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Evaluacion del extracto etandélico de propdleo como conservante en queso cabaria.
Henrry Robinson Carrera Quispe

Resumen: El de propdleo tiene propiedades antioxidantes, antimicrobianas y antivirales por lo
que constituye una alternativa para la conservacion en la industria alimentaria. El estudio evalué
el efecto conservante del extracto etanolico de propoleo (EEP) Zamorano, aplicado en queso
cabafa. Para ello se us6 una extraccion etandlico en Soxlhet. Se evalud la concentracion minima
bactericida (CMB) del extracto, usando el método de macrodilucién en caldo. Se elaboraron
tres tratamientos en queso: 1) sin conservante, 2) EEP 0.23mg/g, 3) Sorbato de potasio 1mg/g.
Se evaluo el crecimiento de microorganismos (enterobacterias, coliformes y psicrotrofos) en el
dia 0, 8 y 16, y finalmente la aceptabilidad del propoleo en el queso. Se determind que el
extracto etandlico no tiene efecto bactericida sobre microrganismos como Eschirichia coli y
Salmonella typhimurium. Sin embargo, si present6 efecto en Staphylococcus aureus, Listeria
monocytogenes y Pseudomonas aeruginosa, siendo las CMB 3.75 mg/ml, 1.95 mg/ml y 0.23
mg/ml respectivamente. Para evaluar el efecto conservante en el queso se usé la CMB de 0.23
mg/mL. El EEP tuvo actividad bactericida en el dia 16 Gnicamente para coliformes totales. En
la evaluacion sensorial se encontraron diferencias significativas en olor, sabor y textura. Se
concluye que el propoleo Zamorano tiene efecto bactericida en algunos microorganismos,
puede ser percibido por los consumidores y tiene potencial uso como conservante. Se
recomienda evaluarse en otras matrices alimentarias.

Palabras clave: Bactericida, CMB, microorganismos indicadores, sensorial.

Abstract: Propolis has antioxidant, antimicrobial and antiviral properties that make it an
alternative as an additive for preservation in food industry. The study measured the preservative
effect of propoli ethanolic extract (PEE) of Zamorano, applied in cabafia cheese. In order to
conduct the study, an ethanolic extraction from Soxlhet was used. The minimum bactericidal
concentration (BMC) of the extract was measured using the broth macrodilution method. Three
treatments were evaluated in cheese: 1) No preservative, 2) EEP 0.23 mg/g and 3) Potassium
sorbate 1 mg/g. The growth of microorganisms (enterobacter, coliforms and psychotrophs) was
evaluated at day 0, 8 and 16, and finally the acceptability of propolis in the cheese. It was
determined that the ethanolic extract has no bactericidal effect on microorganisms such as
Eschirichia coli and Salmonella typhimurium. However, it had an effect on Staphylococcus
aureus, Listeria monocytogenes and Pseudomonas aeruginosa, with CMB at 3.75 mg / ml, 1.95
mg/ ml and 0.23 mg / ml, respectively. To measure the preservative effect on cheese, the CMB
of 0.23 mg / mL was used. The EEP had bactericidal activity at day 16 only for total coliforms.
Sensory evaluation showed significant differences in smell, taste and texture. It was concluded
that Zamorano propolis has bactericidal effect on some microorganisms, can be perceived by
consumers, and has potential use as a preservative. It was recommended to be evaluated in other
food matrices.

Key words: Bactericide, CMB, microorganisms indicators, sensory.
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1. INTRODUCCION

Para conservar un alimento es necesario aplicar un conjunto de técnicas que tendran como
objetivo prolongar la vida y disponibilidad de los alimentos para su consumo. La pérdida
de calidad en el alimento puede ser causada por microorganismos y/o por una variedad de
reacciones fisicoquimicas, que suceden después de los procesos de acondicionamiento. Para
evitarlo se pueden aplicar métodos de conservacion fisicos, quimicos o la combinacion de
ambos. Las caracteristicas fisicoquimicas del alimento son un factor determinante para las
diferentes actividades bioldgicas que causan su deterioro, siendo la principal causa los
microorganismos (Clayton 2016). Solo aplicar métodos fisicos no garantiza la
conservacion, por ello se afiaden conservantes quimicos que tienen la funcion de minimizar
el crecimiento de microorganismos deterioradores o patogénicos exponiéndolos a un medio
hostil que estrese su ciclo celular para causar sumuerte o inhibicion (Alzamora et al. 2004).

En la actualidad existe una alta demanda de alimentos con etiquetas limpias, es decir, con
cantidades minimas de conservantes artificiales, debido a que se les asocia con
enfermedades e intoxicaciones. Lo anterior, ha llevado a la industria a buscar nuevas
alternativas de preservacion de alimentos que cumplan las mismas funciones que los
preservantes artificiales y tengan buena compatibilidad, siendo una de estas alternativas los
bioconservantes (Rodriguez 2011).

Uno de los bioconservantes en investigacion es el propoleo, ampliamente reconocido por
sus propiedades antimicrobianas (Gutiérrez 2012), es un producto compuesto
principalmente por resinas y exudados recolectados por las abejas, también contienen cera,
polen y algunas secreciones (Vargas et al. 2013). En la colmena es usado para sellar las
entradas y cumple funciones de antioxidante, antimicrobiano, y anti fangicas. Varios
estudios destacan los beneficios que puede brindar en la salud del hombre como: efecto
antioxidante, antitumoral, antinflamatorio. No obstante, la actividad antimicrobial
constituye la propiedad biolégica mas estudiada y lo convierte en un potencial
bioconservante. Esto se confirma por numerosos estudios que sefialan el efecto del propoleo
contra bacterias, paréasitos y virus (Bogdanov 2016).

Los compuestos activos que desempefian las diferentes funciones bioldgicas en el propoleo
son los flavonoides, &cidos fendlicos y sus ésteres. Los flavonoides estan mas
correlacionados con la actividad biologica, sin embargo, no es exclusivo de estas moléculas.
La sinergia entre las moléculas que componen el propoleo tiene efecto sobre las bacterias.
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El mecanismo de accion del propéleo no tiene una explicacion especifica. Sin embargo, se
demostro en estudios in vitro que la quercetina y naringenaina, dos compuestos flavonoides,
aumentan la permeabilidad de la membrana celular (Mirzoeva et al. 1997) haciendo facil el
ingreso de otras moléculas que inhiben las enzimas que participan en la replicacion celular
(Mori et al. 1987). Diferentes estudios corroboran esta afirmacion, aunque la principal
causa de su efectividad antimicrobial dependera del origen botanico, composicion quimica
y estacion del afio en que se recolecta (Vargas et al. 2013).

