hora. Una vez frias
las muestras y estandares, se aforaron a 50 ml con la
solucion de BaCl2.2H20, se agitaron bien y se dejaron
en reposo por 12 horas. El dia siguiente, se realizo6 la
determinacion fotométrica en la longitud de onda de A
= 586 nm.

Las absorbancias de las muestras se midieron en un
espectrofotometro Termo Scientific 4001-000 Genesys
20.

Determinacién de nitrégeno

Las muestras fueron enviadas para su analisis al Labo-
ratorio privado LABCESTTA donde fueron analizadas
por método kjedahl.

Determinacion de materia organica

La determinacién de materia organica se realizé segun
el Método APHA, por lo que se secaron de 5 a 10 gra-
mos aproximadamente de muestra durante 12 horas a
105 °C en la estufa. Se pesaron de 3 a 5 gr de la muestra
pre-secada y se coloco en una capsula de porcelana y se
calcino en la mufla de 430 a 450 °C durante dos horas,
después de haber llegado a la temperatura indicada, se
dejaron enfriar las muestras en un desecador y se pesa-
ron las muestras.

Determinacion de relacion C/N

Los valores de carbono se dividieron a los valores de
nitrégeno que contenia cada tratamiento.

Prueba de germinacion

Una vez terminado el proceso de descomposicion se co-
locé en bandejas plésticas una cantidad de abono orga-
nico (bocashi), se sembraron 20 semillas de rabanos y
se determind el porcentaje de germinacion de cada uno
de los tratamientos después de 12 dias.

RESULTADOS Y DISCUSION
Control del pH en base al tiempo en semanas durante el
proceso de descomposicidon del abono organico.

El pH se tom6 como un parametro de control duran-
te el proceso de descomposiciéon del abono organico
bocashi. El pH inicial de los tratamientos va de 6 a 8
pero en la semana 1 baja hasta 4 lo que indica que hay
una liberacion rapida de CO2 y la descomposicion de la
materia organica mas labil generando acidos orgénicos.
En la segunda semana el pH va aumentando pero si-
gue manteniéndose acido. En la tercera semana ocurri6
un mayor aumento de pH hasta llegar a basico, ya que
se produce una transformacién de los acidos organicos
y hay generacién de NH3. A partir de la 4 semana el
pH comienza a disminuir y mantenerse en pH neutro
ya que se comienzan a formar los compuestos humicos
que forman el abono organico. En la semana 5 y 6 el
pH practicamente no ha variado lo que es un indicativo
que el abono organico ya esta listo, esto se muestra en
la figura N-1.

Control de la temperatura en base al tiempo en dias du-
rante el proceso de descomposicion del abono organico.
La temperatura de los tratamientos se tomo cada 3 dias
recogiéndose 16 temperaturas durante los 36 dias que
duro el proceso de elaboracion del abono organico
como se muestra en la figura N-2.
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Figura N-1: Evolucién del pH en relacién al tiempo en semanas.

La temperatura inicial era de alrededor 20 °C pero a
partir del dia 5 hubo un incremento drastico de la
temperatura ya que comienza haber mayor actividad
microbiana y empieza a ocurrir una degradacion de
azucares y aminoacidos, ya que las temperaturas altas
favorecen la descomposicion de la materia organica in-
crementandose esta hasta el dia 12, la temperatura que
alcanzaron los tratamientos fue hasta aproximadamente
55 °C. A partir del dia 17 las temperaturas comienzas
a disminuir, el volteo de cada tratamiento ayuda a que
la temperatura disminuya y que haya oxigenacion de
la materia organica y haya un niimero alto de colonias
microbianas. A partir del dia 29 la temperatura comien-
za a estabilizarse lo que indica que el abono organico
bocashi ya esta listo, las temperaturas se estabilizaron a
22 °C aproximadamente.
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Figura N-2: Evolucién de la temperatura en relacion al tiempo en
dias.

Control de humedad en base al tiempo en semanas du-
rante el proceso de descomposicion del abono organico.
En la figura N-3 se muestra los valores de humedad (%)
tomados cada semana como control para que el proceso
de compostaje se lleve a cabo adecuadamente ya que
el agua disuelve compuestos que pueden incorporarse

facilmente al interior celular. Si la humedad disminu-
ye la actividad microbiana se detiene y el tiempo del
proceso de compostaje aumenta. En la figura N-3 se
puede observar que la humedad se mantiene dentro del
rango optimo por lo que el proceso de compostaje se
llevo a cabo en 36 dias. Los tratamientos que tuvieron
una humedad baja fueron a0b0 y aOb1 debido a que las
particulas de suelo por no poseer materia organica no
pueden retener la humedad
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Figura N-3: Control de Humedad en relacion al tiempo en semanas.

Control de materia organica en base al tiempo en se-
manas durante el proceso de descomposicion del abono
organico.

Conforme avanza el tiempo la cantidad de materia
organica va disminuyendo ya que esta se va descom-
poniendo como se muestra en la figura N-4, lo que es
un indicativo de que el bocashi se esta produciendo co-
rrectamente a medida que varia la temperatura y el pH.
Cuando el porcentaje de materia orgéanica se va estabi-
lizando es un indicativo de maduracion del bocashi y
que este esta listo.
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Figura A-4: Evolucion de materia organica en relacion al tiempo en
semanas.
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Control de carbono en base al tiempo en semanas du-
rante el proceso de descomposicion del abono organico.
El porcentaje de carbono a medida que va llevandose a
cabo el proceso de compostaje va disminuyendo como
se muestra en la figura N-5 debido a que este se oxida
por la accion del metabolismo microbiano para produ-
cir energia y CO?2.

Por lo que se produce un descenso rapido de carbo-
hidratos en la semana 3, en las semanas proximas el
porcentaje de carbono va estabilizdndose ya que com-
puestos resistentes como las ligninas son mas dificiles
de descomponer a productos mas simples por lo que el
proceso se vuelve lento hasta estabilizarse y mantener
constante el porcentaje de carbono.
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Figura N-5: Evolucion de Carbono en relacion al tiempo en semanas.

Variacion del porcentaje nitrogeno al inicio y final del
proceso de descomposicion del abono orgénico.
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Figura A-6: Evolucion de Nitrogeno al inicial y final del proceso.

En el proceso de compostaje el porcentaje de nitrogeno
a diferencia del porcentaje carbono que disminuye va
aumentando debido a que el nitrogeno se transforma en
amoniaco sobre todo cuando se eleva la temperatura y
el pH es bajo como se muestra en la figura A-6. El au-
mento de nitrogeno en los tratamientos al inicio y al

final no vario mucho a excepcion del tratamiento albl
y el tratamiento a4b1 que tuvieron un incremento supe-
rior en comparacion a los demads tratamientos.

Variacion del porcentaje de relacion C/N al inicio y fi-
nal del proceso de descomposicion del abono organico.
La relacion C/N, expresa las unidades de carbono por
unidades de nitrogeno que contiene un material.

La relacion C/N al inicio y al final disminuye conside-
rablemente como se muestra en la figura N-7, esta re-
lacion con residuos solidos domiciliarios por lo general
es baja. Los microorganismos consumen generalmente:
30 atomos de carbono por 1 4tomo de Nitrégeno por lo
que la relacion optima deberia ser mayor sin embargo
en la elaboracion del abono organico el tratamiento con
la relacion C/N mas alta es a3b1 seguida del tratamiento
albl con una relacion 7/1 aproximadamente.
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Figura A-7: Evolucion de relacion C/N al inicial y final del proceso.

Contenido de materia orgéanica.

Los resultados promedios luego del respectivo anali-
sis estadistico, indican que los tratamientos con mayor
contenido de materia organica son el tratamiento albl
(70% materia orgéanica: 0% ceniza: 30% suelo, airea-
cion manual) y el a4bl (60% materia organica: 10%
ceniza: 30% suelo, aireacion manual).
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Figura N-8: Interaccion e intervalos Tukey (HSD) al 95 % para la
dosificacion y sistema de remocion.

En la figura N-8 se reportan los resultados del anali-
sis de varianza para los valores de contenido de mate-
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ria organica, utilizando el 95 % de nivel de confianza;
existe diferencia significativa (p< 0.05) en los factores
principales: A (dosificacion) y B (sistema de remocion),
al igual que en la interaccion dosificacion*sistema de
remocion.

Contenido de carbono

Los resultados promedios luego del respectivo analisis
estadistico, indican que los tratamientos con mayor con-
tenido de carbono son el tratamiento albl (70% materia
organica: 0% ceniza: 30% suelo, aireacion manual) y el
a4bl (60% materia organica: 10% ceniza: 30% suelo,
aireacion manual).

En la figura N-9 se muestran los resultados del analisis
de varianza para los valores del contenido de carbono,
utilizando el 95 % de nivel de confianza; existe diferen-
cia significativa (p< 0.05) en los factores principales: A
(dosificacion) y B (sistema de remocion), al igual que
en la interaccion dosificacion*sistema de remocion.
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Figura N-9: Interaccion e intervalos Tukey (HSD) al 95 % para la
dosificacion y sistema de remocion.

Contenido de nitrégeno

Los resultados promedio luego del respectivo analisis
estadistico, indican que los tratamientos con mayor
contenido de nitrégeno son el tratamiento albl (70%
materia organica: 0% ceniza: 30% suelo, aireacién ma-
nual) y el a4bl (60% materia organica: 10% ceniza:
30% suelo, aireacion manual).

En la figura N-10 se reportan los resultados del analisis
de varianza para los valores del contenido de nitrogeno,
utilizando el 95 % de nivel de confianza; existe diferen-
cia significativa (p< 0.05) en los factores principales: A
(dosificacion) y B (sistema de remocion), al igual que
en la interaccion dosificacion*sistema de remocion.
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Figura N-10: Interaccion e intervalos Tukey (HSD) al 95 % para la
dosificacion y sistema de remocion.

Contenido de relacion C/N

Los resultados promedio luego del respectivo analisis
estadistico, indican que los tratamientos con mayor
contenido de relacion carbono/nitrogeno son el trata-
miento a3b0 (40% materia organica: 40% ceniza: 20%
suelo) con sistema de remocion por tubo y el a3b1 (40%
materia orgédnica: 40% ceniza: 20% suelo) con sistema
de remocion manual.

En la figura N-11 se reportan los resultados del analisis
de varianza para los valores del contenido de relacion
carbono/nitrogeno, utilizando el 95 % de nivel de con-
fianza; existe diferencia significativa (p< 0.05) en el
factor principal: A (dosificacion) pero no hay diferencia
significativa (p< 0.05) en el factor B (sistema de remo-
cion) al igual que en la interaccidon dosificacidn*sistema
de remocion.
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Figura N-11: Interaccion e intervalos Tukey (HSD) al 95 % para la
dosificacion y sistema de remocion.

Prueba de germinacién

En la prueba de germinacion los tratamientos que mos-
traron un porcentaje de germinacion mas alto fueron
a4bl, albl y a3bl, esto se debid a que poseian mayor
cantidad de materia organica y una mayor relacion C/N
en comparacion a los demas tratamientos. El tratamien-
to a4bl posee 5.48 % de materia organica y 6.163 de
relacion C/N, el tratamiento albl tiene 7.31 % de ma-
teria organica y 7.192 de relacion C/N mientras que el
tratamiento a3bl contiene 4.40 % de materia organica
y 7.406 de relacion C/N, mientras que el tratamiento
a0b1l con 1.64 % de materia orgénica y 0.224 de rela-
cién C/N y su porcentaje de germinacion fue de 0 %,
lo que evidencia que a mayor cantidad de materia or-
ganica y mayor relacion C/N es mayor el porcentaje de
germinacion.

CONCLUSIONES

Se probaron 5 metodologias diferentes para el apro-
vechamiento de ceniza volcanica en la obtencion de
bocashi utilizando residuos sélidos domiciliarios in-
cluyendo sistemas de remocion para la aireacion del
abono orgéanico y el uso de microorganismos eficientes.
La mejor relacion C/N permitio determinar que los me-
jores tratamientos son el a3b0 y el a3bl que consisten
en (40% materia organica: 40% ceniza: 20% suelo) con
sistema de remocion por tubo y (40% materia organica:
40% ceniza: 20% suelo) con sistema de remocion ma-
nual respectivamente.
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Se disenid dos modelos de composteras domésticas una
con un sistema de remocion manual que incluyé mani-
velas y otro sistema de remocion por tubos colocados en
diferentes partes del abono organico a diferentes alturas
para que la aireacion sea continua y no haya necesidad
de voltear; concluyendo que la aireacion por remocion
manual permite obtener un bocashi de mejor calidad en
cuanto a cantidad de materia organica y cantidad de car-
bono, cantidad de nitrogeno y relacion C/N.

