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Resumen

El propoleo es una sustancia producida por abejas con la finalidad de mantener las
condiciones ideales del ambiente interno de la colmena, evita el crecimiento de
microorganismos que provocan alteraciones en la miel. Sus propiedades pueden ser
exploradas como aditivo alimentario natural, en cuyo caso se ha probado su uso como
conservante natural en la leche con chocolate. El objetivo del trabajo fue utilizar un
extracto etanolico de prop6leo para prolongar la vida Gtil de la leche chocolatada, sin
afectar sus caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas. Se utilizaron tres
concentraciones: 0,5 ml.L%, 1 ml.L%, 1,5 ml.L?, de extracto etandlico de propoleo en
leche chocolatada, conservado durante cinco semanas, evaluando la eficacia del extracto
en comparacion con el control sin conservante, y en presencia del sorbato de potasio. Se
registraron los valores de pH, caracteristicas fisico-quimicas, acidez titulable y
parametros bioldgicos establecidos por los reglamentos aplicables (con determinacion de
mesofilos aerobios, coliformes totales, Escherichia coli, Salmonella y Listeria
monocytogenes). Ademas, la aceptacion de la leche chocolatada fue evaluada por medio
de un panel sensorial validado. Los resultados indicaron que en cinco semanas de
tratamiento, el extracto etanolico de propdleo tiene un efecto inhibidor sobre las bacterias
aerobias mesofilas y coliformes totales en concentraciones de 0,5 ml.L™? de extracto
etanolico de propoleo, no se registrd alteraciones de las caracteristicas fisico-quimico. En
el panel sensorial, no hubo diferencias significativas entre los tratamientos, pero los datos
mostraron una tendencia a una mejor aceptacion organoléptica en los tratamientos con 1

ml.L! de extracto etanolico de propdleo.

Palabras claves: bioconservador, extracto etanolico de propdleo, leche chocolatada,
inhibidor, anélisis sensorial.



Resumo

O propolis € uma substancia produzida por abelhas com a finalidade de manter as
condices ideias do ambiente interno da colmeia, evita o crescimento de microrganismos
que provocam alteragdes do mel. Suas propriedades podem ser exploradas como um
aditivo alimentar natural, sendo neste caso testada a sua utilizacdo com conservante
natural no leite com chocolate. O objetivo do presente trabalho é utilizar um extrato
etandlico de propolis para prolongar a vida Gtil do leite achocolatado, sem afetar as suas
caracteristicas fisicas, quimicas e organoléticas. Foram utilizadas trés concentragdes: 0,5
ml.L?, 1 ml.L%e 1,5 ml.L? de extrato etandlico de prdpolis em leite achocolatado,
conservado durante 5 semanas, avaliando-se a eficacia do extrato comparativamente ao
controlo sem conservante e na presenca de sorbato de potassio. Foram registados os
valores de pH, caracteristicas fisico-quimicas, acidez titulavel e pardmetros bioldgicos
estabelecidos pelos regulamentos aplicaveis (com determinacdo de mesofilos aerdbios,
coliformes totais, Escherichia coli, Salmonella e Listeria monocytogenes). Além disso, a
aceitacdo foi avaliada por meio de um painel sensorial validado. Os resultados indicam
que em cinco semanas de tratamento, o extrato de propolis tem um efeito inibidor sobre
as bactérias aerébias mesofilas e coliformes totais em concentragdes de 0,5 ml.L? de
extrato de propolis, ndo se registando alteracdo das caracteristicas fisico-quimicas. No
painel sensorial, ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos, mas os dados
mostram uma tendéncia para uma melhor aceitagdo organolética nos tratamentos com 1

ml.L? de extrato etandlico de prépolis.

Palavras-chave: bioconservante, extrato etandlico de prépolis, leite achocolatado,
inibicdo, analise sensorial.
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CAPITULO 1 - INTRODUCCION



1.1. Introduccion

La ciencia y tecnologia de los alimentos comprende desde la salud hasta el vinculo del
bienestar en el consumo de los alimentos. El desarrollo en formas considerables permite
cumplir grandes objetivos en la industria alimenticia con parametros diversos como la
higiene, seguridad y produccion. Al conocer que la leche y los productos lacteos al ser
transformados necesitan de técnicas y envases adecuados que prolonguen la duracion del
producto, es necesario agregar conservantes de origen quimicos y/o naturales, donde el
propbleo puede ser empleado como un conservante de origen natural. La leche con
sabores es una bebida lactea que se elabora con saborizantes y azucar, normalmente es
enriquecida con vitaminas y calcio; tradicionalmente su consumo se direcciona hacia la

poblacién infantil.

La innovacion del consumo es bajo en comparacion con otros productos como las
bebidas gaseosas sin alcohol, para los consumidores que no desean desistir del sabor, la
salud o la practicidad, la leche chocolatada estad demostrando ser una alternativa popular,
recientemente se ha centrado en sabores para los adultos, el deleite irresistible y la
regeneracion del envasado hace ampliar las expectativas de los consumidores. “La leche
chocolatada es un alimento de sabor dulce que se consume en estado de refrigeracion, se
prepara y constituye exclusivamente por leche entera o semidescremada, y con la adicion

de sustancias aromatizadas naturales” (Cando, 2010).