En Zamorano se han realizado investigaciones como: “evaluacion del efecto antimicrobiano
en mermelada de mango”. El estudio no demostré efecto antimicrobiano del extracto
etandlico aplicado en mermelada en comparacién con Benzoato de sodio (Gerénimo 2009).
En otro estudio, el extracto etandlico de propdleo, demostré actividad bactericida contra
Listeria monocytogenes en estudios in vitro, sin embargo, no resultd efectivo al tratar
melones inoculados con L. monocytogenrs (Vicente y escobar 2012). El interés de la
investigacion es demostrar el uso potencial del propdleo de Zamorano como
bioconservante, usando como matriz alimentaria queso cabafia y comparandose el efecto
con el blanco (sin conservante) y otro con Sorbato de potasio. Se pretende buscar una
alternativa comercial al prop6leo, dando la posibilidad de producir alimentos con aditivos
alternativos para estar a la vanguardia de las tendencias del mercado.

El estudio incluyo los siguientes objetivos:

e Determinar la concentracion minima bactericida (CMB) de propéleo Zamorano contra
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Salmonella
typhimurium y Pseudomonas aeruginosa.

e Evaluar el efecto preservante del extracto etandlico de propdleo en queso cabafia.

e Evaluar la aceptabilidad del extracto etandlico de propoleo en queso cabafia.



2. MATERIALES Y METODOS

Ubicacion del estudio. El estudio se realizd en la Escuela Agricola Panamericana
Zamorano, departamento de Francisco Morazan Honduras. La primera fase de extraccion,
se ejecutd en el laboratorio de analisis de alimentos (LAAZ). La segunda y tercera fase, que
consiste en buscar la concentracion minima bactericida (CMB) y evaluar el efecto
conservante en queso cabafia respectivamente, se realizé en el laboratorio de microbiologia
Zamorano (LMAZ). La elaboracion del queso cabafia se realizo en la planta de lacteos.

Fase 1. Obtencion del extracto de propdleo.

Extracto blando de propdleo. La muestra de propdleo bruto fue recolectada durante la
época seca del 2015 con mallas saran, que se colocaron en el interior de la colmena. El
propéleo se mantuvo almacenado a una temperatura de 0 °C.

Para la extraccion se sigui6 el procedimiento descrito por Carrillo (2011) adaptada por el
autor. Inicialmente el propdleo en bruto se congel6 a -20 °C durante 24 horas, con el fin de
obtener una textura firme, después se tritur6 en un mortero hasta conseguir particulas finas.
Se pesaron 19 + 1 gramos en cada dedal, se colocé en el equipo Soxhlet. Seguidamente se
agregaron 80 mL de etanol al 95% en cada dedal. El reflujo fue de 1 hora a 140 °C.
Inmediatamente después de recolectar el extracto de cada vaso extractor, se puso
nuevamente en reflujo con 80 mL del material restante. EI Extracto etanélico de propéleo
(EEP) se puso en congelamiento a -20°C por 24 horas para solidificar la cera. Se filtr6 en
vacio con papel Whatman # 40 y bomba al vacio Buchi V-710. Seguidamente los extractos
totales se transfirieron a un rota vapor tipo Buchi y se mantuvo en evaporacion hasta
desaparecer el solvente. El s6lido obtenido se secé en una estufa a 60 °C por cuatro horas
para obtener el extracto blando total.

Extracto etandlico de propoleo (EEP). A partir del extracto blando, se realizo la dilucion
a una concentracion de 6% p/v (60 mg /mL) en etanol de 95%. Esta solucién se almacend
a una temperatura inferior a 10 °C y se evitd el contacto con la luz hasta su posterior uso.

Fase 2. Estudio de susceptibilidad in vitro

Preparacion de inoculos. Se utilizaron cepas de Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Listeria monocytogenes ATCC 19112, Salmonella
thipymurium ATCC 14028 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 2783 proporcionados por el
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Laboratorio de Microbiologia de Alimentos Zamorano (LMAZ) conservadas en medio agar
soya tripticasa (TSA, por sus siglas en inglés) almacenadas a temperatura de 3 °C. Para
preparar el cultivo se tomd con un asa una colonia de la cepa en almacenamiento,
sembrandose por estriado en medio TSA. Luego se llevo a la incubadora Thermo Scientific
a 35 °C por 24 horas. Con las colonias rejuvenecidas se tomo una asada y se transfirio a 10
mL de caldo Universal de Pre Enriquecimiento (UPE). Se incubd a 35 °C por 6 + 1 horas,
la turbidez de la suspension bacteriana se comparé con el estandar N°0.5 de la escala de
MacFarland (1.5 x 1078 células/ml) (CLSI 2012)

Evaluacion del efecto bactericida. Para establecer la concentracion minima bactericida
(CMB) se usé el método de macro dilucidn en caldo propuesta por el National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) y modificada por Tolosa y Cafiizares 2002. Se
prepar6 una serie de 10 tubos, el primero fue de 2 mL de caldo nutritivo a doble
concentracion y los nueve restantes la misma cantidad de caldo a concentracion simple. Al
primer tubo se afiadieron 2 mL de extracto blando de propdéleo al 6% Yy se homogeniz6 en
un Vortex-T Genie 2 Scientific Industries. Con una alicuota de 2 mL se afiadio al siguiente
tubo repitiendo el procedimiento hasta la décima dilucion (Cuadro 1). Esto se realiz6 por
duplicado para cada microorganismo. El procedimiento de dilucidn se repitio para el testigo
con etanol a 95%.

Cuadro 1. Descripcion de concentraciones de propoleo en caldo nutritivo.

Tubos  Concentracion de propdleo (mg/mL) Control*
1 30 10
2 15 107
3 7.5 107
4 3.75 10*
5 1.88 10°
6 0.94 10°
7 0.47 107
8 0.23 108
9 0.12 10°
10 0.06 1010

*etanol a 95%.

A cada serie de tubos se inoculé 0.1 mL de suspension de bacterias. Después se incubaron
a 35 °C durante 24 horas. Posterior a las 24 horas de incubacién se sembré por la técnica
de estriado en Agar Muller Hinton. La ausencia de colonias se usé como indicador de efecto
bactericida.



Analisis estadistico. En esta etapa no se uso analisis estadistico, solo se reporto la mayor
concentracion de propéleo en caldo nutritivo que tuvo un efecto bactericida de dos
repeticiones.

Etapa 3. Evaluacion de efecto conservante en queso cabafia y analisis quimico de pH.

Elaboracion del queso. La formulacién es la empleada en la planta de lacteos de la Escuela
Agricola Panamericana Zamorano los tratamientos se describen a continuacion:

e Sin conservante

e Extracto etandlico de propoéleo (0.23mg/g)

e Sorbato de potasio (1 mg/g)

La leche previamente descremada fue pasteurizada a 65°C por 30 min. Se enfrio hasta 4°C,
después se agrego el cultivo lactico, cloruro de calcio y cuajo (quimosina). Se dejo en
reposo por 12 horas hasta alcanzar 0.6% de ATECAL, seguidamente se corté la cuajada.
Luego se calentd lentamente hasta los 40 °C. Posteriormente se desuero, se lavo con agua
a 24°C previamente filtrada. Finalmente se separ6 la cuajada en 3 porciones para los
tratamientos. El queso cabafia se empaco en el envase comercial de 230 g y se almaceno a
4°C.