Se evaltio la capacidad de aporte nutricional de la ceni-
za volcanica mediante determinacion de porcentaje de
materia organica, carbono, nitrégeno y relacion carbo-
no/nitroégeno y se establecio que el nivel a3 (40% ma-
teria organica: 40% ceniza: 20% suelo) da una mayor
relacion carbono/nitrégeno al suelo y que los niveles b0
(por tubo) y bl (manual) no tenian diferencias signifi-
cativas sobre la relacion C/N.

Los residuos solidos domiciliarios pueden ser utiliza-
dos para la elaboracion de abono organico a pequefia
escala para enriquecer suelos pobres, aprovechando la
ceniza volcanica y con la construccion de composteras
domeésticas.
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MOLECULES AND PRETREATMENTS OF ESSENTIAL OILS TO
PROLONG THE SHELF LIFE OF FRESH HORTICULTURAL
TOMATO (Lycopersicum esculentum)

Diana Sandoval Garzon, Carlos Moreno Miranda

Universidad Técnica de Ambato, Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos,
Campus Académico Huachi — Av, Los Chasquis y Rio Payamino, Ambato, Ecuador.
dianasa_21@hotmail.com, c.s.moreno.m@gmail.com

RESUMEN

El presente trabajo trata sobre el desarrollo una pelicula comestible aplicando moléculas proteicas lacteas y pre-
tratamientos de aceites esenciales para extender la vida de anaquel del tomate horticola fresco (Licopesium escu-
lentum). Aplicando un disefio AxBxC los factores en estudio fueron la cantidad de glicerol (5% y 10%), tipo de
aceite esencial (salvia, orégano y clavo) y el modo de aplicacion (directa o indirecta); se estudiaron propiedades
bioquimicas (pH, sélidos solubles, acidez titulable e indice de madurez), analisis microbiolégico (Coliformes
totales), analisis sensorial, permeabilidad al vapor de agua y tiempo de vida de anaquel. El mejor tratamiento co-
rresponde al alb2c1 (glicerol 5%, aceite esencial de orégano y aplicacion directa), se muestra una disminucion en
los cambios de maduracion teniendo un indice de madurez de 18,65 reduciendo en un 30,88% el indice de madurez
normal aceptado en la industria; el analisis microbiol6gico muestra una reduccion considerable de Coliformes to-
tales, gracias al compuesto activo del aceite esencial de orégano como es el carvacrol. El andlisis sensorial arroja
que dicho tratamiento es aceptable por el consumidor. Al realizar el analisis de la permeabilidad al vapor de agua
se obtuvo que estos recubrimientos posen una permeabilidad moderada al vapor de agua constituyendo una gran
ventaja para los procesos de respiracion y transpiracion evitando dafios por condensacion. El tiempo de vida de
anaquel se estudio mediante la pérdida de peso y dureza; se alarg6 en 10 dias mas que el normal, a 5°C el tiempo
de vida es de 16 dias, a 15°C el tiempo de vida es de 13 dias, a 25°C el tiempo de vida es de 4 dias. El andlisis de
costos muestra que el producto posee un precio de venta al publico similar a los ofertados en el mercado nacional
siendo de $2,08 el kg de tomate cubierto por la pelicula comestible. Por lo expuesto anteriormente se concluye que
el producto puede ser elaborado a escala industrial.

Palabras claves: Peliculas comestibles. Moléculas proteicas lacteas. Aceites esenciales. Tomate. Vida de anaquel.

SUMMARY

The following study talks about the development of an edible film applying dairy proteins molecules and pre-
treatments of essential oils to prolong the shelf life of fresh horticultural tomato (Licopesium esculentum). It was
applied a design AxBxC, the factors in study were the quantity of glycerol (5% y 10%), several types of essential
oils (sage, oregano and clove) and the way of application ( direct and indirect). It was studied biochemical pro-
perties (pH, soluble solids, acidity and index of maturity), microbiological analysis (Total Coliforms), sensorial
analysis, permeability of water steam, and shelf life time. The best treatment corresponds to alb2cl (glycerol
5%, essential oregano oils and direct applications). It is shown a decreasing in the changes of maturity. Having
and index of maturity of 18,65 that was reduced in a 30,88%, the normal maturity index accepted in industry. The
microbiological analysis shows a considerable reduction of Total Coliforms, thanks the active compound of the
oregano essential oil, the carvacrol. The sensorial analysis shows that the previous treatment is acceptable for con-
suming. When the analysis of permeability of water steam was carried out, it was shown that these overlays have
a moderate permeability to water steam; providing them a great advantage for breathing and sweating processes;
avoiding damages for condensation. The shelf life time was studied through the weight and hardness losing. It
was stretched on 10 more days than normal, to 5°C the life time is 16 days. To 15°C the life time is 13 days, to
25°C the life time is 4 days. The costs analysis displays that the product has a price for sale to public similar to the
offered in the national market that is $2,08 kg of tomato recovered by the edible film. As conclusion the product
may be elaborated to industrial scale.

Key words: Edible films. Lactic protein molecules. Essential oils. Tomato. Shelf life.
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INTRODUCCION

Las peliculas comestibles son productos que envuelven
un alimento, creando una barrera semipermeable a gases
(02 y CO2) y vapor de agua. Mejoran las propiedades
mecanicas ayudando a mantener la integridad estruc-
tural del producto que recubren, a retener compuestos
volatiles y también pueden llevar aditivos alimentarios
(agentes antimicrobianos, antioxidantes, etc.). Se crea
una atmosfera modificada en el interior del fruto que
reduce la velocidad de respiracion y por tanto retrasa
el proceso de senescencia del producto. Ademads, crean
una barrera a la transferencia al vapor de agua retrasan-
do el deterioro del producto hortofruticola por deshidra-
tacion (Pérez, 2008).

Estan compuestos de ceras naturales, polisacaridos y
proteinas, formando un envase ideal desde el punto de
vista medioambiental, puesto que son biodegradables y
pueden ser consumidos con el producto. Pueden apli-
carse en forma de finas capas de material alrededor de
los alimentos mediante inmersion, pulverizacién o en-
volturas, con el fin de ofrecer una barrera selectiva a la
transmision de gases, vapor de agua y otros solutos y
también para proteger al alimento (Pérez, 2008).

El contenido proteico del suero depende en su mayor
parte del tipo de coagulo y de su tratamiento y la pre-
sencia en el mismo de particulas de la cuajada que pue-
de aumentarlo considerablemente. En la leche, el 80%
de las proteinas son caseinas; sin embargo, éstas se
agregan en la cuajada durante la formacién del queso,
mientras que las proteinas séricas no quedan retenidas
en la cuajada permaneciendo disueltas en la porcion
acuosa (Salazar, 2012).

Una de las caracteristicas mas importantes de las pro-
teinas séricas es la alta presencia de residuos de ami-
noacidos con grupos sulfhidrilos que les permite formar
enlaces covalentes intermoleculares durante procesos
a altas temperaturas (lo que provoca su desnaturali-
zacion y posterior agregacion). Las proteinas del suero
son solubles en un amplio rango de pH y se desnatura-
lizan (individualmente y en solucién) entre 64 y 85°C,
y a partir de esta temperatura empiezan a agregarse y
a gelificar. La desnaturalizacién implica la pérdida de
solubilidad proteica (Salazar, 2012).

Los aceites esenciales (esencias o aceites volatiles) son
productos de composicion generalmente muy compleja
(Gonzalez, 2004). Actualmente se han identificado al-
rededor de cuatrocientos componentes quimicos consti-
tuyentes de los aceites esenciales. La mezcla compleja
que integra los aceites esenciales pertenece de manera
casi exclusiva a grupos caracteristicos distintos: el gru-
po de los terpenos, el grupo de los compuestos deriva-
dos del fenilpropano, los terpenos originarios del acido
acético, los terpenos provenientes del acido siquimico
(aromaticos) y otros como los compuestos procedentes

de la degradacion de terpenos (Kubeczka, 2002).

Los aceites esenciales extraidos de algunos tipos de ve-
getales tienen actividad bactericida y pueden ser utiliza-
dos en la preservacion de alimentos. La hidrofobicidad
de los aceites esenciales permite que se solubilicen en
la membrana de la célula bacteriana y de la mitocondria
afectando sus propiedades estructurales y facilitando su
permeabilizacion, favoreciendo a la liberacion de iones
y otros metabolitos celulares, que en gran cantidad pro-
duce la muerte celular (Morata, 2010)

El tomate es la hortaliza mas difundida en todo el mun-
do y la de mayor valor econdmico. Su demanda aumen-
ta continuamente y con ella su cultivo, produccion y
comercio. El incremento anual de la produccion en los
ultimos afios se debe principalmente al aumento en el
rendimiento y en menor proporciéon al aumento de la
superficie cultivada (INFOAGRO, 2003).

Jaramillo et al., 2007; reportan que, el tomate es una
rica fuente de vitaminas A, B1, B2, B6, Cy E, y de mi-
nerales como fosforo, potasio, magnesio, manganeso,
zine, cobre, sodio, hierro y calcio. Tiene un importante
valor nutricional ya que incluye proteinas, hidratos de
carbono, fibra, acido folico, acido tartarico, acido suc-
cinico y acido salicilico.

MATERIALES Y METODOS

Materia prima. Se dispuso de tomate de variedad Da-
niela proveniente del Cantén Salcedo de la Provincia
de Cotopaxi adquirido en el Mercado Mayorista de la
Ciudad de Latacunga.

Disefio experimental. Se utilizé un disefio al azar en
arreglo factorial A*B*C de 12 tratamientos, con dos
réplicas.

Factor A: Cantidad de glicerol
al: 5%; a2: 10%
Factor B: Tipo de aceite esencial (0,03%)
bl: salvia; b2: orégano; b3: clavo
Factor C: Modo de aplicacion
cl: directa; ¢2: indirecta

Desarrollo de pelicula comestible. La pelicula se ela-
boré mediante la mezcla de glicerol (5% y 10%) como
plastificante, suero seco de leche (7%) y utilizando una
solucion de agua y almidon de maiz al 5%. Se calentod
la solucion agua - almidon hasta 85°C durante 10 minu-
tos, se enfrio a 70 °C y se adicion¢ el glicerol y el suero,
se filtré y enfrié a 30 °C para su aplicacion.

Acondicionamiento. Se realizoé un pesado inicial de la
materia prima. Se clasific6 manualmente la materia en
buen estado y se descart6 la materia que contenia dafios
mecanicos, tamafilo muy pequeflo y posible contami-
nacion externa. Se realizo un lavado manual con agua
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corriente eliminando impurezas de mayor tamafio como
tierra, sustancias quimicas, insectos y partes de la plan-
ta como hojas y tallos. Se desinfecto la materia prima
mediante la inmersion de la misma en un bafio de cloro
y metabisulfito de sodio (200 ppm) durante 10 minutos.
Pretratamientos de aceites esenciales en el tomate. Lue-
go de la etapa de acondicionamiento del tomate hortico-
la fresco se emplearon los diferentes aceites esenciales
mediante inmersion del tomate en una solucion de acei-
te esencial (0,03%) y tween 80.

Parametros de control

Determinacion del potencial de hidrégeno pH. Se deter-
min6 segun la norma AOAC 981.12; por lectura directa
utilizando un potencidometro manual portatil, marca
HANNA HI 9126, previamente calibrado, a tempera-
tura ambiente.

Determinacion de Solido solubles (°Brix). Se determi-
n6 segun la norma AOAC 970.59; en forma directa uti-
lizando el refractometro, con una escala de 0-30 °Brix.

Determinacion de Acidez. Se determind siguiendo el
procedimiento descrito por la norma ISO 750:1998;
para encontrar acidez titulable en porcentaje de acido
citrico.

Determinacion de la permeabilidad al vapor de agua.
Se utilizo la metodologia descrita en la norma E 96-87
(ASTM, 1986).

Evaluacion microbiologica del tomate. Se realizé un
analisis cuantitativo de la contaminacion de recuento
de coliformes totales presentes en la muestra utilizando
Petri films mediante por la metodologia detallada por la
casa fabricante.