La leche modificada se puede elaborar a partir de la leche entera, parcialmente
descremada o descremada, pasteurizada o sometida a tratamiento UHT, o a esterilizacién
comercial. Muchas veces se puede agregar en la formulacién suero de leche en polvo que
va a depender de los niveles de grasas iniciales a estos se le ha adicionado saborizantes,
aromatizantes, estabilizantes y conservantes autorizados, con el objetivo de lograr un
producto con caracteristicas organolépticas diferentes a la leche natural. Los aditivos
alimentarios son agregados de forma deliberada a los alimentos en pequefias cantidades,
con el fin de modificar sus caracteristicas organolépticas, sus técnicas de elaboracién y

preservacion, o para mejorar la adaptacion del uso al que son destinados.

Cualquier sustancia que no se consuma normalmente, ni tampoco se utilice como ingrediente

basico en alimentos, tenga o no valor nutricional, y cuya adicién intencionada al alimento con
2



fines tecnoldgicos (incluidos los organolépticos) en sus fases de fabricacion, elaboracién,
preparacion, tratamiento, envasado, empaquetado, transporte o almacenamiento; resulte o pueda
preverse razonablemente que resulte (directa o indirectamente) para si, 0 para sus subproductos,
en un componente del alimento o un elemento que afecte a sus caracteristicas. (Codex
Alimentarius, 1995)

Los aditivos tienen un papel fundamental a la hora de mejorar las propiedades fisicas
de los alimentos, su objetivo es aportar aroma, color, sabor, y a su vez, vida util al
producto para alargar la conservacion, esto hace que los alimentos continten siendo
seguros, nutritivos y apetecibles hasta su consumo. Los conservantes tienen un rol dentro
de la preservacion de las leches saborizadas, son la parte funcional para ampliar la
variedad de los compuestos que ayudan a retrasar o prevenir la proliferacion bacteriana y
proteger los productos del deterioro. “El problema del deterioro microbiano de los
alimentos tiene implicaciones econdmicas evidentes, tanto para los fabricantes (deterioro
de materias primas y productos elaborados antes de su comercializacion, perdida de la

imagen de marca, etc.) como para distribuidores y consumidores” (Calvo, 2002).

Entre el 2012 y el 2015 se declaré que las leches saborizadas son el segundo producto
lacteo liquido de mayor proporcion, con un 13% de consumo en el mundo después de la
leche blanca, lo cual demandé oportunidades para las empresas lacteas, para estimular el
aumento de ingresos y ganancias. “El aumento de 4,1 ml.L™ tasa de crecimiento anual
compuesto (TCAC), ha superado el crecimiento previsto de 1,7% para la leche blanca y
del 2,4 % para los productos lacteos liquidos en conjuntos durante el mismo periodo”

(Jonsson, 2013).

Las estadisticas reflejadas en el parrafo anterior permiten conocer el consumo anual
de leche a nivel mundial. Existen, tres impulsadores que promueven el crecimiento del
consumo de la leche saborizada: en primer lugar, se encuentra la tendencia de que los
consumidores de los paises en vias de desarrollo, buscan en el mercado productos ricos
en nutrientes y que no incidan negativamente en su salud. Como segundo punto se halla
la modernidad que ha motivado a la poblacion a adquirir un estilo de vida urbano; por
este motivo los consumidores escogen los productos mas innovadores respecto al disefio
del envase, debido a que este permitira dejar su sello personalizado en relacion a las otras
marcas. A este segundo punto se puede anexar el tercero, ya que los consumidores a méas

3



de tomar en cuenta la presentacion, también condicionan su decision por la curiosidad de

ingerir bebidas lacteas y saborizadas que son nuevas en el mercado.

En el Ecuador los principales consumidores de bebidas lacteas y saborizadas, son los
habitantes con edades que oscilan entre los 3 y 12 afios, ellos representan el 10% del
consumo en el Ecuador. “El consumidor ecuatoriano antes de comprar un producto lacteo,
se preocupa por factores como la salud y la economia, porque se siente atraido por un

sabor diferente ante la leche comun” (Edairynews, 2013).

Los conservantes que se emplean en el Ecuador son en su mayoria sustancias naturales
y artificiales, éstas se utilizan en la preservacion de los alimentos ante la eminente accion
de los microorganismos, para reducir el deterioro por un lapso de tiempo determinado,
bajo las condiciones de almacenamiento adecuadas; esto depende del tipo de sustancia,
el tiempo de exposicion y la cantidad que se adicionara, de lo cual podria resultar
carcinogénico (nitrocompuestos), mutagénicos (nitrosaminas), o producir disturbios

metabolicos (anhidrido sulfuroso, &cido benzoico y otros).

El propdleo es un conservante natural que posee una condicion semejante a los
conservantes quimicos, los cuales son utilizados actualmente en la industria alimentaria;
las biomoléculas del propoleo se presentan como una técnica que permite reemplazar
dichos conservantes tradicionales. “El propdleo hasta el momento no presenta efectos
indeseables o perjudiciales para la salud del consumidor” (Suarez H., 2012). Utilizar estos
efectos positivos del propdleo en productos lacteos saborizados permitira la generacién
de una produccidn con mayores indices de durabilidad. El enfoque de la investigacion fue
la obtencion de una alternativa bioconservadora con el extracto etanélico de propdéleo
(EEP), siendo éste adicionado a varias muestras, con la finalidad de reducir el crecimiento
de microorganismos, asi se extendera la vida til de la leche chocolatada, cumpliendo con
los objetivos del buen vivir de los ecuatorianos. Con la implementacion del extracto
etanolico de propoleo como bioconservador sera factible mejorar la calidad de la leche

chocolatada, y que conserven las caracteristicas organolépticas deseables al consumidor.