Analisis microbioldgico. Se realizaron los analisis a los dias 0, 8 y 16. Se utilizaron 10
gramos de cada muestra, mezclados con 90 mL de buffer de fosfatos estériles y agitados en
Stomacher IUL Instruments Masticator durante 120 segundos, obteniéndose la dilucion 10
1 Posteriormente se realizaron diluciones de 102, 10 y 10 utilizando buffer de fosfatos
estéril. El recuento de psicrotrofos fue realizado sembrando las diluciones 102,103 y 104,
por el Método de vaciado en placa en Agar Cuenta Estandar (ACE), incubadas a 7°C por
10 dias. Para el recuento de Enterobacerias se realizd sembrando las diluciones 102, 102y
10 por método de vaciado en placa en Agar Bilis Rojo Violeta-Glucosa (ABRV-G),
incubado a 35°C por 24 horas. El recuento de Coliformes se realizé por el Método de
Numero Mas Probable; se sembraron las diluciones 102,10y 10 en Caldo Lauril Triptosa
con campana de gases, incubados a 35°C por 48 horas. Luego se confirmo los Coliformes
totales en caldo Bilis Verde Brillante y Medio EC para Coliformes fecales, se incub6 a 45°C
por 48 horas.

Analisis quimico de pH. Se midié el pH de una porcion comercial de queso cabafia (240
g) de cada tratamiento. Para este analisis se utilizo el potenciometro Thermo Scientific
Orion 5 Star con un electrodo tipo aguja de vidrio.

Disefio experimental. Se utilizé un disefio de Bloques Completos al Azar (BCA),
utilizando tres tratamientos por tres repeticiones (Cuadro 2), con medidas repetidas en el
tiempo a los dias 0, 8, 16 para evaluacion microbiologico y 0,6 y 12 para andlisis de pH. Se
realizd un analisis de varianza con un nivel de significancia de P<0.05 y se separacién de
medias LSMEANS. Para los andlisis se uso el programa estadistico “Statistical Analysis
System” (SAS version 9.4).



Cuadro 2. Descripcion de tratamientos evaluados.

Bloque* Blanco (B) Propdleo(P) Sorbato de Potasio(SP)
Lote 1 BL1 PL1 SPL1
lote 2 BL2 PL2 SPL2
lote 3 BL3 PL3 SPL3

Blanco: sin preservante, EEP: Extracto Etanolico de Propdleo, SP: Sorbato de potasio
¥: Diferentes lotes de leche.

Etapa 4. Analisis sensorial.

Pruebas de aceptacion hedonicas. Se realizé la prueba al dia 0 y 12. Se utilizaron 36
panelistas no entrenados para cada bloque, evaluando atributos como apariencia, color, olor,
sabor, textura y aceptacion general. Se utilizdé una escala hedoénica de 9 puntos (1= me
desagrada extremadamente y 9= me agrada extremadamente) (Anexo 2).

Disefo experimental. Se utilizé un disefio de Bloques Completos al Azar (BCA). Utilizando
tres tratamientos por tres repeticiones (Cuadro 2), con medidas repetidas en el tiempo a los
dias 0 y 12. Se realiz6 un analisis de varianza con un nivel de significancia de P<0.05 y se
separacion de medias LSMEANS. Para los andlisis se usé el programa estadistico “Statistical
Analysis System” (SAS version 9.4).



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Fase 2. Concentracion Minima Bactericida. La concentracion bactericida para cada
patogeno fue la dilucién de propdleo en la que no present6 crecimiento (Cuadro 3). Para
ello, se utiliz6 una solucion matriz con 6% (p/v) de propéleo en etanol al 95%. Ademas se
utilizé como el control negativo etanol al 95%.

Cuadro 3. Concentracion minima bactericida (CMB) del Extracto etandlico de propdleo.

Microorganismos CMB (mg/mL)?2
Escherichia coli ATCC 25922 >7.5
Salmonella typhimurium  ATCC 14028 >7.5
Pseudomonas aeruginosa ATCC 2783 0.23
Staphylococcus aureus ~ ATCC 25923 3.75
Listeria monocytogenes  ATCC 19112 1.88

2 :valores corresponden a la mayor concentracién que tuvo efecto bactericida de 2
repeticiones.

Escherichia coli y Salmonella typhimurium no presentaron crecimiento a concentracion de
7.5 mg/mL de propoleo al igual que en el control con etanol. El etanol también resulta tener
accion bactericida sobre estos microorganismos (Canahui 2009). Por la tanto, no se logré
contrastar el componente que tuvo accion sobre estas bacterias.

Estos dos microorganismos enterobacterias Gram negativas no resultaron sensibles al
propdleo; lo que concuerda con otro estudio donde las bacterias Gram negativas presentaron
nula o reducida efectividad ante el propoleo (Velasquez et al. 2007). Sin embargo, aunque
el propdleo independientemente de la zona recolectada tiene efecto reducido sobre Gram
negativos, se encontrd que con mayor cantidad de flavonoides y acidos terpénicos se tiene
efecto bactericida (Kalogeropoulos et al. 2009). Lo anterior sugiere que el propéleo de
Zamorano tiene reducida proporcion de estos componentes.

La sensibilidad de cada una de las especies de enterobacterias puede ser diferente (Gil et al.
2012). Estudios concuerdan que Escherichia coli tiene una nula o reducida sensibilidad
(Serra y Lacalle 2012). No obstante, Salmonella typhimuriun si presenta sensibilidad al
extracto de propoleo (Bogdanov 2016). Un estudio realizado en Grecia, demostré que
independiente de la region recolectada, la concentracion minima bactericida de propdleo
fue de 2.5 mg/mL (Kalogeropoulos et al. 2009).



El efecto reducido para microorganismos Gram negativos es debido a la compleja
membrana que presentan, que evita la accion de los compuestos como la quercetina,
naringenina, compuestos fenolicos, que en pruebas in vitro funcionan permeabilizando la
membrana celular (Mirzoeva et al. 1997) y que facilita el ingreso de otros compuestos que
tienen efecto inhibidor sobre enzimas de replicacion celular (Anandhi et al. 2014).

Pseudomonas aeruginosa fue el microorganismo que presento alta susceptibilidad a pesar
de ser un Gram negativo. Esto concuerda con los resultados de Tolosa y Cafizares (2002)
que demostraron la alta sensibilidad del microorganismo al propoleo de Campeche
(México). Contrastando con lo encontrado por Mercan et al. (2006) donde muestra que P.
aeruginosa tiene baja o nula sensibilidad al propoleo recolectado de diferentes zonas de
Turquia. Pseudomonas aeruginosa no es una enterobacteria, sin embargo, es una bacteria
Gram negativa. Estudios muestran que las enterobacterias tienen una menor sensibilidad al
propoleo de los microorganismos Gram negativos (Kalogeropoulos et al. 2009).

Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus tuvieron una CMB de 1.88 y 3.75 mg/mL
respectivamente. Los dos microorganismos resultan ser sensibles al propdleo. Son
microorganismos Gram positivos y estudios sefialan que son sensibles al propoleo
(Bogdanov 2016). No obstante, las concentraciones reportadas en el estudio son diferentes
a otros, aunque si se encontro similitud de la bacteria mas susceptible (Mercan et al. 2006).
La diferencia de concentracion bactericida reportada por otros autores, es ocasionada por la
diferencia en la composicién quimica del propdleo, que estd dado por la ubicacion
geografica y periodo de recolecta (Bogdanov 2016).

Fase 3. Efecto preservante en queso cabafa. El queso cabafia es un producto lacteo fresco
con alta humedad, bajo en calorias y pH. Sin embargo, es susceptible a microorganismos
patdgenos y descomponedores como los psicrotrofos siendo la principal especie
Pseudomonas spp. (Ledenbach y Marshall 2007). Por tal razén se determind usar la
concentracion bactericida de Pseudomonas aeruginosa (0.23 mg / mL) para evaluar el
efecto preservante del propdleo.

Recuento de enterobacterias. ElI recuento de enterobacterias (Logio UFC/g) no tuvo
diferencia significativa a lo largo del tiempo, asi también entre los tratamientos (Cuadro 4).
Sin embargo, es necesario mencionar que los conteos reportados en este estudio estan por
debajo del conteo permitido que causen riesgos para la salud (n=4 log10) establecidas por
la comunidad Europea (Ledenbach y Marshall 2007).



Cuadro 4. Media (Logio UFC/g) y desviacion estandar (D.E) del recuento de enterobacterias
en queso cabafa

Enterobacterias

Tratamientos Dia 0 Dia 8m Dia 16M™
Blanco 1.64£0.73 1.72 £0.10 2.72+1.86
EEP (0.23 mg/q) 0.90 £0.35 1.08 £ 0.66 1.96+1.35
SP (1 mg/g) 1.16+0.41 0.80+£0.17 1.22 + 0.65
CV (%) ¥ 56.36

() :No significativo entre dias y tratamientos (P>0.05)
¥: Coeficiente de variacion.
Blanco: sin preservante, EEP: Extracto Etanolico de Propoleo, SP: Sorbato de potasio.

El crecimiento de las enterobacterias no fue significativo en el tiempo (P<0.05) esto se
puede relacionar a la temperatura de almacenamiento del queso (4 °C), pues son
microorganismos mesofilos, por lo que su crecimiento en temperaturas de refrigeracion es
reducido. Algunas especies pueden ser psicrotrofos, sin embargo, su crecimiento en este
estudio no fue significativo (Ledenbach y Marshall 2007).

El EEP no tuvo efecto alguno sobre las enterobacterias en queso cabafia. Esto concuerda
con lo reportado en la primera etapa de este estudio, en la que E. coli y S. typhimurium dos
miembros de enterobacterias, no reportaron sensibilidad a una concentracion més alta a la
que fue utilizada en esta fase del estudio. Por esto se puede confirmar que el propoleo de
Zamorano no tiene efecto sobre este grupo de microorganismos. Algunos especies de
enterobacterias evaluadas in vitro mostraron reducido o casi nula sensibilidad al propdleo
(Silici et al. 2007) lo que concuerda con este estudio. No obstante, en otro estudio realizado
in vitro si se encontro efecto bactericida sobre algunas especies (Gil et al. 2012), esto debido
a la diferencia de la composicion quimica que tiene el propoleo de acuerdo a la zona de
recoleccion (Bogdanov 2016).

El sorbato de potasio no tuvo efecto significativo sobre las enterobacterias, esto concuerda
con estudios en los que concentracion de 2 mg/g, el doble de lo usado en este estudio, no
tiene efecto sobre algunas especies evaluadas, por lo que se esperaria un efecto nulo para
este grupo de microrganismos (Molier y Rojas 2007). Las enterobacterias son resistentes a
inhibidores y conservantes alimentarios. Su resistencia esta asociada a la compleja
membrana que tienen por ser Gram negativas. Las capas celulares externas limitan el
ingreso de los compuestos que tienen accion directa sobre las enzimas u organelos de la
célula bacteriana (Russell y Gould 1988).

Recuento de coliformes totales. Los coliformes son microorganismos que incluyen
especies fecales y ambientales (Herrera 2001). Los coliformes totales son usados en
alimentos como indicadores de calidad sanitaria de la planta. Los recuentos reportados en
este estudio estan por debajo de 3 logio UFC/g establecido por la norma peruana para quesos
frescos (DIGESA 2003).



Cuadro 5. Media (Logio NMP/g) y desviacion estandar (D.E) del recuento de coliformes
totales en queso cabafia.

Coliformes Totales

Tratamientos Dia 00 Dia 8 Dia 16()
Blanco 2.57 +0.58? 2.11 +0.892 259 +0.78%
EEP (0.23 mg/g) 2.13 + 0.50? 1.69 + 0.23? 1.64 +0.50%
SP  (1mg/g) 1.93 +0.442 1.83 +0.60? 1.43 £0.22°
C.V (%)*¥ 27.91

() :No significativo entre dias (P>0.05)

3¢ | etras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes (P<0.05).
¥ Coeficiente de variacion.

Blanco: sin preservante, EEP: Extracto Etandlico de Propdleo, SP: Sorbato de potasio.

El recuento de coliformes totales no tuvo diferencias significativas (P<0.05) a lo largo del
tiempo (Cuadro 5).

Entre los tratamientos se encentraron diferencias significativas (P<0.05) unicamente al dia
16. El EEP evidencio actividad bactericida significativa al dia 16, siendo el conteo inferior
al dia 0. Los coliformes totales son un grupo de bacterias Gram negativas fermentadores de
lactosa que no estan exclusivamente integradas por bacterias de la familia
enterobacteriaceae (Gaitan 2001) sino también por otras bacterias Gram negativas de vida
libre. EI EEP no tuvo accion sobre las enterobacterias como lo sefialan otros estudios (Silici
et al. 2007).

Los resultados difieren del reportado por Gutiérrez y Suarez (2012) que no encontraron
ninguna accion de EEP sobre coliformes totales usando concentracion de 0.8 mg/g evaluado
en chorizo. Esto pudo ser por diferencia de composicion que presenta el propdleo de
acuerdo a la region donde se recolecta (Gil et al. 2012), otra posible causa pudo ser el bajo
pH del queso cabafia que ronda valores de 4.6, el cual ayudaria al efecto bactericida del
EEP (Vicente y Escobar 2012).

El sorbato de potasio presento actividad bactericida significativa nicamente en el dia 16,
al igual que el EEP. El sorbato si demuestra eficacia contra coliformes totales y demuestra
un mejor funcionamiento a pH inferior a 6 (Jay et al. 2005), el queso cabafa al encontrarse
a un pH de 4.6 favoreceria a la accion del Sorbato.