Analisis sensorial. Se realizo en la parte inicial del es-
tudio y se evaluaron los siguientes atributos: color, olor,
sabor, textura y aceptabilidad, los datos se procesaron
mediante la aplicacion de un disefio experimental de
bloques incompletos para asilar el efecto del catador.
Analisis de vida de anaquel. Se realiz6 el estudio del
mejor tratamiento mediante el método TTT (Toleran-
ce, Time, Temperature), descrito por Alvarado (1996),
se trabajo a tres temperaturas de almacenamiento de la
muestra: 5°C, 15°C y 25°C, donde se evaluo la pérdi-
da de peso, por cuadruplicado diariamente. Ademas se
realizé el analisis de textura cuya respuesta experimen-
tal fue la dureza mediante pruebas de laboratorio utili-
zando el texturdmetro Brookfield CT3, las muestras se
valuaron cada dos dias, donde se requeria un minimo de
10 muestra para el estudio.

Analisis estadistico. Se realiz6 mediante un analisis de
varianza (ANOVA) con un nivel de significancia em-
pleando el software Statgraphics Plus.

RESULTADOS Y DISCUSION

pH

La tendencia de pH aumenta conforme transcurre el
tiempo, en una relaciéon directamente proporcional, la
modificacion del contenido de 4cidos organicos presen-
tes en la fruta es de gran importancia a nivel bioquimico
ya que el pH acondiciona la actividad de un gran nume-
ro de enzimas responsables en los sucesos de la madu-
racion “ablandamiento, color entre otros” (Hernandez,
2007).
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Figura 1. Variacion de pH vs tiempo (dias)

En la figura 1, se detalla la tendencia al aumento de pH
de los tratamientos en funcion del tiempo; los trata-
mientos con menor variacion son alb2cl (glicerol 5 %,
orégano, aplicacion directa), alb3cl (glicerol 5 %, cla-
vo, aplicacion directa), y alblc2 (glicerol 5%, salvia,
aplicacion indirecta), frente al tratamiento con mayor
aumento en el pH a lo largo del tiempo a2blc2 (glicerol
10%, salvia, aplicacion indirecta).

1,5
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Figura 2. Variacion de solidos solubles (°Brix) vs tiempo (Dias)

Al realizar el analisis estadistico los factores que influ-
yen significativamente en este parametro corresponden
a la composicion de la pelicula del 5% de glicerol, los
aceites esenciales de orégano y clavo y el modo de apli-
cacion directo del recubrimiento. Este actia como una
barrera semipermeable de gases del producto hacia el
ambiente produciendo una maduracidon mas lenta y una
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degradacion leve de los acidos presentes en el tomate.
Soélidos solubles

Los solidos solubles tienden a aumentar conforme la
maduracion se efectua debido a que el tomate experi-
menta la descomposicion de almidones y azucares com-
plejos por accion de enzimas a compuestos simples es
decir los solidos solubles.

La figura 2, muestra el menor aumento de so6lidos solu-
bles tratamientos alb2cl (glicerol 5%, orégano y apli-
cacion directa), alb2c2 (glicerol 5%, orégano, aplica-
cion indirecta) y alblc2 (glicerol 5%, salvia, aplicacion
directa) con apenas una variacion de 1°Brix frente al
tratamiento con un aumento mayor de s6lidos solubles
que fue el alb3cl (glicerol 5%, clavo, aplicacion direc-
ta) con una variacion de 3°Brix.

En el analisis estadistico se evidencia que existe dife-
rencia significativa, los factores que no favorecen al
incremento de los solidos solubles corresponden al tipo
de aceite esencial siendo el de orégano y el de clavo, y
el modo de aplicacion indirecto.

Acidez

La acidez es una caracteristica que indica que a medida
que transcurre la maduracion los acidos organicos (aci-
do citrico) presentes en el tomate, son convertidos en
azucares disminuyendo asi su contenido (Hernandez,
2007). Durante la experiencia todos los tratamientos no
poseen una variacion notoria de la disminucion de este
parametro.

0,60
0,55
0,50

N 0,45 3 1b2c2

E 0,40 a2b2cl
0,35 /"'\ a2bact
0,30 ~ a2b3c2

0,25
Dia0 Dia2 Dia4 Dia7 Dia 11

Tiempo (Dias)
Figura 3. Variacién de la Acidez titulable (g1/100 gr) vs Tiempo (Dias)

La figura 3 muestra los mejores tratamientos para este
parametro con la variacion mas baja de acidez a lo largo
del tiempo, alb2c2 (glicerol 5%, orégano, aplicacion
directa), a2b2cl (glicerol 10%, orégano, aplicacion
indirecta), a2b3cl (glicerol 10%, clavo, aplicacion in-
directa) y a2b3c2 (glicerol 10%, clavo, aplicacion di-
recta).

Al realizar en analisis de varianza para la acidez los
factores que influyen son el tipo de aceite esencial de

orégano y clavo y la forma de aplicacion directa de la
pelicula comestible.

Indice de Madurez

El indice de madurez corresponde a la relacion entre
°Brix / acidez titulable, es decir el incremento en soli-
dos solubles o el decremento de la acidez titulable pro-
voca el aumento del indice de madurez.

La figura 4 detalla la tendencia del indice de madurez
a lo largo del tiempo, los mejores tratamientos son
al a2b3cl (glicerol 10%, clavo, aplicacion directa),
alb2c2 (glicerol 5%, orégano, aplicacion indirecta),
a2b2cl (glicerol 10%, orégano, aplicacion directa), el
tratamiento con mayor variacion corresponde al a2b2c2
(glicerol 10%, orégano, aplicacion indirecta).

30
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i
ﬁ 20 3 1h2 2
E 15 / aZb2cl
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e 5 7h 22
5
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Figura 4. Variacion del indice de madurez (°Brix/Acidez titulable) vs
Tiempo (Dias)

En el analisis estadistico muestra que el porcentaje de
glicerol y el tipo de aceite esencial no influyen direc-
tamente mientras que el modo de aplicacion directa de
la pelicula ayuda a reducir en indice de madurez del
tomate.

A partir de este resultado el tratamiento que presento
un indice de madurez menor fue el tratamiento alb2cl
(glicerol 5%, aceite esencial de orégano, aplicacion
directa) con un indice de madurez de 12,89, mientras
que el valor que reporta Reina (2008), es un valor de
18,65 para madurez intermedia, por lo tanto se logrd
reducir el indice de madurez en un 30,88%, esto es de
gran beneficio para la industria ya que se corrobora la
efectividad del recubrimiento al reducir el tiempo de
maduracion del tomate horticola fresco.

Analisis microbiologico

Se realiz6 el contaje de coliformes totales, la contami-
nacion se efectua solo en seis de los tratamientos como
se detalla en la figura 5, alb3cl (glicerol 5%, clavo,
aplicacion indirecta), alb3c2 (glicerol 5%, clavo, apli-
cacion directa), a2blcl (glicerol 10%, salvia, aplica-
cion indirecta), a2b3cl (glicerol 10%, clavo, aplicacion
indirecta), a2b3c2 (glicerol 10%, clavo, aplicacion di-
recta) y aOb0cO (testigo) verificando asi el crecimiento
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de Unidades formadoras de colonia (Ufc/gr), este creci-
miento se efectud en la dilucion 10-2.

Finalmente en cuanto al atributo de aceptabilidad el
mejor tratamiento correspondi6 al alblc2 (glicerol 5%,

salvia, aplicacion indirecta), dicho tratamiento posee
= iig las mejores puntuaciones frente a los demas tratamien-
> tos degustados.
5 140 et a1b3c1
] 120 Tabla 1. Comparacion multiple entre grupos LSD para todos los tra-
g 100 ==ll==3alb3c2 tamientos, C: Color; O: Olor; S: Sabor; T: Textura; A: Aceptabilidad.
= 80
a2b3cl T C (0] S T A
g ¢ _ -
g 0 e 32b3C2 alblel | 23c 32de | 35bcd | 41ab | 3,8abcd
= — alblc2 4,5ab 3,8bcd 4,0abc 4,0abc 4,4a
S 20 ” 7 a0b0cO
0 - alb2cl 2,5¢ 3,4cde 4,1abc 3,2de | 3,6abcde
Dia0 Dia 6 Dia 11 alb2c2 4,3ab 3,8bcd | 3,7abecd | 3,3cde | 3,9abed
Tiempo (Dias) alb3cl 2,8¢ 2,8¢ 3,1d 3,8abcd | 3,2cde
Figura 5. Contaminacion coliformes totales (Ufc/gr) para tratamien- alb3c2 4,3ab 4,2abc 4,2ab 4,2a 3,9abcd
tos contaminados. a2blcl 2,6¢ 3,4cde 31d | 3,8abed | 2,9
, a2blc2 4,6a 4,2ab 3,4bcd 3,5bcde 4,1ab
El carvacrol procedente del orégano presenta mayor ca-
pacidad inhibitoria frente a mas microorganismos pato- | 2202l | 25¢ 27¢ | 3.5bed | 3dbede | 432
genos alimentarios. a2b2c2 3,8b 4,2abc 3,3cd 4,4a 3,1de
a2b3cl 2,1c 2,5e 3,1d 4,1ab 3,3bcde
En cuanto a los coliformes totales estos son bacilos gran a2b3c2 3,8b 43abc | 4,1abc | 3,8abed | 4,0abc
negativos; segiin afirma Morata (2010), se cree que el a0b0c0 | 4,8a 5.0a 43a 30e | 34bcde
carvacrol actua incrementando la permeabilidad de las
membranas de estos bacilos, interacciona con la mem-
brana celular disolviéndose en la bicapa fosfolipidica, vyjda de Anaquel

distorsionando, expandiendo y desestabilizando la es-
tructura fisica; provoca ademas la fuga de iones fosfato
y ATP. El grupo hidroxilo permite unirse a las proteinas
del citosol impidiendo el funcionamiento de enzimas.

Analisis sensorial

En todos los atributos estudiados se existe diferencia
significativa entre tratamientos, por lo cual se realizaron
pruebas de comparacion multiple entre grupos LSD. En
la tabla 1 se detallan los promedios de los tratamientos
evaluados con su grupo comparativo para cada atributo.
Para el caso de color se verifica tal diferencia debido a
que la maduracion fue diferente, se debe a la produc-
cion de un carotenoide especifico como el licopeno y
demas compuestos que generan el color se desarrolla-
ron de a diferentes velocidades.

En cuanto al olor, el aceite esencial de salvia fue el mas
débil, en comparacion de los demas aceites esenciales
de clavo y orégano, los mismos son determinantes en
el atributo del olor siendo muy perceptibles para el ca-
tador.

En cuanto al atributo de sabor y textura el tratamiento
con mejor puntuacion correspondio al alb3c2 (glicerol
5%, clavo, aplicacion indirecta), indica que el sabor del
aceite agrada mucho en combinaciéon con el tomate.
Los cambios en la maduracion que afectan al sabor y
la textura son la degradacion de reservas amilaceas a
azucares mas simples y la degradacion de pectinas y
hemicelulosas (Kader, 2006).

El tomate produce una taza moderada de etileno de
1,0-10,0 ul /Kg*h, lo cual incrementa el desarrollo de
fruto y por ende su temprano deterioro (Kader, 2006).
La pérdida de agua es una causa principal del deterioro
ya que causa pérdidas de apariencia tales como mar-
chitamiento, deshidratacion y pérdida de la calidad de
textura conocida como el ablandamiento.

El estudio se realiz6 al mejor tratamiento alb2c1 (glice-
rol 5%, aceite esencial de orégano y aplicacion directa),
se analizd la pérdida de peso (%) y la textura se analizd
mediante un texturémetro Brookfield, cuyo parametro
fue la dureza (g) se trabajo por accion de fuerza externa
por puncion, en condiciones de almacenamiento de re-
frigeracion (5°C), simulacion de cuartos frios (15°C) y
a temperatura ambiente (25°C).
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Figura 6. Variacion de la pérdida de peso (%) vs Tiempo (Dias)
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En la figura 6, se observa que conforme aumenta la
temperatura y transcurre el tiempo, la pérdida de peso
es mucho mayor, altas temperaturas secan la pelicula,
produciéndose mayor migracion de agua; no hay mucha
diferencia de pérdida de peso a 5y 15 °C, es importante
mantener temperaturas bajas de almacenamiento.

Todas las regresiones lineales poseen coeficientes de
determinacion altos; se tomd en cuenta una pérdida
maxima de peso de 10% en condiciones normales, a
5°C se tiene un tiempo de vida de anaquel de 16 dias, a
15°C un tiempo de vida de anaquel de 13 dias y final-
mente a 25°C un tiempo de vida de anaquel de 4 dias.
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Figura 7. Dureza (g) vs. Tiempo (Dias)

La figura 7, muestra la dureza en funcion del tiempo, la
temperatura de almacenamiento influye de una manera
determinante en la pérdida de la dureza, causada por la
migracion de humedad y perdida de firmeza.