Segun el Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca en el Ecuador la

produccién diaria de leche es de 5,4 millones de litros, de los cuales 4 millones son



distribuidos en los diferentes mercados, éstos se desglosan en: 2,8 millones que se
procesan en las industrias formales; y los 1,2 millones de litros restantes son vendidos
informalmente para elaborar quesos artesanales. Ademas, se conoce que “1,4 millones de

litros quedarian en las haciendas para autoconsumo y para alimentacion de terneros”
(MAGAP, 2016).

El Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INEC), el 18% del ganado vacuno del
pais estd en Manabi. Segun cifras del 2012, de las 5,2 millones de reses que se
contabilizaron en el pais, 977.000 son de la provincia antes mencionada, por esta razén

Manabi es considerada la provincia con mayor produccion nacional.

Considerando el principio de conservacién de los alimentos, se considera que para
prolongar su vida util se debe emplear tratamientos térmicos, envases adecuados y/o
conservantes; los mismos que en las lineas de produccion de mercadeo garantizaran la
salida de alimentos seguros, inocuos e higienizados. El cumplimiento de los parametros
referidos, permitird hacer frente a las eminentes amenazas procedentes del deterioro o
hasta de la toxicidad del alimento; y de la accion desfavorable de microorganismos como
bacterias, levaduras y mohos. La eficacia y eficiencia de los procedimientos se demuestra
mediante los analisis fisicos, quimicos y microbioldgicos que aseguran la calidad del

producto.



1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General
Evaluar el propo6leo como conservante natural en leche chocolatada y su incidencia en las

caracteristicas organolépticas.

1.2.2. Objetivos Especificos.
- Estandarizar el proceso de la leche con extracto etandlico de propoleo.
- Evaluar diferentes porcentajes de propdleo como conservante de leche chocolatada.

- Determinar la aceptacion de los tratamientos mediante un panel sensorial.



CAPITULO 2 - REVISION DE LA
LITERATURA



2.1. Laindustria lactea

El desarrollo de las industrias lecheras ha generado una incidencia en la alimentacion
cotidiana, la cual se evidencia en el incremento de productos lacteos disponibles en la
dieta diaria de nifios, adolescentes y ancianos. Existe en el mercado una alta gama de
productos que utilizan la leche como materia prima, entre ellos, los de mayor consumo
son: bebidas lacteas, yogures, quesos, manjar de leche, cremas, mantequillas y otros. “La
leche se utiliza en la elaboracion de productos fermentados y no-fermentados” (Rouco &
Martinez, 2010).

En el contexto ecuatoriano, puede sefialarse que esta nacion ubicada al noroeste de
América del Sur, cuenta con una poblacién aproximada es de 14 millones de habitantes.
A pesar de su reducida extension geografica Ecuador se destaca por su desarrollo cultural,
amplia biodiversidad y abundancia de recursos naturales; caracteristicas que lo han
situado en el lugar 17 del grupo de paises considerados mega diversos a nivel mundial
(Rubio N., 2011). Dentro de esta descripcion se encuentran inmersas las actividades
ganaderas, que para efectos de esta investigacion se centran la leche, misma que como
indica el acapite anterior ha logrado un desarrollo a nivel del tratamiento que le ha

proporcionado la industria lactea.

2.1. Leche

En referencia al tema de la leche son diversos los autores que han realizado la
descripcidn de este vocablo; una de las conceptualizaciones establece que la leche es “el
producto integro y fresco que proviene del ordefio de una o varias vacas sanas, bien
alimentadas y en reposo; exenta de calostro y que cumpla con las caracteristicas fisicas y
microbioldgicas establecidas” (Leyva, 1996). Mientras que, otra resefia menciona que
ésta es “un liquido de composicion compleja, blanco y opaco de sabor ligeramente dulce
y de pH cercano a la neutralidad” (Luduefias & Valdivia, 1997). Y una tercera definicién
establece que, “la leche es una compleja mezcla de distintas sustancias, presentes en
suspension o emulsion verdadera, y presenta sustancias definidas como: agua grasa,
proteina, lactosa, vitaminas, minerales; a las cuales se les denomina extracto seco o
solidos totales.” (Agudelo Gémez & Bedoya Mejia, 2005)



2.1.1. Composicion de la leche

La composicion de la leche varia considerablemente de acuerdo a la especie, estado de
lactancia, alimento, época del afio y otros factores que inciden en el espécimen. Algunas
de las relaciones entre los componentes son muy estables y pueden ser utilizadas para
indicar si ha ocurrido alguna adulteracion en la composicion de la leche. A continuacion
la tabla 2.1 muestra los nutrientes que se encuentran en cada 100 gramos de leche

producida por diferentes especies.