Recuento de psicrétrofos. Los psicrotrofos son bacterias mesoéfilas que crecen en
temperaturas de refrigeracion (3-7 °C) pueden tener tiempos de generacion de 8-12 horas a
3 °C (Carrillo y Audisio 2007). EIl principal motivo del acortamiento de la vida util de
quesos frescos, como el queso cabafia, son los psicrotrofos que hidrolizan las proteinas y
grasas confiriéndole un sabor a pastura verde (Ho et al. 2016). La mayoria de estos
microrganismos deterioradores son eliminados en la pasteurizacion de la leche, sin
embargo, en el lavado de la cuajada para elaboracion del queso cabafia se puede introducir
un namero considerable (Ledenbach y Marshall 2007).
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Cuadro 6. Media (Logio UFC/g) y desviacion estandar (D.E) del recuento de psicrotrofos
en queso cabaa.

Psicrotrofos

Tratamientos Dia 0() Dia 8() Dia 16()
Blanco 5.92+ 0.77 6.93+0.48 6.89 +0.57
EEP (0.23 mg/g) 5.72 + 0.62 6.72 +0.65 6.64 + 0.58
SP  (1mg/g) 5.39+1.12 6.40 + 1.02 6.36 + 0.18
C.V % 10.72

() :No significativo entre dias y tratamientos (P>0.05)
¥ Coeficiente de variacion.
Blanco: sin preservante, EEP: Extracto Etanolico de Propdleo, SP: Sorbato de potasio.

El crecimiento de los psicrétrofos en el estudio no fue significativo en el tiempo (P<0.005)
para el queso almacenado a 4 °C (Cuadro 6). En la temperatura y pH del queso cabaria se
tendria que reportar crecimiento de psicrétrofos (Ledenbach y Marshall 2007) pero los
resultados muestran contradiccion. Es posible que los conteos se debieron a las bacterias
Acido lacticas que tienen un rango de crecimiento de 5-45 °C (Carrillo y Audisio 2007)
estando dentro los 7 °C usados para incubacién por tal razén, lograron formar colonias
contables en el ACE durante los 10 dias.

El EEP y el Sorbato de potasio no tuvieron efecto significativo sobre los microorganismos
entre los dias evaluados. Aunque en las pruebas de CMB el microorganismo susceptible fue
la Pseudomona aeruginosa. El principal psicrétrofo descomponedor de los productos
lacteos es del género Pseudomonas spp. (Ledenbach y Marshall 2007) por esto se esperaria
que presentara accidn sobre los microorganismos. No pudo ser contrastado por los altos
conteos de Bacterias acido lacticas, las cuales no presentan susceptibilidad al EEP
(Kalegeropoulos et al. 2009).

Analisis quimico del pH. El queso cabafia se obtiene por coagulacion acida. Se acidifica
la leche con la ayuda de bacterias &cido lacticas, hasta llegar al punto isoeléctrico de la
caseina (pH=4.6) en la que se precipita (Ho et al. 2016).

EL pH inicial reportado de los diferentes tratamientos (Cuadro 7) esta por debajo del pH
recomendado (4.65 — 4.7) (Bodyfelt y Potter 2009). Eso pudo ser causado por el corte de la
cuajada que se hizo al pH mas bajo del punto isoeléctrico de la caseina, o por usar
temperaturas bajas durante la coccion. (Boittefroy et al. 2000). En consecuencia el bajo pH
inicial reduce la capacidad de retencidn de agua y cambios indeseables en la textura.
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Cuadro 7. Media (pH) y desviacion estandar de pH en queso cabafa.

pH
Tratamientos Dia0 Dia 6 Dia 12
Blanco 4.44 +0.03%®) 4.43 +0.03%0) 4.25 +0.057®)
EEP (0.23 mg/g) 4.44 +0.05%® 4.44 + 0.04%®) 4.27 +0.03Y®
SP (Img/g) 4.53 +0.09%@ 4.53 + 0.06%@ 4.33+0.11Y@
C.V %* 0.84

XYZ: |etras diferentes en la misma fila son significativamente diferente entre dias (P<0.05).
abc - | etras diferentes en la misma columna son Significativamente diferente entre
tratamientos (P<0.05).

¥: Coeficiente de variacion.

Blanco: sin preservante, EEP: Extracto Etanolico de Propoleo, SP: Sorbato de potasio.

A través del tiempo, se observa que todos los tratamientos son estadisticamente iguales
hasta el dia 6, para el dia 12 se observa un descenso significativo (P<0.05) del pH en todos
los tratamientos. La disminucion del pH en queso cabafia se debe al aumento de acido
lactico producido por el cultivo lactico agregado en la elaboracion (Ramirez y Vélez 2012).
La disminucion del pH del queso cabafia en el tiempo frecuentemente se da por inestabilidad
en la temperatura, acortando su vida anaquel (Makhal et al. 2014).

El bajo pH favorece la accion bactericida del Propdleo como también del Sorbato de potasio
(Boittefroy et al. 2000). En este estudio Unicamente los coliformes totales presentaron
sensibilidad al propoéleo, coincidiendo la accion bactericida del dia 16 donde también hubo
una disminucion significativa del pH (4.27). Por ende, se puede afirmar que un bajo pH
contribuye a la accion bactericida del propéleo sobre los microorganismos (Vicente y
Escobar 2012). Por el contrario, Gnicamente un bajo pH sin preservante puede funcionar
como bacteriostatico sobre los coliformes totales como se puede observar en el tratamiento
blanco (Cuadro 5) (Ledenbach y Marshall 2007)

Entre los tratamientos se encontraron diferencias significativas (P<0.05). El tratamiento con
sorbato de potasio tuvo un pH significativamente superior el dia 0 manteniendo esta
tendencia al dia 6 y 12 (Cuadro 7). El pH superior observado en el tratamiento con sorbato
de potasio, se debe al preservante, que al disociarse el ion potasio actia como alcalinizante.
Por lo que, a una mayor cantidad de sorbato usado en la matriz alimentaria se puede
encontrar un aumento significativo del pH (Flores 2010)

Fase 3. Evaluacion sensorial.
Analisis sensorial de la apariencia. En el queso cabafia generalmente se espera que las
particulas de cuajada se encuentren separadas y presenten una regular uniformidad en

tamafo y forma. También debe de exhibir brillo leve, color blanco y una minima presencia
de crema libre (Bodyfelt y Potter 2009).
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Los panelistas no encontraron diferencias significativas entre dias como también entre los
tratamientos (Cuadro 8). Ademads, se puede mencionar que la calificacion tiene un
aproximado de 7, indicando que la textura del queso cabafia tuvo una aceptacion de, me
gusta moderadamente por parte de los panelistas. Asi mismo, se puede observar que el
extracto etandlico de propdleo no tuvo efecto sensorial sobre la apariencia.