Se tomo en cuenta una aplicacion maxima de dureza de
250 g reportada por Coronel (2007), para provocar daio
del tomate conocida como fracturabilidad para realizar
el analisis, a 5°C se tiene un tiempo de vida de anaquel
de 16 dias, a 15°C un tiempo de vida de anaquel de 13
dias y finalmente a 25°C un tiempo de vida de anaquel
de 10 dias.

Segun Reina (2008), el tomate horticola fresco posee un
tiempo de vida de anaquel de 6 dias en condiciones de
post-cosecha y expendio, por lo tanto con la aplicacién
de la pelicula comestible y el manejo adecuado de tem-
peraturas de refrigeracion, se logré extender el tiempo
de vida de anaquel en 10 dias.

Permeabilidad al Vapor de agua

Se evalu6 la permeabilidad de agua de las peliculas
comestibles estudiadas para verificar la permeabilidad
aportada por la proteina lactea, los recubrimientos A y
B corresponden las formulaciones aplicadas en el dise-
fio experimental y se afiadié un control C, en cual en su
formulacion no contenia dicha proteina.

Figura 8. Valores de velocidad de transmision de vapor
de agua

Figura 9. Valores de permeabilidad al vapor de agua
En la figura 8, se muestran los valores de transmision
del vapor de agua a través de los recubrimientos, los re-
cubrimientos con adicion de proteina lactea son los que
poseen valores mas altos de trasmision indicando que
esta propiedad de permeabilidad es conferida por las
moléculas del suero de leche ya que forma una pelicu-
la porosa, de igual manera ocurre con la permeabilidad
calculada, en la figura 9, los valores altos se presentan
en los recubrimientos con adicion de moléculas séricas,
ademas mayor permeabilidad posee el tratamiento con
mayor cantidad de glicerol , debido a que este plastifi-
cante se encuentra en mayor concentracion agrupa y or-
dena la estructura de todos los componentes evaluados
y confiere la caracteristica de flexibilidad.

La importancia de valores altos en la permeabilidad al
vapor de agua es fundamental ya que al estar dispuesta
la pelicula en la superficie externa del tomate no im-
pide el movimiento del vapor de agua, previniendo la
condensacion de agua durante la maduracion por lo que
se evita un factor de riesgo de deterioro para el tomate.

Analisis econémico

Se realizo el andlisis econémico del mejor tratamiento
T3 (Glicerol 5%, aceite esencial de orégano y aplica-
cion directa), el precio de venta al publico de $ 2,08 en
presentacion de 1 Kg.

En el mercado nacional el precio del tomate fresco
empacado oscila entre $2,00 y $3,50 dependiendo del
origen, tamarfio, peso y empaque. Las empresas comer-
cializadoras de tomate empacado y tomate organico
empacado son Hortana y Arsaico; los precios que estan
empresas ofertan son un poco elevados con relacion al
producto propuesto, hay que destacar que el producto
permanece mayor tiempo en mejores condiciones fisi-
cas y microbiologicas que la competencia, lo cual es
una ventaja al adquirir este producto y evitar asi mer-
mas en percha y también para el consumidor final, sien-
do competencia posible para las empresas comerciali-
zadoras de tomate horticola fresco.

CONCLUSIONES

La forma de aplicacion mas adecuada de la pelicula
comestible corresponde al mejor tratamiento alb2cl
(glicerol 5%, aceite esencial de orégano y aplicacion
directa), estos factores favorecen al alargamiento del
tiempo de maduracién conservando sus propiedades
bioquimicas, sensoriales y microbiologicas.

Se midio el grado de conservacion del tomate horticola
fresco (reduccion de crecimiento microbiano) conse-
guido al emplear un pretratamiento de aceite esencial
de orégano, este aceite contiene su compuesto activo
denominado carvacrol, el cual desestabiliza la membra-
na celular y el metabolismo de bacterias gram (-) tales
como Coliformes totales.
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Al analizar los parametros Fisico-quimicos mediante
la aplicacion de pruebas en laboratorio, tales como pH,
acidez, °Brix e Indice de madurez, se verifica que la
maduracion continua de una manera lenta, comproban-
do la efectividad de la pelicula comestible.

Mediante el analisis de los parametros sensoriales se
verifica que el producto es aceptado por el consumi-
dor ya que la pelicula no altera los atributos sensoriales,
ademas gracias al aceite esencial aporta un aroma y sa-
bor muy agradable.

El costo del producto en una presentacion de 1 kg es
de $2,08; similar a los precios de la competencia, que
ofertan tomate fresco empacado.

Este estudio constituye una alternativa a agricultores,
productores e industriales para que mejoren el mane-
jo post-cosecha del tomate horticola y aportarle valor
agregado a un producto muy demandado.

El uso de moléculas proteicas lacteas y pretratamien-
tos de aceites esenciales favorecen al alargamiento del
tiempo de vida ttil del tomate horticola fresco en 16
dias ya que retarda los fendmenos bioquimicos de ma-
duracioén incrementando su tiempo de manipulacion.
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Gestion de la Produccion Agroindustrial. Facultad de Ciencia
e Ingenieria en Alimentos. Universidad Técnica de Ambato.
Ambato- Ecuador.
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EVALUACION DEL VALOR NUTRICIONAL Y CALIDAD SENSORIAL
DE TORTILLAS PRECOCIDAS ELABORADAS CON PAPA NATIVA
(Solanum tuberosum ssp. andigena) DE TRES VARIEDADES (CHAUCHA
ROJA, LEONA NEGRAY YEMA DE HUEVO) ENRIQUECIDAS CON
PASTA DE QUINUA (Chenopodium quinoa Willd)

EVALUATION OF THE VALUE NUTRITIONAL AND SENSORY
QUALITY PRECOOKED OF TORTILLAS LIEGARED WITH NATIVE
POTATOES (Solanum tuberosum ssp. andigena) FROM THREE
VARIETIES (CHAUCHA RED, BLACK LEONE AND EGG YOLK)
ENRICHED WITH QUINOA PASTE (Chenopodium quinoa Willd)

Eliana Guillin*, Milton Ramos y Ménica Silva

Universidad Técnica de Ambato, Facultad de Ciencia e Ingenieria En Alimentos.
Av. Los Chasquis y Rio Payamino, Casilla 18-01-0334. elianag 23@yahoo.es
Ambato — Ecuador

RESUMEN

La presente investigacion se oriento a la busqueda de una nueva tecnologia de procesamiento de papas nativas (So-
lanum tuberosum andigena) y quinua (Chenopodium quinoa Willd), mediante la elaboracion de tortillas de papas
precocidas y refrigeradas en base a papas nativas (Chaucha Roja, Leona Negra y Yema de Huevo), pasta de quinua,
sal de mesa y conservantes (Acido Citrico y Sorbato de Potasio) para alargar su tiempo de vida util. Los factores de
estudio fueron, el factor A: Variedad de papa nativa, a0= Chaucha Roja, al=Leona Negra y a2= Yema de Huevo; y
el factor B: Porcentaje de la pasta de quinua, b0=15%, b1=20% y b2=25%. Se realiz6 analisis quimicos (vitamina
C, pH y acidez), microbioldgicos y sensoriales (color, olor, sabor, textura y aceptabilidad). Se evalu6 el valor nutri-
tivo y la calidad sensorial de las tortillas. Los resultados de los analisis permitieron determinar estadisticamente el
mejor tratamiento, la combinacion a2b2 que corresponde a papa Yema de Huevo enriquecida con el 25% de pasta
de quinua. El tiempo de vida util del producto fue de 10 dias a 4°C. El analisis proximal de la muestra patrén y del
mejor tratamiento sefiala que existen diferencias en el valor nutritivo, debido a que la concentracidén de pasta de
quinua (25%) incrementa el contenido de proteina de 1.72 a 2.46% en la tortilla de papa.

Palabras claves: tortilla de papa, papa nativa, pasta de quinua.

SUMMARY

This research was aimed at finding a new processing technology native potato (Solanum tuberosum andigena) and
quinoa (Chenopodium quinoa Willd), through the development of native potato tortillas refrigerated precooked
potatoes basis (Chaucha Roja, Leona Negra y Yema de Huevo), quinoa pasta, salt and preservatives (citric acid and
potassium sorbate) to extend its shelf life,. Study factors were, factor A: Variety native potato a0 =Chaucha Roja,
al = Leona Negra a2 = Yema de Huevo, and factor B: Percentage of quinoa pasta, b0 = 15%, bl = 20% and b2
= 25%. Chemical analysis was performed (vitamin C, pH and acidity), microbiological and sensory (color, odor,
flavor, texture and acceptability). We evaluated the nutritional value and sensory quality of the tortillas. Results of
statistical analysis allowed determining the best treatment, the combination a2b2 corresponding to potato Yema
de Huevo enriched with 25% paste of quinoa. The shelf life of the product was 10 days at 4°C. Proximate analysis
standard sample and the best treatment, points to differences in the nutritional value, due to the concentration of
quinoa pasta (25%) increases protein content from 1.72 to 2.46% in potato tortilla.

Keywords: potato tortillas, potato native, quinoa pasta.
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INTRODUCCION

La region de los Andes Centrales de Pert, Ecuador y
Bolivia tiene una riqueza unica de sistemas de pro-
duccioén de papa. Por miles de afios los agricultores de
zonas alto-andinas han desarrollado tecnologias tradi-
cionales adaptadas a condiciones climaticas severas.
Se conoce que los Andes Centrales de Peru y Bolivia
son el centro de origen de la papa (Solanum tuberosum
andigena) y poseen una amplia diversidad, registrando-
se mas de 3,800 variedades diferentes de papas nativas
(Caycho-Ronco et al., 2009).

En nuestro pais existen variedades de papa nativa que
son cultivadas sobre los 3,000 m.s.n.m; a estas alturas
la fuerte radiacion solar y los suelos organicos andinos
brindan a estos productos cualidades especiales y ade-
mas, son cultivadas generalmente sin el uso de fertili-
zantes quimicos y casi sin aplicacion de pesticidas (El
Ciudadano, 2010). Se cultivan aproximadamente 400
variedades de papa nativa, pero solo alrededor de 20
de ellas tienen presencia comercial en los mercados en
las provincias de la sierra central del pais. (Martinez F,
2009).

Sin embargo, son pocos los industriales que conocen las
papas nativas y la mayoria las confunden con las me-
joradas. Algunas de las papas que se reconocen como
nativas son: Yema de Huevo, Chaucha, Uvilla y Leona.
(Monteros et al., 2005). Entre los principales usos de
las variedades de papa nativa, se mencionan que se
consume en forma fresca, cocida o como acompaifiante
de platos tipicos: Chaucha Roja, Leona Negra y Yema
de Huevo. (Martinez F, 2009).

La tortilla de papa es un plato tipico de la serrania ecua-
toriana que para su elaboracion se utiliza: papa, queso,
especias, sal y achiote. En la presente investigacion se
planted conocer el efecto de la utilizacion de papa na-
tiva y el reemplazo del queso por la pasta de quinua
en la elaboracion de tortillas de papa, sin la adicion de
especias o colorantes naturales.

La Quinua es cultivada en la zona interandina, crece
a alturas entre los 2,000 a 3,800 m.s.n.m. y es rico en
nutrientes necesarios para la alimentacion humana. La
quinua es producida industrialmente en Bolivia, Pera
y Ecuador a nivel mundial. Bolivia capta el 85% de la
oferta mundial de quinua, le sigue Perti con 10% y por
ultimo Ecuador con apenas el 5%. (Cazar et al., 2004).

En las ciudades de la Sierra ecuatoriana se prefiere con-
sumir la quinua en sopas, algunos guisos y como acom-
pafiamiento de diferentes platos. También se elaboran
productos procesados con base a quinua, tales como
harinas (mezclas con avena, trigo) y alimento para be-
bés (papilla con mezclas de harina de quinua, cereales
y miel), hojuelas, fideos, pan mezclado con cereales.
(CRS, CIPy FAO, 2003).

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el
valor nutritivo y calidad sensorial de las tortillas pre-
cocidas de papas nativas (Chaucha Roja, Leona Negra
y Yema de Huevo) enriquecidas con pasta de quinua
(Chenopodium quinoa Willd).

MATERIALES Y METODOS
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Grafico 1. Diagrama de flujo de la elaboracion de pasta de quinua
precocida.
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Grafico 2. Diagrama de flujo de la elaboracion de tortilla de papa
nativa enriquecida.
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Se utiliz6 materiales como: papas nativas frescas sin
brotes (Chaucha Roja, Leona Negra y Yema de Huevo),
quinua dulce desamargada, sal de mesa, acido citrico y
sorbato de potasio.