Tabla2. 1. Composicion de la leche de diferentes especies por cada (100 gramos)

Nutriente Vaca Bufalo Mujer
Agua, g 88,00 84,0 87,5
Energia, kcal 61,0 97,0 70,0
Proteinas, ¢ 3,2 3,7 1,0
Grasa, g 34 6,9 44
Lactosa, ¢ 47 5,2 6,9
Minerales, g 0,72 0,79 0,20

Fuente: (Agudelo Gomez & Bedoya Mejia, 2005)

La leche es una excelente fuente de minerales para el crecimiento del lactante. La
digestibilidad del calcio y fosforo es generalmente alta, en parte, debido a que se
encuentran en asociacion con la caseina de la leche. La tabla 2.2 muestra las

concentraciones de minerales y vitaminas en la leche (mg/100ml).

Tabla 2. 2. Concentraciones de minerales y vitaminicas en la leche (mg/100ml)

Minerales Mg/100ml Vitaminas pg/100mlt
Potasio 138 Vit A 30,0
Calcio 125 Vit D 0,06
Cloro 103 Vit. E 88,0
Fosforo 96 Vit. K 17,0
Sodio 8 Vit. B1 37,0

Magnesio 12 Vit B12 0,42

Minerales trazas? <0,1 Vit. C 1,7

Fuente: (Agudelo Gomez & Bedoya Mejia, 2005)

1 ug/100ml = 0,001 gramo
2 Incluyendo cobalto, cobre, hierro manganeso, molibdeno, zinc, selenio, yodo y otros.



2.2. Caracteristicas esenciales de la leche

La leche es un liquido que se constituye de materia grasa de forma globular, muestra
analogias con el plasma sanguineo; contiene una suspension de materias protéicas en un
suero constituido por “una solucion neutra que contiene principalmente, lactosa y sales

minerales” (Alais, 2003).

La alteracion y variabilidad de la leche se condiciona por factores ambientales como
el espacio de desarrollo, el clima, la alimentacion del espécimen; a esto se suma la
inadecuada asepsia que tiene el personal que se dedica al ordefio del ganado vacuno. Estos
aspectos proliferan numerosos microorganismos que degradan la lactosa, produciendo

acido lactico, ocasionando asi, la floculacion de una parte de las proteinas.

Ademas, la produccion de leche estad condicionada por la transicion del ciclo de
lactacion “época del nacimiento, la mama segrega el calostro, liquido que se diferencia

principalmente de la leche en sus partes proteicas y salina” (Alais, 2003).

2.3.  Productos lacteos

El inicio de la industria lactea por satisfacer las demandas del consumidor, se centrd
en la elaboracion de productos de primera necesidad, procedentes de la leche como:
quesos, mantequillas, requesones, entre otros. Estos dejaban como residuo el suero lacteo,
el cual presentaba propiedades minimas en proteinas y caseinas que no eran
aprovechadas; y se desechaban en los afluentes aledafios donde se elaboraban dichos
productos, convirtiéndose en contaminantes de las aguas fluviales y de los suelos porque
los desmineralizaban. Se conoce que desde la antigiedad, uno de los usos que se daba al
suero lacteo era para la alimentacion del ganado porcino; aunque en la actualidad en

algunos contextos como el de Ecuador esta practica todavia prevalece.

Sin embargo, con el paso de los afios, estudios han determinado que dicho suero posee
propiedades que han sido aprovechadas, siendo una de éstas la de preservante atomizador
para las carnes frescas y embutidos. Asi como también se emplea, para la elaboracion de
bebidas lacteas, helados, cuya implementacion se realiza en cantidades proporcionales.
En relacion a la leche se debe considerar que, “la leche fresca es preciso someterla a algin

proceso que garantice su conservacion y valor nutritivo” (Suarez M., 2011).
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Referencias bibliograficas concuerdan con lo descritos en los acapites anteriores, al

respecto se sefiala:

Antes de la moderna era industrial existian pocos productos lacteos; esencialmente
estaban constituidos por la leche entera y desnatada, la nata, la mantequilla y los quesos
(maduros y duros). Se desconocian los métodos para conservar la totalidad de los
componentes de la leche y solamente los elementos insolubles (caseina y grasa) podian
conservarse durante bastante tiempo en forma de queso o mantequilla, pero la parte

soluble se despreciaba o se utilizaba de manera erronea. (Alais, 2003)

A continuacién la tabla 2.3 presenta una descripcion de productos lacteos y sus

derivados.

Tabla 2. 3. Productos lacteos y derivados

Definicion Productos
Leche Producto lacteo méas consumido, elaborado y Leche pasteurizada, leche
liquida comercializado. desnatada, leche
normalizada, leche

saborizada, leche de larga
conservacion (UHT).
Leche Se obtiene de la fermentacion de la leche, Yogur, kumys, dahi, laban,

fermentada | utilizando microorganismos adecuados para ergo, tarag, ayran, kurut y

llegar a un nivel deseado de acidez. kefir.
Leche en Se obtiene de la deshidratacion de la leche. Leche en polvo o granulos.

polvo

Queso Se obtiene mediante la coagulacién de la Ayib, gibna, bayda, chanco,
proteina de la leche (caseina), que se separa queso  fresco, akawieh,
del suero. Existen duros, semiduros, blandos mozzarella, cheddar y otros.
madurados 0 no madurados.