Cuadro 8. Media y desviacion estandar del atributo apariencia evaluada sensorialmente del
queso cabafia.

Apariencia*
Tratamientos Dia 0 ™) Dia 12 ™)
Blanco 6.99+1.4 6.84+1.6
EEP (0.23 mg/g) 6.82+15 6.86 + 1.4
SP (1mglg) 6.62+ 1.6 6.74+15
C.V % 22.63

() :No significativo entre dias y tratamientos (P>0.05)

¥: Coeficiente de variacion.

*: Escala hedonica: 1: me disgusta extremadamente, 9: me gusta extremadamente.
Blanco: sin preservante, EEP: Extracto Etanolico de Propdleo, SP: Sorbato de potasio.

Los principales factores que modifican la apariencia en el queso son el pH o la temperatura
de coccion de la cuajada. En este estudio inicialmente el pH fue inferior al punto isoeléctrico
de la caseina, Por esta razén las particulas de la cuajada presentaron formas y tamafios
desiguales, y exudacion de suero (Bodyfelt y Potter 2009). No obstante, los panelistas no
consideran esas cualidades al no ser entrenados, por lo que basan su criterio de calificacion
en la percepcion visual de la cuajada.

Analisis sensorial del color. El queso cabafia no es muy diferente a otros quesos en lo que
respecta a color. El color puede ir de blanco a crema claro. Cuanto mas blanca es la cuajada
se tiene mayor aceptacion (De la Torre y Suchini 2011)

No se encontraron diferencias significativas (P>0.05) a través del tiempo ni entre
tratamientos (Cuadro 9). Por otro lado, se puede observar que los tratamientos tienen una
calificacion de, me gusta moderadamente. Esto indica que la cantidad agregada del extracto
etanolico de propdleo no modifica el color blanco del queso a la percepcion del panelista a
pesar de que el extracto del propdleo utilizado, es de color verde oscuro. Un estudio
realizado con propdleo de Zamorano indica que si hubo cambio de color al ser evaluado en
mermelada (Gerénimo 2009),
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Cuadro 9. Media y desviacion estandar del atributo color evaluado en queso cabaria.

Color*
Tratamientos Dia 0 ™ Dia 12 ™
Blanco 7.30+1.3 730+14
EEP (0.23 mg/g) 7.02+1.4 7.18+ 1.4
SP  (1mg/g) 715+1.2 7.04+15
C.V %* 19.77

) : No significativo entre dias y tratamientos.

¥. Coeficiente de variacion.

*: Escala hedonica: 1: me disgusta extremadamente, 9: me gusta extremadamente.
Blanco: sin preservante, EEP: Extracto Etanolico de Propdleo, SP: Sorbato de potasio.

Analisis sensorial de olor. El queso cabafia no presenta olor caracteristico, sin embargo, el
uso de determinadas bacterias acido lacticas demostraron conseguir olores que aumentan
su preferencia. (Bodyfelt y Potter 2009).

El olor del queso cabafia no fue significativo a través del tiempo (Cuadro 10), es decir, los
panelistas tuvieron la misma preferencia tanto al dia 0 y 16. Por otro lado, se puede observar
que la calificacion aproximada fue de 7 lo que indica una preferencia moderada a este
atributo.

Entre tratamientos si se encontro diferencias significativas (P<0.05) unicamente el dia 0,
esto indica que el EEP le confiere olores que puede percibir el panelista. EI propéleo tiene
olor a balsamo, resinas o puede ser inodora. Sin embargo, los panelistas en la descripcion
indican un olor a desinfectante lo que se atribuye al uso del etanol y no el propdleo.

Al dia 12 los tratamientos no presentaron diferencia significativa, indicando que el olor
diferente percibido en el tratamiento con EEP al dia 0 no persistié para el dia 12, esto estaria
relacionado con la disminucién del pH o aumento de acido lactico que hace que se sienta
un olor a yogurt o mantequilla que puede contrastar otros olores (Bodyfelt y Potter 2009).

Cuadro 10. Media y desviacion estandar del atributo olor evaluado en queso cabafa.

Olor*
Tratamientos Dia 0™ Dia 12(s)
Blanco 7.18 +1.28 6.86 + 1.42
EEP (0.23 mg/qg) 6.74 + 1.5° 6.56 + 1.5?
SP  (1mg/g) 6.93 + 1.4% 6.68 + 1.4°
C.V %* 21.63

() : No significativo entre dias (P<0.05)

abe: | etras diferentes son significativamente diferente entre tratamientos (P<0.05).

¥. Coeficiente de variacion.

*: Escala hedonica: 1: me disgusta extremadamente, 9: me gusta extremadamente.
Blanco: sin preservante, EEP: Extracto Etanolico de Propdleo, SP: Sorbato de potasio.
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Analisis sensorial del sabor. El queso cabafia con crema debe de tener un sabor fresco,
ligera acidez y un sabor suave a mantequilla. No debe de presentar sabores adicionales méas
que el sabor salado, sin embargo, se presentan variaciones de acidez y sensacion a
mantequilla (Diacetilo) de acuerdo al cultivo lactico usado para la acidificacion (Bodyfelt
y Potter 2009). La proporcion de crema afiadida esta directamente relacionada a una mayor
aceptacion del queso, pues esta ocultd el sabor amargo causado por la baja acidez (Martin
et al. 2016).

Se encontraron diferencias significativas a través del tiempo (P<0.05). El tratamiento
blanco y sorbato de potasio tuvieron una calificacion significativamente inferior al primer
dia (Cuadro 11). Esto concuerda con otro estudio que menciona que el queso cabafa pierde
cualidades sensoriales atreves del tiempo (Memisi et al. 2014). El principal motivo de
pérdida de sabor es la disminucién del pH, esto causado por actividad bacteriana. Cuando
mas se acidifica el queso cabafia se percibe un sabor amargo producido por el acido lactico
(Bodyfelt y Potter 2009). Por otro lado, el tratamiento con el EEP no presento diferencia
significativa en el tiempo, es decir, no cambid el sabor inicial.

Cuadro 11. Media y desviacion estandar del atributo sabor evaluado en queso cabafa.

Sabor*
Tratamientos Dia 0 Dia 12
Blanco 7.44 +1.2°@ 6.68+ 1.77@
EEP (0.23 mg/g) 6.10 + 1.7X© 5.92 + 2.0%®
SP  (1mg/g) 6.85 + 1.4%®) 6.35 + 1.7Y(@)
C.V %* 25.91

XYZ: | etras diferentes son significativamente diferente entre dias (P<0.05).

abe - | etras diferentes son Significativamente diferente entre tratamientos (P<0.05).

¥. Coeficiente de variacion.

*: Escala hedonica: 1: me disgusta extremadamente, 9: me gusta extremadamente.
Blanco: sin preservante, EEP: Extracto Etanolico de Propdleo, SP: Sorbato de potasio.