El procedimiento para la elaboracion de tortillas de pa-
pas nativas enriquecidas con pasta de quinua consta de
dos etapas:

Proceso de elaboracion de la pasta de quinua (Grafico

).

Elaboracion de la tortilla de papa nativa enriquecida
con pasta de quinua (Grafico 2).

Disefio Experimental
El presente trabajo de investigacion se llevo a cabo con
los siguientes factores y niveles indicados en la Tabla 1.

Tabla 1: Factores y niveles del disefio experimental.

FACTORES NIVELES

Chaucha Roja ao
Variedad de la

. Leona Negra al

papa nativa (A)

Yema de Huevo a2
Porcentaje de la | 15% bo
pasta de quinua | 20% bl
(B) 25% b2

Fuente: Eliana Guillin A.

Para establecer si existia relacion entre los factores de
estudio: variedad de papa nativa y porcentaje de pasta
de quinua, se consider6 aplicar un disefio factorial 3n,
por lo que se tuvo 9 tratamientos, mismos que al traba-
jar con una réplica da un total de 18 tratamientos.

Las respuestas experimentales son:

- pH.

- Acidez.

- Determinacion de vitamina C.

- Analisis microbiologico: aerobios mesofilos,
mohos y levaduras, Staphylococcus aureus,
coliformes totales y Escherichia coli.

- Analisis sensorial: color, olor, sabor, textura
y aceptabilidad de la tortilla frita, Las
calificaciones de los atributos para la
tortilla de papa nativa enriquecida con
pasta de quinua se valord en un rango
de 1 (disgusta mucho) hasta 5 (gusta
mucho).

. Vida Util

Los alimentos que se deterioran por orden uno, corres-
ponde a una ecuacion de cinética de primer orden. Se
realizé una estimacion del tiempo de vida util, segun
el reporte de los microorganismos aerobios mesofilos.

Matematicamente se expresa por:

LnC=kt+InCo (1)

Doénde:

C = pardmetro escogido como limite de tiempo de vida util.
Co = concentracion inicial.

t = tiempo de reaccion.

k = constante de la velocidad de reaccion.

Durante la determinacion de tiempo de vida 1til de las
tortillas de papa nativa enriquecidas con pasta de qui-
nua, se evaluo lo siguiente:
- Analisis microbioldgico: aerobios mesofilos
y coliformes totales.
- Analisis sensorial: color, olor, sabor, textura
de la tortilla frita; y color, olor y textura de
la tortilla cruda (sin freir).
- Humedad.

ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION
ANALISIS MICROBIOLOGICOS.

Aerobios mesofilos

El analisis de varianza mostré que ninguno de los fac-
tores “variedad de papa nativa” y “porcentaje de pasta
de quinua” influyo en el contenido de microorganismos
aerobios mesofilos en los tratamientos de tortillas enri-
quecidas con pasta de quinua.

Mohos y levaduras

El analisis de varianza mostr6 que no existe influen-
cia de los factores “variedad de papa nativa” y “porcen-
taje de pasta de quinua” en el contenido de microorga-
nismos mohos y levaduras en las tortillas de papa nativa
enriquecidas con pasta de quinua.

Coliformes
No se encontrd presencia de coliformes en ningun tra-
tamiento.

Staphylococcus aureus

Se realiz6 el analisis de varianza, sobre la influencia de
los factores “variedad de papa nativa” y “porcentaje de
pasta de quinua” en el contenido de S. aureus en las tor-
tillas de papa nativa enriquecidas. De acuerdo a los re-
sultados presentados en la tabla de analisis de varianza,
se establece que el factor A (variedad de papa nativa) al
igual que (AA) y (BB), influyen en el contenido de S.
aureus en las tortillas enriquecidas con pasta de quinua,
mientras que el factor B (% pasta de quinua) y la inte-
raccion de los factores (AB) no influyen.

ANALISIS QUIMICOS

Acidez

Se analizo la figura 1 y se observa que existe una dife-
rencia en el porcentaje de acidez entre los promedios de
los niveles bajos y altos del factor A, asi como del factor
B. Se concluy6 que la variedad de papa Yema de Huevo
presenta un menor % de acido citrico en relacion a las
variedades Chaucha Roja y Leona Negra.
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W o A
Vaniedad de papa nativa Yo pasta de quinuz

Figura 1. Superficie de respuesta estimada de la valoracion de la aci-
dez.

Potencial hidrogeno (pH)

Segtn la figura 2 se concluy6 que la utilizacion de la
variedad Leona Negra en la elaboracion de tortillas pro-
vee valores de pH mas acido en relacion las variedades
Chaucha Roja y Yema de Huevo. Ademas, el enrique-
cimiento con el 15% de pasta de quinua en las tortillas
provee valor de pH maés 4cido en relacion los porcenta-
jes de 20% y 25% de pasta de quinua.

"8 pasta de quinua

Variedad de papa nativa

Figura 2. Superficie de respuesta estimada del valor de pH.

Acido Ascérbico (Vitamina C)

Segun la Figura 3 se concluy6 que la variedad de papa
nativa que proporciona un mayor contenido de vitamina
C alas tortillas es la Yema de Huevo, en relacion con las
variedades Leona Negra y Chaucha Roja. Ademas, se
concluyd que la adicion de 15% de pasta de quinua no
modifica significativamente el contenido de vitamina C
en las tortillas, en relacion con la adicion del 20% y
25% de pasta de quinua que si lo hacen.

B4

74

Vit C s
{mE"ng] g

1w o p P

[ .
% pasta de quinua

Variedad de papa nativa

Figura 3. Superficie de respuesta estimada de los valores de Vitamina

ANALISIS SENSORIAL

Aceptabilidad

Se llegd a la conclusion que el tratamiento a2b2 que
corresponde a la utilizacion de la papa Yema de Hue-
vo enriquecida con el 25% de pasta de quinua, segin
la valoracion de la aceptabilidad, es el tratamiento que
mas gusto a los catadores. En la figura 3 se represento la
calificacion promedio mas alta con respecto a los otros
tratamientos de papa nativa enriquecida con pasta de
quinua.
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Figura 4. Diagrama de barras, en base a la calificacion del atributo
aceptabilidad

Andlisis de los componentes principales

El anélisis de datos multivariante se basa en estudiar
cada variable aisladamente y ademas las relaciones en-
tre ellas. La técnica de componentes principales es de-
bida a Hotelling. (Pefia D., 2002)
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Figura 5. Diagrama Biplot de los componentes.

Se establecio segun la figura 4 que la calificacion de
aceptabilidad del producto se ve influenciada en mayor
parte por el componente 2 y 3 que representan al color
y olor de la tortilla; en otras palabras, los catadores di-
ferenciaron a los productos principalmente por el color
y olor individual de los diferentes tratamientos.

VIDA UTIL
Considerando la ecuacion 1, se tiene:
Ln C=0.0094t+3.7291
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. In(500) -3.7291
0.0094
t =264.414 horas h=11.01 dias

Alternadamente, se estimo la vida 1util en funcion de la
pérdida de humedad del producto en almacenamiento.
Cabe sefialar que durante la experimentacion se esta-
blecio una variacion de humedad de las tortillas de papa
nativa refrigeradas a 4°C, lo cual produjo cambios en la
presentacion del producto tanto crudo como frito: las
tortillas crudas empezaron a secarse en la parte supe-
rior, creandose costras, asi como cambios en la textura;
en la tortilla frita se presentaron cambios en el olor y
sabor. A partir de la 168 horas (7 dias), los catadores
identifican en la tortilla frita variaciones de olor y sabor,
y en la tortilla cruda una mayor dureza asociada a la
pérdida de humedad desde 75.0% hasta 72, 6%, llegan-
do a las 288 horas (10 dias) hastaun 71,4%, por lo que
se estima la vida util del producto en 10 dias.

RENDIMIENTO Y COSTO DEL PRODUCTO

Se realizo el balance de materiales para la elaboracion
de pasta de quinua en base a 8 kg de quinua y el balance
de materiales para la elaboracion de tortillas de papa
nativa enriquecidas con pasta de quinua, consideré un
ingreso de 100 Kg de papa nativa Yema de Huevo, y se
tiene como resultado un peso neto aproximado de 88.27
kg de tortillas de papa empacadas, que corresponde a
un rendimiento en la produccion de 88.27%. El costo
del producto se determind en base a una produccion de
367 bandejas diarias de 6 unidades cada una, con un
peso neto aproximado de 240g por bandeja, de $ 0,93
USD, considerando una utilidad del 30% y 5% de im-
previstos.

CONCLUSIONES

Se estableciéo un proceso tecnologico de elaboracion
de tortillas de papa nativa utilizando las variedades de
papa (Chaucha Roja, Leona Negra y Yema de Huevo)
y enriquecidas con pasta de quinua (15, 20, 25%), el
cual consiste de dos fases: En la primera se establecio
el proceso para la elaboracion de la pasta de quinua
(Chenopodium quinoa Willd); y en la segunda, la tec-
nologia para la elaboracion de la tortilla de papa nativa.
Ademas, en la elaboracion de tortillas de papas nativas
se utilizo: 0.1% de acido citrico, 0.1% de sorbato de
potasio y 2% de cloruro de sodio (sal de mesa).

Se evaluo la calidad sensorial de las tortillas de papa
nativa (Chaucha Roja Leona Negra y Yema de Huevo)
enriquecidas con pasta de quinua (15, 20 y 25%), se
observé en el mejor tratamiento que corresponde a una
incorporacion del 25% de pasta de pasta de quinua, ca-
lificaciones del producto: color = 4.0 (agradable), olor
= 3.8 (agradable), sabor = 3.8 (agradable), textura = 4.0
(suave) y aceptabilidad = 4.3 (gusta poco).

Se evalud el valor nutricional, a través del analisis proxi-
mal, del mejor tratamiento (papa Yema de Huevo - 25%
pasta de quinua) y de la muestra patron, papa (100%
Yema de Huevo), donde se observo un incremento en

lo referente a proteina, de 1.76% en la muestra patron,
hasta un 2.46 % para el mejor tratamiento.

Se determiné que el tiempo de vida util del mejor trata-
miento a2b2 (papa Yema de Huevo y 25% de pasta de
quinua) en almacenamiento bajo refrigeracion (4°C) de
11 dias.

El costo unitario de produccion de una bandeja de tor-
tilla precocida de papa nativa (Yema de huevo) enri-
quecida con pasta de quinua (25%) en la presentacion
de 240g de 6 unidades es de $ 0.69 USD y el precio
de venta al publico de $ 0.93 USD, considerando una
utilidad del 30%.

RECOMENDACIONES

Evaluar la calidad de proteina, en términos de aminoa-
cidos, de las tortillas de papa nativa enriquecida con
pasta de quinua.

Realizar una caracterizacion fisica, quimica, morfologi-
ca y sensorial de las variedades de papa nativa cultiva-
das en la Sierra ecuatoriana, como fundamento para la
creacion de una norma técnica.
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ESTUDIO DEL EFECTO DE UN RECUBRIMIENTO COMESTIBLE
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RESUMEN

La investigacion consistio en evaluar el efecto del tratamiento UV-C y el recubrimiento comestible en uvillas
(Physalis peruviana L.) cultivadas organicamente. Las frutas fueron retiradas su caliz, lavadas, expuesta a radia-
cion UV-C durante 7.50 minutos y recubiertas por peliculas comestibles en base a dos formulaciones: 1) glicerol,
gelatina, acido citrico, tween 20; 2) glucosa, sacarosa, gelatina, acido citrico con dos tiempos de inmersion 5y 10
min, respectivamente. Se realizaron los siguientes analisis en las uvillas sin y con tratamiento: sélidos solubles,
acidez, pH, textura, humedad, vitamina C, aerobios mesofilos, coliformes totales, mohos - levaduras y analisis
sensorial. Los resultados determinaron que el proceso de radiacion y recubrimiento no afecta el porcentaje de
acidez, pero si la reduccion de microorganismos, encontrandose en los tratamientos ausencia de mohos-levaduras
y coliformes excepto en las uvillas sin tratamiento, denominado control; existe diferencia significativa en color y
aroma en lo referente a andlisis sensorial. Los mejores tratamientos fueron: A, (3% de gelatina + 0.25% de 4cido
citrico +0.6% tween +1% de glicerol; 5 min) y A (3% de gelatina+0.25% de 4cido citrico+30% de glucosa+ 70%
de sacarosa; 10 min). Las uvillas de los dos mejores tratamientos fueron almacenados en envases perforados de
polietileno tereftalato a temperatura de 4°C, en los cuales se determiné que el tiempo de vida 1til fue 25 dias de
acuerdo a aerobios mesofilos y textura para el tratamiento A, en relacion con el tratamiento control que fue 14 dias.