Suero Se obtiene de la leche desnatada mediante Bebidas con sueros

precipitacion con el cuajo o mediante
bacterias inocuas productoras de acido lactico.
Fuente: (FAO, 2016)
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2.4. Cacao

Etimoldgicamente el cacao es conocido como Theobroma cacao, “Theobroma es un
término genérico que significa “comida” (del griego broma=comida y The=Dios)
“comida de los dioses; el cacao se deriva del ndhuatl (lengua azteca) palabra “xocolatl”,

de “Xococ” (amargo) y “atl” (agua)” (Conti, Poli, Paoletti, & Visioli, 2012).

Una vez consideradas las raices etimologicas del cacao, resulta importante realizar una
referencia conceptual de esta materia prima. Al respecto, puede indicarse que el cacao “es
una planta tropical que crece en climas calidos y himedos, existen cuatro productos que
se derivan del cacao en grano: licor de cacao, manteca de cacao, torta de cacao, y cacao
en polvo” (Cando, 2010).

2.4.1. Composicion quimica

La complejidad del grano de cacao se encuentra en la composicion quimica del mismo,
la cual depende del crecimiento del grano. La semilla tiene dos cotiledones y el embrion
de la planta, éstos estan cubiertos por la céascara, se encargan del almacenamiento del
alimento que permite el desarrollo y da lugar a las hojas de la semilla, cuando ésta
germina. La manteca de cacao es conocida como el almacén de alimentos del cacao,
porque representa mas del 50% del peso seco de la semilla. Es asi que las propiedades de
este producto dependen de las condiciones ambientales, el punto de fusion, la cantidad de
grasa y la dureza. Por intermedio de la fermentacion se desarrollan cambios quimicos en

el sabor del chocolate.
Segun Conti, et al. (2012) la composicién quimica de los granos de cacao es:

Lipidos: Los granos de cacao contienen manteca entre un 50 a 57% en peso seco; ésta es
responsable de las propiedades de fusién del chocolate. Los acidos grasos predominantes
en la manteca de cacao estan en estado saturado (35% estearico y 25% palmitico),
monoinsaturadas (35% oleico) y 3% de acido graso saturado que posee el cacao. A menudo
es visto como un alimento negativo con respecto al sistema vascular.

Esteroles: Los esteroles y estanoles vegetales pueden contribuir al mejoramiento de los
perfiles de lipidos en la sangre, mediante la inhibicion competitiva de la absorcion de
colesterol de la dieta en el intestino. Una pequefia cantidad de esteroles vegetales

incluyendo sitosterol y estigmasterol estan presentes en la manteca de cacao.
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Fibra: El grano de cacao sin procesar tiene una cubierta en la semilla, que también se
conoce como salvado, representa el 15% del peso total de la almendra. El salvado es una
buena fuente de fibra insoluble (44%) y también tiene algo de fibra soluble 11 ml.L que
podria contribuir a la disminucién de los lipidos séricos. Por su parte, el cacao en polvo
contiene menos del 2% de salvado, y en productos acabados como el chocolate, el valor es
muy pequefio. Por lo tanto, el consumo de chocolate no contribuye significativamente a la
ingesta de fibra dietética.

Minerales: El cacao es una fuente muy rica de minerales esenciales; como cualquier planta
alimenticia, el contenido de minerales se determinard segun el tipo de suelo en que se
cultive el mismo, es decir, las cifras de los minerales seran variables.

Los péptidos: Los granos de cacao contienen cuatro tipos de proteinas, éstas son:
albuminas, globulinas, prolaminas y glutelina. Fracciones de albuminas y globulina
representan el 52% y el 43 % respectivamente, de la proteina total de la almendra. La

actividad antioxidante del cacao se atribuye a la histidina, tirosina, metionina y cisteina.

Polifenoles: La investigacion se refiere a que, el cacao contiene una mayor proporcién
de flavonoides en relacion al té o vino tinto, la epicatequina ha sido reportada como el
principal flavanol monomérico en el cacao, lo que representa aproximadamente el 35%
del contenido fendlico total (Lee, et al. 2003). Ademas, en otro estudio se expresa que la
catequina y la epicatequina se han encontrado en concentraciones de 150-1580mg/kg en
chocolate y 2530mg/kg a 3170 mg/kg en licor de cacao. Las procianidinas se han
reportado en concentraciones de 2200 mg/kg a 13230 mg/kg en licores de cacao (Conti,
Poli, Paoletti, & Visioli, 2012).

2.4.2. Cacao en polvo

El cacao en polvo conocido en ocasiones como chocolate en polvo, proviene de la
parte del cacao que se encuentra desprovista de su manteca. Su procesamiento se realiza
con prensas hidraulicas y disolventes alimentarios, que tienen como objetivo reducir la
manteca hasta que ésta adquiera una textura pulverulenta. “El cacao en polvo suele tener
contenidos grasos por debajo del 20% de manteca de cacao, partiendo de este cacao se
puede elaborar los cacaos solubles (menor al 5% de grasas) que se beben disueltas en
leche o en agua” (Acosta & Téran, 2014). A continuacion, en la tabla 2.4 se presenta el

valor nutricional del cacao en polvo por cada 100 gramos.
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Tabla 2. 4. Valor nutricional del cacao en polvo (100g)