El sabor fue significativamente diferente (P<0.05) entre tratamientos, tanto en el primer
como al doceavo dia (Cuadro 11).

Para el dia 0, el tratamiento que no tiene conservante es el que presenta mejor aceptacion
teniendo una puntuacion de 7 correspondido a una valoracion de me gusta moderadamente.
El tratamiento con sorbato de potasio (1mg/g) tuvo una preferencia significativamente
inferior al blanco. El sorbato de potasio tiene un sabor ligeramente amargo y puede ser
percibido a concentraciones superiores de 1.25 mg/g (Collins y Moustafa 1968). El bajo
pH contribuyd a realzar el ligero sabor amargo del sorbato hasta ser percibido por el
panelista (Bodyfelt y Potter 2009). Analogamente para el tratamiento con EEP el pH inicial
(Cuadro 7) contribuy6 a realzar el sabor amargo picante que presenta el propoleo de
Zamorano, el cual es mas intenso. Es por ello que tuvo la menor puntuacion (P<0.05). A
pesar de todo el tratamiento con EEP tuvo una valoracion promedia de 6 lo que corresponde
a una calificacion de me gusta poco.
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Asi mismo, al doceavo dia se encontraron diferencias significativas (P<0.05) entre
tratamientos, siendo el tratamiento blanco el Unico que presentd una calificacién
significativamente superior al resto de tratamientos. Para el doceavo dia se observé un pH
inferior al primero (Cuadro 7), sin embargo, esto no influyé en el realce del sabor amargo
picante del propdleo, por el contrario, si ocurrio con el Sorbato de potasio.

Analisis sensorial de textura. La textura debe ser firme y carnosa para absorber la crema,
ya que el sobrante le confiere una textura fangosa. Ademas, no debe ser harinoso,
desmenuzable, pegajoso o presentar viscosidad (USDA 2001).

La textura (Cuadro 12) no presenté diferencias significativas (P<0.05) a través del tiempo.
Esto indica, que los tratamientos no sufren cambio sustancial de textura en el tiempo. Por
ende la concentracion usada de EEP no modifica en el tiempo la textura del queso. Esto
concuerda con un estudio realizado en queso fresco usando concentraciones de 5 0 10% de
propoleo y no presentd efecto en la textura en un periodo de almacenamiento de 30 dias
(Metwalli 2011).

Cuadro 12.Media y desviacion estandar del atributo textura evaluado en queso cabaria.

Textura*
Tratamientos Dia 00" Dia 120
Blanco 7.22+1.32 6.78 +1.72
EEP (0.23 mg/g) 6.37 + 1.6° 6.42 + 1.8
SP (Img/g) 6.73 % 1.6° 6.62+1.6°
C.V %* 24.61

). No significativo entre dias.

abc - etras diferentes son Significativamente diferente entre tratamientos (P<0.05).

¥: Coeficiente de variacion.

*: Escala hedonica: 1: me disgusta extremadamente, 9: me gusta extremadamente.
Blanco: sin preservante, EEP: Extracto Etandlico de Propdleo, SP: Sorbato de potasio.

Los tratamientos presentaron diferencias significativas (P<0.05) unicamente en el primer
dia. El tratamiento que tuvo mejor valoracion fue el blanco con una puntuacion promedio
de 7 que equivale a una aceptacion moderada. Los tratamientos menos aceptados fueron el
de EEP vy sorbato de potasio pese a estar dentro de una calificacibn me gusta
moderadamente. La menor valoracion de la textura para el tratamiento con EEP, se debe al
etanol que esta relacionado con la alteracion de la matriz de caseina, disminuyendo la
estabilidad de la cuajada.
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Analisis de la aceptacion general. El cuadro 13 muestra los resultados obtenidos de la
aceptacion general en cuanto a evaluacion sensorial de cada tratamiento aplicado al queso
cabafia. En ella no se encontro diferencias significativas (P<0.05) en el tiempo indicando
que los tratamientos son igualmente aceptados.

Por el contrario, si hubo diferencias significativas entre tratamientos (P<0.05) tanto en el
primer como en el doceavo dia. Estos resultados muestran un patrén semejante al atributo
sabor, perfilando como el atributo que tuvo una mayor relevancia en el panelista al
momento de la valoracion final del tratamiento. El tratamiento blanco tuvo una mayor
valoracion en ambos dias. Los tratamientos con Sorbato de potasio y EEP presentaron igual
valoracién significativa.

Cuadro 13.Media y desviacion estandar de la aceptacion general evaluado en queso cabaia.

Aceptacion General

Tratamientos Dia 0 Dia 12
Blanco 7.33+1.1® 6.92 + 1.5
EEP (0.23 mg/g) 6.48 + 1.50 6.32+1.70)
SP  (1mg/g) 6.80 + 1.3®) 6.64 + 1.5@
C.V %* 22.27

XYZ: | etras diferentes son significativamente diferente entre dias (P<0.05).

abe - | etras diferentes son Significativamente diferente entre tratamientos (P<0.05).

¥: Coeficiente de variacion.

Blanco: sin preservante, EEP: Extracto Etandlico de Propdleo, SP: Sorbato de potasio.

Preferencia. La preferencia se analizé a través de una prueba estadistica de Chi-cuadrado
(figura 1). Para el dia 0 se observé que la muestra méas preferida fue el tratamiento blanco,
seguida del tratamiento con sorbato de potasio y la menos preferida el tratamiento con EEP.
En el dia 12 el porcentaje de panelistas que prefirieron el tratamiento blanco disminuyé en
14 puntos porcentuales, sin embargo sigue siendo el de mayor preferencia. Por otro lado, el
tratamiento con EEP aumentd su preferencia a 12 puntos porcentuales, el tratamiento con
sorbato de potasio obtuvo la menor preferencia al doceavo dia.
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Figura 1. Preferencia de los consumidores medidos a través del tiempo por prueba de chi-

cuadrado (P<0.05).
Blanco: sin preservante, EEP: Extracto Etanolico de Propoleo, SP: Sorbato de potasio.
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4. CONCLUSIONES

Escherichia coli y Salmonella Typhimurium (Gram Negativos) no presentan
sensibilidad al propdleo, sin embargo Staphyloccocus aureus y Listeria monocytogenes
(Gram positivos) tuvieron sensibilidad con concentracion minima bactericida de 3.75
mg/mL y 1.88 mg/mL.

El microorganismo mas susceptible fue Pseudomonas aeroginosa con una
concentracion minima bactericida de 0.23 mg/mL.

El propdleo de Zamorano tiene potencial uso como preservante en alimentos, aunque
no presento efecto sobre las enterobacterias y psicrotrofos, si demostro efecto sobre los
coliformes totales en queso cabafa.

Los consumidores pueden encontrar diferencias en atributos como el olor, sabor y
textura, esto hace que extracto etandlico de propoleo aplicado en queso sea menos
aceptado que el producto tradicional.
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5. RECOMENDACIONES

Realizar una caracterizacion fisicoquimica y sensorial del propéleo de Zamorano y una
evaluacion de la efectividad microbiana del propdleo por periodos de cosecha.