Palabras Claves: Uvilla, tratamiento UV-C, recubrimiento comestible, tiempo de vida util.

ABSTRACT

The purpose of this research is to evaluate the effect of radiation shortwave UV-C and edible coating in golden
berries (Physalis peruviana L.) organically grown. Fruits were removed calyx, washed, exposed to UV-C radiation
for 7.50 minutes and coated with edible films based on two formulations: 1) glycerol, jelly, citric acid, tween 20, 2)
glucose, sucrose, jelly, citric acid, with two times of 5 and 10 min immersion respectively. Analysis was performed
with and without the treatment golden berries: soluble solids, acidity, pH, texture, moisture, vitamin C, mesophilic
aerobic, coliforms, yeast-mold and sensory tests. The results determined that the process of radiation and coating
does not affect the percentage of acidity, but if reducing microorganisms, found in the absence of treatment yeast-
mold and coliforms except in golden berries untreated, called control, there is significant difference color and
aroma with respect to sensory analysis. The best results were: A, (3% de jelly +0.25% de citric acid + 0.6% tween
+ 1% de glycerol; 5 min) and A, (3% de jelly + 0.25% de citric acid + 30% de glucose + 70% de sucrose; 10 min).
Golden berries of the best two treatments were stored in perforated containers of polyethylene terephthalate at
temperature of 4°C, where it was determined that the shelf life was 25 days according to acrobic mesophilic and
texture for treatment A, relative to the control treatment was 14 days.

Keywords: Golden berry, treatment UV-C, edible coating, shelf life.
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INTRODUCCION

La uvilla también conocida como uchuva (Physalis pe-
ruviana L.); pertenece a la familia de las Solanaceas y al
género Physalis. Se caracterizan porque sus frutos estan
encerrados dentro de un caliz o capacho; es originaria
de los Andes suramericanos y se caracteriza por tener
un fruto azucarado conun alto contenido de vitaminas A
y de 4cido ascérbico, ademas de hierro y fosforo. (Per-
fetti et al., 2000)

El cultivo de la uvilla se ha extendido en la sierra como
consecuencia de las oportunidades de exportacion exis-
tentes, principalmente en Pichincha y Tungurahua. (Or-
dofiez, 2013)

Tras la recoleccion las frutas sufren un proceso acelera-
do de envejecimiento y degradacion, caracterizado por
un empeoramiento del estado fisico (deshidratacion,
arrugamiento, cambio de color) unido a una pérdida de
propiedades sensoriales y nutricionales, debido al me-
tabolismo del propio organismo. El problema del dete-
rioro se debe a que las frutas son tejidos vivos que estan
sujetos a continuos cambios después de ser cosechados.

En efecto las frutas de IV gama surgen como respues-
ta a la demanda del consumidor de productos frescos,
sanos, de calidad y facil preparacion, conservando sus
caracteristicas originales y sensoriales. La corta vida
util de las frutas frescas pre envasadas ha conducido a
la busqueda de alternativas que mantenga la calidad del
producto durante més tiempo (Nanesmy, 2005).

Las peliculas comestibles cuando recubren las frutas
crean una atmoésfera modificada en el interior de ellas
que reduce la velocidad de respiracion y por tanto retra-
sa el proceso de senescencia del producto. Asi, la barre-
ra artificial semipermeable que constituye una cobertu-
ra polimérica, contribuye a la extension de la vida util
del producto al reducir la migracion de humedad y de
solutos, el intercambio de gases, la respiracion, y otras
reacciones oxidativas, disminuyendo asi los desérdenes
fisiolégicos. (Rojas et al., 2007)

La irradiacion ultravioleta de onda corta (UV-C), es una
tecnologia alternativa a la esterilizacion quimica utili-
zada para reducir el crecimiento de microorganismos en
alimentos (Gonzalez et al, 2004). Al aplicar radiacion
UV en frutas y vegetales, adicionalmente a la reduccion
de la carga microbiana inicial en la superficie, se produ-
ce un fenomeno denominado efecto hormético (Stevens
etal., 1997, 1999). Dicho efecto puede mejorar la resis-
tencia al ataque de ciertos microorganismos como mo-
hos y levaduras, ya que puede estimular a produccion
de fenilialaninaamonia-liasa que induce la formacion
de compuestos endlicos (fitoalexinas) y toxicos para
ellos. (Dominguez y Parzanese, 2012)

La investigacion establecera el efecto en la aplicacion
de los diferentes niveles de recubrimientos comestibles
previa radiacién de onda corta UV-C en la conservacion
de la calidad nutritiva, sensorial y vida util de frutos de
uvilla, mediante la evaluacion fisico-quimica, micro-
bioldgica y sensorial.

METODOLOGIA Y MATERIALES

Las uvillas orgénicas (Physalis peruviana L.) procedie-
ron de un cultivo tecnificado ubicado en el canton Pilla-
ro en la provincia de Tungurahua con un nivel de ma-
durez seis de acuerdo a la  Norma Técnica ICONTEC
4580. Se procedid a retirar el caliz y seleccionar las fru-
tas bajo determinadas condiciones: uvilla entera, fresca,
sana, en buen estado y exentos de materiales extrafos.

Seguidamente se peso6 y lavo la uvilla con agua durante
1 minuto con la finalidad de eliminar posibles restos de
tierra, fitosanitarios, abonos, bacterias o virus €, inclu-
S0, insectos.

Desinfeccion de uvilla con UV-C

Se empled un equipo de radiacion ultravioleta de onda
corta UV-C, el cual consiste en una cadmara de madera
de 60 * 60 * 30 cm, recubierta con paredes de aluminio.
En su interior se encuentra dos lamparas de UV-C de
mercurio de 40 cm y de 15 W de potencia cada una; con
bandejas de 60 * 30 cm ubicadas a 30cm de las 1am-
paras. La uvilla fue expuesta a radiacion durante 7.50
minutos.

Recubrimiento comestible

Formulacién 1:

Se elabord un recubrimiento a base de gelatina en di-
ferentes porcentajes (3 y 5% en una solucion de acido
citrico 0.25%), se adiciond tween 20 (polisorbato) al
0.6% de uso en alimentos y 1% de glicerol.

Formulacién 2:

Se elabord un recubrimiento a base de gelatina en di-
ferentes porcentajes (3 y 5 % en una solucion de acido
citrico 0.25%), se adiciono 30% de glucosa y 70% de
sacarosa.

La hidratacion de la gelatina se realizé a una tempera-
tura de 40°C con agitacion constante, para obtener un
recubrimiento homogéneo y transparente.

La fruta fue recubiertacon las peliculas comestibles por
técnica de inmersién a una temperatura de 25°C por
tiempos de 5 y 10 minutos.

Tabla 1.Tratamientos aplicados con recubrimiento comestible en uvi-

llaorganica (Physalis peruviana L.).

Tratamiento Céd. Descripcion

Sin Tratamiento Ao Sin Recubrimiento comestible (Control)
Tratamiento 1 A, 3% de gelatina+0.25% de a'cii(;;{t;ic;ﬁc();o"ﬁ tSW;e;
Tratamiento 2 A 3% de gelatina+0.25% de éic}(‘;c‘cgerigcﬁ;(z;;‘zﬁvlgwr::
Tratamiento 3 As 5% de gelatina+0.25% de a'cii(;;{t;ic;ﬁc();o"ﬁ tSW;‘zﬁ
Tratamiento 4 A 5% de gelatina+0.25% de éc*i.c}(u)/o cg;igcﬁ;(z;;‘zﬁvlt)wriei:
Tratamiento 5 | As o 700 e sacaons S i
e
Tratamiento 7 | A, o 700 e sacaons S i
e Y
laborado por: Jhullana Villacis A., 2014
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En la Tabla 1, se indica los diferentes tratamientos de
las uvillas: A fueron aquellas frutas que no estuvieron
expuestas a la radiacion UV-C, ni recubiertas con peli-
culas comestibles, denominado control y los tratamien-
to A, hasta A fueron las frutas que tuvieron la exposi-
cion con radiacion UV-C y recubrimiento comestible.

El secado de las uvillas recubiertas con peliculas co-
mestibles se efectud en una estufa con ventilacion, a
una temperatura de 20°C por 40 minutos, para poste-
riormente envasar el producto en empaques plasticos
perforados de polietileno tereftalato y almacenara 4°C.

Analisis fisico-quimicos

En las uvillas con tratamiento y el control se realiza-
ron analisis: solidos solubles (INEN 380), pH (INEN
389), acidez titulable (INEN 381), vitamina C (Méto-
do AOAC 923.09 1980), indice de madurez, humedad
(NCh 841 of 71) y textura (Texturémetro Brookfield
ProCT3) sonda TA39.

Analisis microbiologicos

Se determinaron los siguientes analisis microbiologi-
cos: aerobios mesodfilos (INEN 1529-5:06), mohos y le-
vaduras (INEN 1529-10:98), coliformes totales (INEN
1529-7:90), Staphylococcus aureus (Método AOAC
987.09).

Analisis sensorial
Los atributos analizados en uvilla tratadas y el control
fueron: color, aroma, sabor, textura y aceptabilidad.

Tiempo de vida util

Se determino el tiempo de vida util de los mejor trata-
mientos en base a: textura, aerobios mesofilos, aplican-
do cinética de primer orden, ecuacion 1.

Ecuacion de cinética de primer orden

InC=Kt+InCo 0}
Donde:
C= Parametro microbioldgico escogido como limite de
tiempo de vida util.
C_0= Concentracion inicial
k = Constante de crecimiento microbiano
t = Tiempo de reaccion
Los resultados obtenidos fueron analizados estadistica-
mente en Statgraphics plus; bajo el disefio experimental
de un solo factor que corresponden a recubrimiento co-
mestible a un nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis Fisico-quimicos

Soélidos Solubles (°Brix).- La uvilla sin tratamiento pre-
sent6 un valor de 15°Brix, la tecnologia utilizada in-
crement6 hasta 16.2°Brix en el tratamiento A, (5% de
gelatina+0.25% de acido citrico+30% de glucosa+70%
de sacarosa; 10 min), ademas el analisis de varianza de-
mostr6 diferencia significativa entre las formulaciones
del recubrimiento comestible.

pH.- Se determiné que el pH mas bajo se presenta en

el tratamiento A, con un valor 3.91 y el tratamiento con
pH mas alto es A, con un valor 4.1.

Acidez titulable.- El analisis de varianza reporta que
no existe diferencia significativa en la acidez de la uvi-
lla recubierta con peliculas comestibles, y el rango de
acidez oscila entre 1.56 a 1.91 % de acido citrico.

Vitamina C.- La uvilla sin tratamiento tuvo 53.53 mg
de vitamina C/100g fruta, la tecnologia utilizada dis-
minuy6 la cantidad de vitamina C, el tratamiento A,
reporta 52.81 mg de Vitamina C/100g y el tratamiento
A, reporta 48.91mg de vitamina C, sin embargo existe
diferencia significativamente en relacion a este parame-
tro.

Indice de madurez.- En el tratamiento control el in-
dice de madurez de la fruta fue 8.75 °Brix / % acido
citrico. Acorde a la Norma ICONTEC el indice de ma-
durez obtenido se encuentra dentro del limite del nivel
de madurez seis. Existe una variacion desde 8.56 en el
tratamiento A8 hasta 10.56 °Brix / % acido citrico en el
tratamiento AS.

El analisis de varianza indica que existe diferencia sig-
nificativa entre los tratamientos.

Humedad.- El porcentaje de humedad de la uvilla sin
tratamiento fue 81.25 %. Los tratamientos con menor
porcentaje de humedad fueron A, con 79.73% y tra-
tamiento A, con 80.33%, debido al secado durante 40
min, existiendo diferencia significativa entre los trata-
mientos.

Textura.- Los valores reportados del tratamiento A, y
tratamiento A, son 476 y 453 gf respectivamente, se ob-
serva que las uvillas tratadas tienen una disminucion de
dureza en comparacion a las uvillas no tratadas 492gf,
esto puede deberse a la radiacion UV-C y al recubri-
miento.

Analisis microbiologico

Segln la norma microbiologica para alimentos listos
para consumir (RD 72/1998, BOE 4/2/98) la presen-
cia maxima de aerobios mesoéfilos es de 104, la maxi-
ma para coliformes es 20, para mohos y levaduras 300
UFC/g. Las uvillas con recubrimientos comestibles se
encuentran dentro de los pardmetros microbiologicos.