Contenido por Cacao Chocolate Chocolate Soluble de
100 g polvo Chocolate con leche blanco cacao
desgrasado
Energia (kcal) 255 449-534 511-542 529 360-375
Proteinas (g) 23 4,2-7,8 6,1-9,2 8 4-7
Hidratos 16 58,3 47-65 54,1-60 78-82
Carbono (g)
Almidon (g) 13 3.1 1,1 - 2-8
Azlcares (g) 3 50,1-60 54,1-56,9 58,3 70-78
Grasas (Q) 11 29-30,6 30-31,8 30,9 2,5-3,5
AGS (g) 6,5 15,1-18,2 17,6-19,9 18,2 1,5-2,1
AGM () 3,6 8,1-10 9,6-10,7 9,9 0,8-1,1
AGP (g) 0,3 0,7-1,2 1,0-1,2 1,1 0,1
Sodio (g) 0,2 0,7-1,2 1,0-1,2 11 0,1
Potasio (g) 2 0,4 0,34-0,47 0,35 0,44-0,9
Calcio (mg) 150 35-63 190-214 270 30-300
Fésforo (mg) 600 167-287 199-242 230 140-320
Hierro (mg) 20 2,2-3,2 0,8-2,3 0,2 4-9
Magnesio (mg) 500 100-113 45-86 26 100-125
Zinc (mg) 9 3 150-165 180 1
Vit A (UI) 1 0,25-0,3 0,4-0,6 1,14 0,2
Vit E (mg) 1 0,25-0,3 0,4-0,6 1,14 0,2
Vit B1 (mg) 0,37 0,04-0,07 0,05-0,1 0,08 0,07
Vit B6 (mg) 0,16 0,04-0,05 0,05-0,1 0,08 0,03
Ac. Folico (mc) 38 6-10 5-10 10 7,6

Fuente: (INIAP, 2009)
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2.5.  Leche chocolatada

La conceptualizacion de la leche chocolatada establece que este “tipo de bebida
pertenece al grupo denominado leche compuesta o aromatizada; y es aquella a la que se
agrega algun producto para dar un sabor determinado” (Revilla, 1996). La leche

compuesta se conoce como leche con esencias y sabores de frutas.

2.6.  Propdleo

El propdleo o propolis se define como una sustancia natural, con caracteristica resinosa
y adhesiva; dicha sustancia es “recolectada por abejas meliferas africanizadas (Apis
mellifera L) de las yemas, hojas de arboles y plantas mezcladas con polen y enzimas que
las abejas secretan” (Popova M, et al., 2007). La funcion de las abejas es usar el propoleo
para sellar las paredes interiores de sus colmenas y formar una barrera protectora contra
intrusos externos como los insectos y demas animales, considerados responsables de la
baja incidencia de bacterias y hongos en las colmenas. “La actividad bioldgica
antimicrobiana es debido a la presencia de compuestos de flavonoides y fenol” (Castaldo
S, & Capasso F, 2002). “Los propoleos son compuestos de balsamo y resina vegetal (50%
v/v), cera (30% v/v), aceites esenciales de hierbas (10% v/v), incluyendo restos organico”

(Bankova , 2005).

Otro estudio investigativo sefiala que, desde la antigtiedad el propolis era conocido por
ser utilizado en diversos fines, entre los que se destaca el medicinal. EI propolis puede
variar segin “las especies de plantas frecuentadas por las abejas y de la vegetacion que
rodea el lugar de emplazamiento del colmenar, las técnicas de recoleccién también
influyen en las caracteristicas macroscopicas y organolépticas del propdleo” (Romani &

Humire, 2009).

2.6.1. Caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas del propéleo

Los aceites esenciales le otorgan caracteristicas aromaticas y segun el origen de la
resina, tiempo de recoleccion y edad, puede ser de un color amarillo claro a castafio
oscuro; adquirir un sabor amargo, levemente picante o insipido; y consistencia, “ya que
atemperaturas de 45 a 250°C el propdleo es una sustancia suave, flexible y muy pegajosa;

mientras que, por debajo de los 15°C, se vuelve duro y quebradizo” (Pefia, 2008).
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2.6.2. Propiedades del propdleo

Es importante destacar que el propdleo es una mezcla de varios componentes, en

cantidades distintas, contiene entre 50 a 60% de resinas y balsamos, 30 a 40% de cera, 5

a 10% de polen, y 8 a 10% de aceites esenciales. Se han aislado 180 compuestos en el

prépolis, sus principales componentes flavonoides y acidos fendlicos o ésteres (50%),

contienen muy variables de ceras (7,5% a 35%) que afectar&n a los respectivos

componentes restantes, aceites volatiles (10%), polen (5%) e impurezas (4,4 a 19,5%).

Ademas, pequefias cantidades de terpenos, taninos, restos de la secrecion de las glandulas

salivales de las abejas y posibles contaminantes (Romani & Humire, 2009).

2.7.

Propiedades farmacoldgicas

Antimicrobiana se refiere al propolis como activo frente a numerosos microorganismos
como: Bacillus larvae, B. subtilis, Bacilo de Koch, Staphylococcus aureus, Streptomyces
sobrinys, S. mutans, S. cricetus, Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Giardia lambia,
Bacteroides nodosos, Klebsiella pneumoniae, e incluso contra algunos resistentes a los
antibidticos como, el Streptococcus piogenes. El prépolis es més activo frente a los cocos
gram-positivos.