Evaluar el uso del propdleo en alimentos con alta humedad, bajo pH y sabores mas
intensos para ocultar el sabor amargo que se puede percibir en bajas concentraciones.

Evaluar propiedades anti flngicas y antioxidantes usando otros solventes de grado
alimenticio.

Evaluar propiedades antioxidante celular del propéleo zamorano.

Evaluar efecto sensorial del etanol en el queso.
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7. ANEXOS

Anexo 1.Flujo de proceso para elaboracion de queso cabafia

Adicién de de cultivo

\\ Leche descremaday Lactoccoccus lactis,
—>| pasteurizadaa 75 °Cpor ——>| lactococcus lactis ssp.
Cremoris + cuajo de

inicio
15 segundos
doble potencia

Calentamiento lesto

Reposo 12y 14 horas Cortar en pedazos
ATECAL 0.6% — pequefiosy dejar ~ ——> hasta los 45 °C,
reposar desuerado

Adicion de crema con

—> 26% de grasa, sal y

Lavar conaguaa4°C
preservante.
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Anexo 2. Boleta de andlisis sensorial.

Evaluacion sensorial de aceptacion

Nombre Fecha

Instrucciones:

e Se le presentara 3 muestras codificadas de queso cabafia, galletas de soda y un
vaso de agua.

e Limpie su paladar con galleta y agua al iniciar la evaluacion, antes y despueés de
degustar cada muestra.

e Realice su evaluacion tomando las muestras de izquierda a derecha

e Marque con “x”, segun su calificacion de acuerdo a los atributos: color, textura,

sabor,
Cddigo de muestra:
1 2 3 4 5 6 7 8 9
me me me me Ni Me | Megusta | me | me gusta
disgusta disgu | disgusta disgu | me gus | moderada | gust | extremada
extremada | sta moderada | sta gusta | ta | mente a mente
mente much | mente poco | /Ni poc muc
0 me 0 ho
disgu
sta

Cddigo de muestra:

Atributo 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Apariencia

Color

Olor

Sabor

Textura

Aceptacion
general

Cddigo de muestra:

Atributo 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Apariencia

Color

Olor

Sabor

Textura

Aceptacion
general
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Cddigo de muestra:

Atributo 1 2 3 4 5 6 7

Apariencia

Color

Olor

Sabor

Textura

Aceptacion
general

Ordenar de mayor a menor preferencia:

Mas preferida: 1.
2.
3.

Justifique su preferencia:

iMuchas gracias por su ayuda!
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Anexo 3. Sintaxis de las variables evaluadas.

Source Enterobacterias Coliformes Totales Psicrotrofos
Pr>F Pr>F Pr>F
trt 0.0600 0.0363 0.2829
blk 0.1181 0.2767 0.1650
dia 0.1130 0.3743 0.0097
trt*dia 0.8137 0.7143 1.0000

Anexo 4. Minimos cuadrados para enterobacterias

trt | dia conteo ilj 1 2 3 4 5 6 7 8 9
LSMEAN

B| O 1.64 1 0.9025 0.124 0.287 0421 0.639 0.487 0.229 0.539
B 1.72 2 0.903 0.153 0.238 0.356 0.728 0.415 0.188 0.463
B | 16 2.72 3 0.124 0.1533 0.015 0.026 0.269 0.033 0.011 0.039
Pl O 0.90 4 0.287 0.2383 0.015 0.788 0.134 0.703 0.883 0.643
P 1.08 5 0421 0.3557 0.026 0.788 021 091 0.678 0.845
P | 16 1.96 6 0.639 0.7283 0.269 0.134 0.21 0.251 0.103 0.285
SP| O 1.16 7 0.487 04151 0.033 0.703 0.91 0.251 0.598 0.934
SP| 8 0.80 8 0229 0.1882 0.011 0.883 0.678 0.103 0.598 0.542
SP | 16 1.22 9 0539 0463 0.039 0.643 0.845 0.285 0.934 0.542

Anexo 5. Minimos cuadrados para coliformes totales

trt [ dia  conteo i/j 1 2 3 4 5 6 7 8 9
LSMEAN

B|O 2.57 1 0.3263 096 0.351 0.072 0.057 0.18 0.124 0.024
B | 8 2.11 2 0.326 0.303 0.96 0.373 0.316 0.703 0.551 0.156
B | 16 2.59 3 096 0.3031 0.326 0.065 0.052 0.166 0.114 0.021
P| O 2.13 4 0351 09597 0.326 0.347 0.294 0.666 0.518 0.143
P| 8 1.69 5 0.072 0.3726 0.065 0.347 0.908 0.605 0.762 0.575
P | 16 1.64 6 0.057 0.3162 0.052 0.294 0.908 0.528 0.676 0.655
SP| O 1.93 7 018 0.7025 0.166 0.666 0.605 0.528 0.829 0.287
SP| 8 1.83 8 0.124 0.5511 0.114 0518 0.762 0.676 0.829 0.392
SP | 16 1.43 9 0.024 0.1558 0.021 0.143 0.575 0.655 0.287 0.392
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Anexo 6. Minimos cuadrados para psicrotrofos

trt | dia conteo i/j 1 2 3 4 5 6 7 8 9
LSMEAN
B 5.92 1 0.0881 0.097 0.727 0.167 0.21 0.356 0.393 0.436
B 6.93 2 0.088 0.958 0.045 0.719 0.616 0.014 0.362 0.325
B | 16 6.90 3 0.097 0.9575 0.05 0.759 0.654 0.015 0.39 0.35
P 5.72 4 0.727 0.0453 0.05 0.09 0.116 056 0.235 0.265
P 6.72 5 0.167 0.7185 0.759 0.09 0.887 0.029 0.576 0.525
P | 16 6.64 6 021 06162 0.654 0.116 0.887 0.039 0.675 0.62
SP 5.39 7 0356 0.0138 0.015 0.56 0.029 0.039 0.086 0.099
SP 6.41 8 0393 03621 039 0.235 0.576 0.675 0.086 0.939
SP | 16 6.36 9 0436 03246 035 0.265 0.525 0.62 0.099 0.939
Anexo 7. Sintaxis del variable pH.
Variable Pr>F
0.0002
blk <.0001
dia <.0001
trt*dia 0.8999
Anexo 8. Sintaxis de las variables de la evaluacién sensorial.
Variables Apariencia Color olor Sabor Textura Aceptacion
General.
Pr>F Pr>F Pr>F Pr>F Pr>F Pr>F
trt 0.2639 0.2196 0.0292 <.0001 0.0011 <.0001
dia 0.9453 0.8864 0.0312 0.0004 0.2358 0.0596
panelista <.0001 <.0001 <.0001 0.1419 0.0099 0.0002
trt*dia 0.6470 0.6408 0.8824 0.2260 0.2715 0.3294
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