Tabla 2. Valores promedios de porcentaje de reduccion de microorga-
nismos del mejor tratamiento A,

Parametro microbio- | Lavada | UV-C Pelicula
logico comestible

Al

Aerobios meséfilos 89 97 96
Mohos y levaduras 89 100 100
Coliformes 84 100 100
Staphylococcus aureus 95 100 100

laborado por: Jhullana Villacis A., 2014

En la Tabla 2 se observa que la carga microbiana lue-
go de la aplicacion de radiacion UV-C y recubrimiento
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disminuye en comparacion con el lavado. Las uvillas
con recubrimiento comestible en el mejor tratamiento
Al tiene una reduccion de 96% en aerobios mesofilos,
100% en mohos y levaduras, coliformes totales y Sta-
phylococcus aureus.

En mohos-levaduras y en coliformes totales se encontrd
100% de inactivacion de microorganismos, esto se debe
al tratamiento UV-C que se aplico a la fruta. Alzamora
(2007), senala que la irradiacion ultravioleta de onda
corta UV-C es una tecnologia alternativa para inactivar
microorganismos en la superficie de los alimentos, cau-
sando daifio al ADN de los mismos, generando asi muta-
ciones que bloquean la replicacion celular provocando
la muerte microbiana.

Analisis sensorial
De acuerdo al analisis sensorial realizado en consu-
midores de uvilla, los catadores no identificaron dife-

rencias en sabor, textura, y aceptabilidad. En cuanto a
color y aroma los mejores tratamientos se asemejan al
control. Las uvillas con recubrimientos comestibles dan
mayor brillo, buen aroma, mayor dulzor, sabor y textu-
ra. La mayor aceptabilidad por parte de los catadores
fue para los tratamiento A, (3% gelatina + 0.25% 4cido
citrico + 0.6% tween + 1% glicerol por un tiempo de 5
minutos.) y tratamiento A (3% gelatina + 0.25% acido
citrico + 30% glucosa + 70% sacarosa por un tiempo
de 10 min).

En la Tabla 3 se presenta un resumen de los parame-
tros analizados en uvilla durante la investigacion, y se
determiné que existe diferencia con una probabilidad
del 5%.

Tiempo de vida til
Se empled la ecuacion 1 de cinética de primer orden en
lo referente a aerobios mesoéfilos Grafico 1.

Tabla 3. Analisis fisico-quimicos, microbiologicos y sensoriales en uvilla sin y con recubrimiento.

Elaborado por: Jhullana Villacis A., 2014
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Grafico 1. Cinética de desarrollo de aerobios mesoéfilos de uvillas re-
cubiertas con peliculas comestibles.
Elaborado por: Jhullana Villacis A., 2014

Parametros Control Tratamientos
A, A, As Ay As As A, As
°Brix 15,04d 15,17d 14,83d 15,64bc | 15,22cd | 15,64bc 16,13a 16,00ab 16,22a
pH 4,01ab 391a 3,95ab 4,00ab 4,02ab 4,11b 4,03ab 3,95ab 3,99ab
Porcentaje de acidez (% 4cido citrico) 1,77a 1,77a 1,72a 1,69a 1,75a 1,55a 1,75a 1,87a 1,90a
Vitamina C (mg Vitamina C/100g) 53,53a | 5l2lbede | 51.8%bed | 52.8lab | 48,91f 51,35abe 50,75cde | 50,29def | 49,60ef
Indice de madurez (°Brix / % dcido citrico) 8,53a 8,59a 8,70ab 9,35ab 8,78ab 10,57b 9,35ab 8,81ab 8,55a
Porcentaje de Humedad 81,25a | 80,33ab | 80,34ab | 81,14ab | 80,78ab | 79,73b | 81,13ab | 80,83ab | 80,64ab
Textura (dureza, gf) 492a 476a 369b 418ab 468a 459a 453a 442ab 430ab
Porcentaje de reduccién de aerobios meséfilos Ob 95,66a 92,44a 88,00a 91,33a 92,33a 96,77a 98,99a 96,66a
Mohos y levaduras (UFC/g) 20 Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia
Coliformes (UFC/ 2) 20 Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia | Ausencia
Atributo Color 2,5b 2,61ab 2,64ab 2,80ab 3,02ab 3,19ab 3,67a 3,48ab 3,70a
Atributo Aroma 3,71a 3,67a 3,60a 2,28b 3,70a 3,86a 3,86a 3,93a 3,35a
Atributo Sabor 3,64a 4,04a 4,04a 4,01a 3,56a 4,33a 4,07a 4,17a 4,04a
Atributo Textura 3,21a 3,24a 3,17a 3,37a 3,37a 3,66a 3,3a 3,85a 4,01a
Aceptabilidad 3,85a 4,30a 4,21a 3,63a 3,66a 4,50a 4,08a 4,11a 4,342
*Letras diferentes en una misma fila indica diferencia significativa (a0 < 0.05)

Para el tiempo de vida util se trabajo con los trata-
mientos: A, (3% gelatina + 0.25% 4cido citrico + 0.6%
tween + 1% glicerol por un tiempo de 5 minutos.) y tra-
tamiento A (3% gelatina + 0.25% acido citrico + 30%
glucosa + 70% sacarosa por un tiempo de 10 min.), de
acuerdo a los siguientes parametros:

Textura.- Uno de los aspectos que identifican la frescu-
ra de los alimentos es la textura. Cabe mencionar que
la uvilla sin tratamiento presentd pérdida de dureza y
ablandamiento en un tiempo de 14 dias, siendo su tiem-
po de vida util.

En la Tabla 4 se reporta la variacion de la textura de las
uvillas durante el tiempo de almacenamiento, observan-
dose que la textura disminuye conforme pasa el tiempo.

Tabla 4. Dureza de uvillas recubiertas con peliculas comestibles du-
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rante el almacenamiento en refrigeracion.

Tiempo (s) T(iglf:spso Dzlgrfe)za
Ao A, Ay
0 0 527 501 561
345600 4 365 495 | 502
518400 6 415 493 | 467
950400 11 503 488 | 429
1209600 14 409 475 | 409
1555200 18 453 470 | 385
2160000 25 309 423 | 328
2764800 32 333 281 264

Elaborado por: Jhullana Villacis A., 2014

La vida util de los tratamientos: control, A, A, y A,
almacenados en refrigeracion a 4°C, se la determiné
mediante aerobios mesofilos segln la ecuacion (1) de
cinética de primer orden con un tiempo de 23, 38 y 39
dias, respectivamente.

Sin embargo este parametro no es suficiente pues la
textura es un indicador de finalizacion de la vida til
del producto. El valor de textura aceptable (dureza) es
410gf, donde el producto almacenado atin conservaba
caracteristicas sensoriales aceptables. La uvilla sin tra-
tamiento present6d pérdida de dureza y ablandamiento
en un tiempo de 14 dias. Para el tratamiento A el tiem-
po de vida util fue 25 dias, en los cuales comenzaron
a presentar defectos en textura; en el tratamiento A
fue 14 dias, tiempo que presentd pérdida de dureza, lo
cual significa que el producto sensorialmente esta de-
teriorado.

CONCLUSIONES

La desinfeccion con radiacion de onda corta UV-C, re-
duce el crecimiento de microorganismos hasta un 96%
en la superficie de la uvilla del mejor tratamiento Al

sin alterar su calidad sensorial: sabor, textura y acep-
tabilidad.

En el tratamiento control durante el almacenamiento se
reduce la vitamina C de 53.73 a 43.4 mg de vitamina C
/100g. Al aplicar UV-C mas recubrimiento comestibles
en el tratamiento Al disminuye la vitamina C desde
51.67 a35.13 mg de vitamina C/ 100 g.

En la evaluacion sensorial del mejor tratamiento A :
gelatina 3%, glicerol 1%, tween 20 0.6%, acido citrico
0.25%, durante un tiempo de inmersion de 5 minutos,

se evidencio la aceptabilidad del producto en color: ana-
ranjado; aroma: agrada; sabor: gusta; textura: ni dura ni
suave y aceptabilidad: gusta; actuando el glicerol como
plastificante, y aportando brillo a la fruta.

El empleo de recubrimiento comestible a base de gela-
tina, glicerol, acido citrico y tween 20, evita la pérdida
de textura y reduce el deterioro por la presencia de mi-
croorganismos.

En los tratamientos de uvilla organica con UV-C mas
recubrimientos comestibles se reduce hasta el 99% de
aerobios mesofilos; y ausencia de mohos-levaduras, co-
liformes y Staphylococcus aureus.

Se determino el tiempo de vida 1til de la uvilla en el
mejor tratamiento A, (3% de gelatina+0.25% de 4cido
citrico+0.6% tween+1% de glicerol; 5 min) de 25 dias
de acuerdo a textura, y para el tratamiento control 14
dias, refrigerados a 4°C en envases de polietileno teref-
talato con perforaciones.
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RESUMEN

El presente trabajo tiene como propésito la evaluacion del efecto del empacado y sellado al vacio en fundas de
polietileno de alta densidad sobre la vida de anaquel de quesos frescos y semiduros elaborados en la quesera “El
Salinerito”. Se plante6 un disefio experimental A¥B*C cuyos factores de estudio fueron la variedad de queso (fres-
co y semiduro), tipo de empacado (empacado con polietileno de alta densidad sellado con y sin vacio) y la tempe-
ratura de almacenamiento (5°C, 12°C y 20°C). La experimentacion se llevo a cabo durante 22 dias; se trabajo con
un tratamiento original y una réplica por duplicado para cada muestra. Se determin6 valores de pH, pérdida de
peso, porcentaje de humedad y anélisis microbioldgico para recuento de aerobios totales utilizando una diluciéon
103, los analisis se realizaron cada 48 horas.

Para los calculos de vida util, se utilizaron ecuaciones lineales que relacionan el porcentaje de la pérdida de peso y
humedad con el tiempo de almacenamiento en el cual los quesos conservan sus caracteristicas fisicas y sensoriales.
Para el caso del recuento total de aerobios se utilizaron ecuaciones de tipo polinomica.

Se determind como mejor tratamiento T7 (queso semiduro empacado con polietileno de alta densidad sellado al
vacio a refrigeracion 5°C), obteniendo un tiempo de vida de anaquel de 114 dias para porcentaje de pérdida de
peso; 36 dias para porcentaje de humedad y 5 dias para recuento total de aerobios con un coeficiente de correlacion
de (r=0,93), (r=0,99), (r = 0,99), respectivamente. Mediante un analisis critico se concluye que los valores ob-
tenidos con porcentaje de pérdida de peso son los mds significativos debido a que este analisis permite identificar
de mejor manera la funcionalidad que el empaque tiene en los quesos.

Palabras clave: Vida de anaquel, queso, polietileno de alta densidad, vacio, almacenamiento.

SUMMARY

This paper aims to evaluate the effect of vacuum packed and sealed in bags of HDPE in the shelf life of fresh
cheeses and semi-hard cheese produced in the “El Salinerito”. Experimental design A * B * C was used the study
factors were the variety of cheese (fresh and semi-hard), type of packaging (packed with high-density polyethylene
with and without vacuum sealed) and storage temperature (5°C , 12°C and 20°C). The experimentation was carried
out for 22 days, we worked with an original treatment and a replica in duplicate for each sample, was determined
pH values, weight loss, moisture and microbiological analysis for total aerobic count using a dilution 107, analyzes
were performed every 48 hours.

To calculate life-time, we used linear equations relating the percentage weight loss of moisture over time and sto-
rage in which the cheese retain their physical and sensory characteristics. In the case of the total count of aerobic
type used polynomial equations.

Was determined as best treatment T7 (semi-hard cheese packed with high density polyethylene to vacuum sealed
cooling 5°C), obtaining a long shelf life of 114 days to percentage of weight loss, 36 days and 5 percent moisture
days for total aerobic count a correlation coefficient (r = 0,93), (r =0,99), (r = 0,99), respectively. Through a critical
analysis it is concluded that the values obtained with percentage weight loss are the most significant because this
analysis allows better identify the functionality that the package is in cheese.

Keywords: shelf life, cheese, HDPE, vacuum, storage
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INTRODUCCION

El queso es el producto que resulta de la coagulacion
(4cida, enzimatica o mixta) de la leche cruda o pasteu-
rizada y que, en general, se somete posteriormente a
maduracion. Es un alimento de gran valor nutritivo, no
solo por el elevado contenido en proteina y grasa, sino
también por ser una fuente importante de elementos mi-
nerales, principalmente calcio y fosforo.