Antifungica: El prépolis muestra, en distintos grados efectos fungicidas frente a numerosas
especies como: Candida albicans, Aspergillus niger, Botrytis cinerea, Ascosphaera apis y
Plasmopara viticola. La mayor inhibicién observada corresponde a una concentracién de
préopolis del 4%. Sin embargo, independientemente de su efecto intrinseco, parece ser que
el prépolis estimula la actividad antifungica de los macréfagos.

Antiviral: El propolis ejerce efectos inhibidores frente a los virus de la viruela vacuna, la
influenza, la enfermedad de Newcastle, el herpesvirus, la fiebre del valle de Rift, la gripe
aviaria, la infeccion virica bursal, el reovirus y el virus de la gripe Hong Kong. En un
estudio clinico se ha comprobado que una pomada de propolis canadiense, rica en
flavonoides, es mas efectiva que el Aciclovir en el tratamiento del herpes genital.
Antiprotozoaria: Se ha asilado cuatro componentes del propolis brasilefio con una
moderada actividad frente al Trypanosoma cruzi. EI maximo efecto se obtiene contra los
tripomastigotas, que desaparecen de la sangre en 24 horas. También inhibe la infeccion
protozoaria de los macréfagos peritoneales y de las células miocardicas. Frente a la
Acanthamoeba castellanii, el extracto etanélico del prdpolis es amebicida en

concentraciones del orden de los 8 mg/ml.

16



Inmunoestimulantes: Se ha comprobado la eficacia inmunoestimulante del propolis en
diez voluntarios sanos, en los que se determinaron los niveles de citoquinas antes y después
de administrar 500 mg diarios de prépolis por via oral durante trece dias.
Antiinflamatoria: Algunos de los componentes del propolis como el acido cafeico y el
éster del &cido fenil etil cafeico, la quercetina y la naringenina poseen efectos
antiinflamatorias al actuar sobre la produccion de eicosanoides, tanto in vitro, suprimiendo
la generacion de prostaglandinas y de leucotrienos en macréfagos peritoneales como in
vivo, antagonizando la respuesta inflamatoria peritoneal aguda inducida por la zimosina.
(Romani & Humire, 2009, p. 13)

2.9. Calidad del propdleo

“Las propiedades biologicas que los propdleos poseen y pueden ser aprovechadas en
la industria alimentaria, cosmética o quimicas; son dependientes de su composicion
quimica” (Pefia, 2008). Por ello, resulta necesario el establecimiento de una normativa
que permita evaluar la calidad, caracteristicas, propiedades y limites de seguridad del

propoleo.

Actualmente, en Ecuador no existe una normativa que indique los requerimientos
necesarios para establecer el uso de propoleos en alimentos. Sin embargo, a nivel
internacional existen normas, tales como: la (Norma Russa, 1977), (Norma Cubana,
1994), (Norma Salvadoreriia, 2003) y (Norma Argentina, 2004); las cuales establecen los
requisitos minimos de calidad que debe cumplir el prop6leo crudo para su
comercializacion, con la finalidad de que los productores adopten medidas distintas de
proteccion de la salud de la poblacion. La tabla 2.5 presenta las caracteristicas
organolépticas para la evaluacion de la calidad del propoleo.
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Tabla 2.5. Caracteristicas generales para la evaluacion de la calidad del

propdleo

Caracteristicas organolépticas

Consideraciones

Aroma

Color

Sabor

Consistencia a temperatura ambiente

Aspecto

Caracteristicas fisicas y quimicas
Extracto seco

indice de oxidacion

Compuestos fendlicos (mg AG/ml)
Flavonoides

Espectrograma UV-VIS

Metales pesados: plomo y arsénico

Residuos de plaguicidas y antibioticos
Humedad

Cenizas

Cera

Impureza mecénicas

indice de yodo

Solubilidad en etanol
Caracteristicas microbiol6gicas
Bacterias mesdfilas (UFC/g)
Coliformes fecales (UFC/g)
Coliformes totales (UFC/g)
Staphylococcus aureus (UFC/g)
Hongos (UFC/g)

Fuente: (Norma Russa, 1977), (Norma Cubana, 1994), (Norma Salvadorefia, 2003) y

(Norma Argentina, 2004).

Inodoro, resinoso suave, aromatico o
balsamico.

Amarillo, café, verde, rojo, gris y sus
tonalidades.

Picante, dulce, amargo e insipido.

Muy blanda, blanda, dura, poco dura,
pegajosa y porosa.

Homogéneo o heterogéneo.

Minimo 10%

Maximo 22 segundos

Minimo 0.25-5%

Minimo 0.22-0.5 ml.L

Maéaximo de absorcién entre 270 y 315nm
Méaximo 2mg*kg? y 1mg*kg?,
respectivamente

Ausente

Méximo 8%

Méximo 5%

Méximo 30%

25-30%

Minimo 35%

30-35%

<10,000
0

<100
100
1-1000



Para garantizar la calidad del producto se debe tomar en cuenta las consideraciones de
las tres normativas, las cuales han permitido conocer estratégicamente los beneficios en

las caracteristicas organolépticas, fisicas-quimicas y microbioldgicas del propéleo.