Las distintas variedades de queso son el resultado de la
composicion de la leche utilizada, sustancias afiadidas,
el conjunto de procesos fisicos y mecanicos que inciden
en la elaboracion y los factores microbioldgicos y bio-
quimicos del periodo de maduracion (1).

La calidad de los alimentos es una caracteristica com-
pleja que determina su valor o aceptabilidad para el
consumidor. Abarca atributos negativos como el estado
de descomposicion, contaminacion con suciedad, deco-
loracién y olores desagradables, y atributos positivos,
como origen, color, aroma, textura y métodos de elabo-
racion de los alimentos.

El objetivo mas importante en la fabricacion de cual-
quier tipo de queso es obtener un producto de calidad,
tanto desde el punto de vista fisico (textura), como des-
de un punto de vista organoléptico (aroma y sabor) (2).

Asegurar alimentos sanos e inocuos, en el marco de sis-
temas alimentarios cada vez mas complejos e interre-
lacionados con otros a través del comercio mundial de
alimentos, requiere en la actualidad de grandes esfuer-
zos, coordinaciones y transformaciones significativas
en la manera como tradicionalmente se ha abordado el
aseguramiento de la calidad y la inocuidad alimentaria

Q).

La busqueda de envases que permitan ofertar productos
higiénicamente frescos ha llevado a la diversificacion
de los métodos de envasado, los materiales y los tipos
de tratamientos de conservacion. A esto se le une el in-
terés de los consumidores por la seguridad alimentaria,
lo que ha hecho que en el momento actual, este tema sea
centro de atencidn de todos los agentes que intervienen
en la industria alimentaria (4).

Los estudios de vida util para definir la duracion de los
alimentos son necesarios para no sub o sobre dimensio-
nar el tiempo que realmente dura el producto. La vida
util de un alimento comprende el tiempo transcurrido
entre la fabricacion y el momento en que se presentan
cambios significativos en €1, que puedan generar recha-
zo en el consumidor final. Puede variar segun el proce-
so de produccion, la naturaleza del producto y el tiempo
de almacenamiento, obteniéndose cambios a nivel mi-
crobioldgicos, sensoriales y/o fisico-quimicos (5, 6).

Es importante identificar los factores especificos que
afectan la vida util y evaluar sus efectos individuales
y en combinacion. Estos se pueden dividir en: a) facto-
res intrinsicos: materia prima (composicion, estructura,
naturaleza), actividad de agua, pH, acidez, disponibili-

dad de oxigeno y potemcial Redox(Eh), y b) factores
extrinsecos: procesamiento, higiene y manipulacion,
materiales y sistemas de empaques, almacenamiento,
distribucion y lugares de venta. (7)

El presente trabajo tuvo por objetivo evaluar el empa-
cado y sellado al vacio en fundas de polietileno de alta
densidad en la vida de anaquel de quesos frescos y se-
miduros.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Materia Prima

Se utilizo queso fresco de 500 gramos y queso andino
de 1000 gramos.

Material de Empaque
Se utilizé fundas de polietileno de alta densidad.

Equipo y material de laboratorio

Equipo

Refrigeradora. Balanza. Balanza infrarroja. Incubadora
a 37°C. Estufa a 20°C. Destilador. Autoclave. Camara
de flujo laminar. pH-metro. Envasadora.

Material de laboratorio

Probetas de 10 ml y 100ml. Vasos de precipitacion de
50ml y 250ml. Pipetas de 10ml y Iml. Picetas. Matraz
Erlenmeyes de 250ml. Tubos microbiologicos. Placas
petrifilm para aerobios totales. Espatula. Utensilios (cu-
chillos, platos, tijeras). Reactivos (agua destilada, agar
peptona).

Métodos

Pérdida de peso

Se mantuvo los quesos almacenados a temperaturas de
5°C, 12°C y 20°C. Cada 48 horas se les quitaba el em-
paque y procedia a pesar. Luego de conseguir un peso
constante se los volvia a empacar en fundas de polie-
tileno de alta densidad y a sellarlos con y sin vacio de
acuerdo al tratamiento.

Determinacion del % de pérdida de peso

El porcentaje de pérdida de peso (%PP) se da, princi-
palmente, por la eliminacidon de agua durante el periodo
de almacenamiento.

Para la determinacion del % de pérdida de peso se utili-
76 la siguiente formula:

%PP = (W0 — Wf) / W0) 100

Donde:

%PP = Porcentaje de pérdida de peso
Wo = peso inicial

Wf = peso final

Porcentaje de humedad

Se colocaron muestras de queso en la charola de la ba-
lanza, hasta alcanzar un peso de 3 gramos. Para obtener
muestras muy delgadas y pequeiias es recomendable ra-
llar el queso. Una vez colocada la muestra en la balanza,
se cierra y se inicia la operacion para la determinacion
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del contenido de humedad, el cual se muestra en por-
centaje de humedad relativa (%HR). Las condiciones a
las que se programa la balanza son: 78°C de temperatu-
ra por un tiempo de 70 min aproximadamente.

Determinacion de pH

Se utiliz6 un pH-metro con un electrodo de vidrio, una
balanza analitica, vasos de precipitacion de 100 y 250
cm3. La calibracion del pH-metro se lo realizoé con un
una solucién buffer de pH 7, donde se realiz6 una dilu-
cion de la muestra (1:1) con agua destilada.
Determinacion de microorganismos

Las muestras fueron preparadas en un cuarto aislado,
limpio y desinfectado. Se prepar6 agua peptonada (250
ml de agua mas 0,25 gramos de agar); se esterilizo en
una autoclave durante 30 minutos a una temperatura
de 121°C; posteriormente en tubos bacteriologicos se
colocd 9 ml de agua peptonada mas un gramo de la
muestra y se prosiguio hacer diluciones hasta 10-3. Las
siembras se realizaron en placas petrifilm para aerobios
totales.

Determinacion de Unidades Formadoras de Colonias
Se calculd el nimero de unidades formadoras de colo-
nias (UFC) mediante la aplicacion de la siguiente for-
mula.

(UFC)/ml = (# colonias) (1/Fdilucion)/ml

RESULTADOS Y DISCUSION

Pérdida de peso

La pérdida de peso es el resultado de procesos quimi-
cos que estan dados por reacciones como la oxidacion
de las grasas que provocan rancidez en los productos asi
como también por la evaporacion del agua que tiene lu-
gar rapidamente con la circulacion del aire, este ultimo
ejerce influencia sobre la calidad y conservacion en la
refrigeracion y almacenamiento.
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Figura 1. Relacion entre porcentaje de Férdida de peso y tiempo de
conservacion [h] a temperaturas de 5, 12 y 20°C para queso fresco
empacado con polietileno de alta densidad sellado con vacio.

En las Figuras 1 y 2, se presentan los resultados de la
pérdida de peso de los quesos fresco y semiduros res-

pectivamente, empacados y sellados al vacio expresa-
dos como porcentaje. Los quesos frescos y semiduros
almacenados a 20°C presentaron mayor pérdida de peso
con relacion al resto de temperaturas de almacenamien-
to, a esta temperatura también se observo rancidez y
pérdida total en la forma y caracteristicas sensoriales.
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Figura 2. Relacion entre porcentaje de pérdida de peso y tiempo de
conservacion [h] a temperaturas de 5, 12 'y 20°C para queso semiduro
empacado con polietileno de alta densidad sellado con vacio.

Porcentaje de humedad

Durante el periodo de almacenamiento se observo que
el queso fresco sufre fluctuaciones con los valores al
inicio de la experimentacion, pero posteriormente los
valores van ascendiendo, es asi que para los tratamien-
tos T1, T2 y T4 los valores alcanzados a los 22 dias son
56,5 58,5 y 56,9 respectivamente, mientras que para
T3,T5 y T6 alcanzan valores de 61,8; 62,4; 65,0; estos
ultimos si bien es cierto se encuentran dentro del valor
maximo que indica la NTE INEN 1528 que es de 65,
pero estan muy cercanos lo que indica que las tempera-
turas de 12 y especialmente de 20°C no son adecuadas
para una buena conservacion del queso.

El queso semiduro present6 un incremento en sus valo-
res es asi que los tratamientos T9, T11 y T12 alcanzan
valores que superan el valor madximo que indica la NTE
INEN 1528 que es de 55, mientras que para T7,T8 y
T10 los valores alcanzados son de 52,0; 53,4 y 53,5 los
cuales se encuentran dentro de NTE INEN 1528

pH

Las temperaturas de conservacion influyen significati-
vamente en el pH del queso, teniéndose mejores resul-
tados con una temperatura de conservacion de 5°C.

La relacion existente entre la actividad de agua aw y
pH en los quesos frescos y semiduros es proporcional;
es decir conforme mayor cantidad de agua exista en el
interior del producto mayor sera el valor del pH. Esta
singular relacion se debe a que en el momento en que
el agua sale del interior del producto hacia el ambien-
te, también salen los hidrogeniones que se encuentran
en el queso como resultado de la degradacion proteo-
litica que ocurre durante los procesos posteriores a su

Alimentos, Ciencia e Ingenieria

Vol. 22 (1) 2014



Vol. 22 (1) 2014

fabricacion como manipulacion, transporte y vida de
anaquel. Por esta razon, se observaron que los valores
obtenidos durante la experimentacion no variaron sig-
nificativamente debido a que una de las caracteristicas
del empaque utilizado es la de ser impermeable y al
no permitir la salida ni entrada de sustancias permite
mantener algunas de las caracteristicas sensoriales del
queso hasta culminar el periodo de estudio.

Evaluacién Microbiolégica

El crecimiento de los microorganismos fue en mayor
cantidad a una temperatura de 20°C y en las muestras
que no poseian vacio como se muestra en las Figuras 3
y 4, esto se debe a que la temperatura regula el desa-
rrollo microbiano y la actividad de las enzimas. La tem-
peratura optima para el desarrollo de la flora superficial
del queso es de 20-25°C.
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Figura 3. Relacion entre unidades formadoras de colonias y tiempo
de conservacion [h] a temperaturas de 5, 12 y 20°C para queso fresco
empacado con polietileno de alta densidad sellado sin vacio.
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Figura 4. Relacion entre unidades formadoras de colonias y tiempo de
conservacion [h] a temperaturas de 5, 12 y 20°C para queso semiduro
empacado con polietileno de alta densidad sellado sin vacio.

Determinacion del Tiempo de Vida de Anaquel

El tiempo de vida de anaquel se calcula mediante el
despeje de ecuaciones lineales para porcentaje de pér-
dida de peso y porcentaje de humedad; mientras que
para el recuento de microorganismos (aerobios totales)
se utilizd ecuaciones de segundo grado debido a que
estas permitieron mostrar un mejor ajuste de los puntos.
Se determiné el tiempo de vida 1til del tratamiento T7
(queso semiduro empacado con polietileno de alta den-
sidad sellado con vacio a 5°C) y el tratamiento T1 (que-
so fresco empacado con polietileno de alta densidad
sellado con vacio a 5°C).

%Pérdida de peso

Para el caso de queso andino empacado con polietileno
de alta densidad sellado al vacio a 5°C y teniendo 3%
como condicién estdndar para porcentaje aceptado de
pérdida de peso en un queso andino se obtiene:

%PP =0,0011t—0,015
t=(3+0,015)/0,0011 =2.741 horas = 114 dias

% Humedad

Teniendo en cuenta una humedad maxima para queso
de 55% para queso semiduro:

In (%H) = 0,0002 t + 3,8343

t=(In 55 — 3,8343)/0,0002 = 865 horas = 36 dias

Aerobios totales (UFC/ml)

(UFC)=0,916 x2 — 32,024 x + 6562,5

Para resolver una ecuacion de segundo grado se aplica
la formula cuadratica, teniendo en cuenta que el total
aceptado de (UFC) para un queso semiduro, en cuyo
caso el tiempo de vida de anaquel es 120 horas o 5
dias. El hecho de hacer las determinaciones rompiendo
el empaque y el vacio y nuevamente con empacado al
vacio, hace que exista contaminacion y no pueda ser
utilizado como un indicativo de vida de anaquel.

CONCLUSION

El uso del polietileno de alta densidad combinado con
el vacio influye positivamente en las caracteristicas
fisicas y organolépticas del queso fresco y semiduro,
durante los 22 dias de almacenamiento no se observo
cambios en la apariencia de aquellos tratamientos al-
macenados a 5°C que es la temperatura adecuada para
conservar los quesos.
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