2.10.1. ; Como conservante natural?

Los diversos estudios han demostrado que el propdleo posee “propiedades
antioxidantes, antimicrobianas y antifungicas, mismas que dependen del origen botéanico,
composicion quimica, estacion climatica, método de extraccion, edad y zona geogréafica
de recoleccion. El propolis por ser un producto natural recibe la denominacién GRAS
(generalmente reconocido como seguro)” (Vargas, Torrescano, & Sanchez, 2013). Los
efectos de los extractos de propéleo sobre bacterias y hongos, asi como los patdgenos de
interés sobre los alimentos, tienen la capacidad para ralentizar o prevenir reacciones de
oxidacion, lo cual los convierte en productos naturales potencialmente atractivos para ser

usados como conservantes alimentarios sustituyendo los aditivos sintéticos.

Una investigacién sobre los extractos etandlicos de propdleo (EEP) a péliculas
comestibles, para su aplicacion en alimentos a base de hidroxipropilmeticelulosa
(HPMC); vy los extractos etandlicos de propéleo (EEP) en uvas de variedad Moscatel,
considerando que los recubrimientos mejoraron la apariencia de la uva y pueden ser
buenos revestimientos para obtener productos mas saludables, “reduciendo la pérdida de
peso y controlando la produccion de CO.; estas péliculas revelaron una notable actividad
antifungica contra los hongos probados, mostrando un mayor efecto inhibitorio sobre
Aspergillus niger” (Pastor, et al., 2010).

Por otro lado, un estudio desarrollado con salchichas frescas refrigeradas tuvo como
objetivos adicionar e incrementar la vida Gtil de las mismas, con la incorporacion del
extracto etandlico de propdleo, mediante el analisis fisico-quimico, microbioldgico y
sensorial. Los resultados obtenidos fueron que los panelistas aprobaron las salchichas de
9 dias mas de control; mientras que, la oxidacion lipidica fue menor al contenido
flavonoides y compuestos fendlicos que ralentizaron la oxidacion a los 21 dias. Asi
mismo, se percibio un efecto bactericida contra lipoliticas, o que comprobo que el
tratamiento con extractos etanolicos de propoleo con respecto al control, suspende las

bases volatiles de las bacterias proteoliticas deteniendo su descomposicion. “Los conteos
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microbianos fueron altos a partir del dia 18, por lo que concluyeron que el tratamiento si

gener6 un aumento en la vida utill de las salchichas” (Ali, et al., 2010).

2.11. Aditivos alimentarios

Se considera aditivo alimentario a una sustancia que se consuma o no como alimento,
se pueden usar insumos, que modifiqguen o no el valor nutricional, y se incorpore
intencionalmente al alimento con soluciones tecnoldgicas, comprendiendo las
caracteristicas organolépticas en las fases de elaboracion hasta el almacenamiento del
producto, que resulte directa o indirectamente, los componentes del alimento y no afecte
a sus caracteristicas; que deben ser admitidas o caracterizadas quimicamente, con el aval
de controles toxicologicos establecidos por los organismos sanitarios, para “conservar la
calidad de nutrientes del alimento, destinados a un grupo de consumidores con
necesidades dietéticas especiales, que aumente la estabilidad, para establecer la cantidad
maxima de un compuesto que puede consumirse diariamente durante toda la vida” (Codex
Alimentarius, 1995). Estos aditivos no deben causar un riesgo a la salud humana, dentro
de los parametros establecidos se encuentra la Ingesta Diaria Aceptable (IDA), expresada
en miligramo de aditivo por kilogramo de peso corporal. La actividad de los
microorganismos (bacterias, levaduras y mohos) es la principal razén del deterioro de los
conservantes alimentarios.

Los fabricantes de alimentos, sufren pérdidas en sus ganancias cuando por las
alteraciones microbianas, sus materias primas y elaboradas se deterioran, incidiendo de
esta manera en la proyeccion de una imagen negativa de la marca que los empresarios de
estos productos ofertan en el mercado. Los métodos fisicos como “el calentamiento,
deshidratacion, irradiacién o congelacién, pueden asociarse métodos quimicos que

causen la muerte de los microorganismos o que al menos eviten su crecimiento” (Cubero,

2002).
La tabla 2.6 aborda el tema de los aditivos con actividad conservante mas utilizados

por la Unién Europea, con la respectiva caracterizacion, aplicacion, efectos y limites de

los mismos.
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Tabla 2. 6. Aditivos con actividad conservantes mas utilizados en la Union

Europea (UE)
Nombre Caracteristica Aplicacion Efectos y limites
Pan envasado vy
bolleria.
Concentrados de Metabolicamente se
Acido graso insaturado  zumos. comporta como los demas

Acido sorbico

muy poco soluble en
agua y presente en

algunos vegetales.

Postres a base de
leche.
Queso fundido, en
lonchas, etc.
Aperitivos a base de

cereales.

acidos grasos, es decir, se
absorbe y se utiliza como
una fuente de energia.
IDA: 25mg/kg peso.

Actividad

antimicrobiana

Bebidas
aromatizadas.

Cervezas sin alcohol.

Se absorbe rapidamente en
el intestino, eliminandose

también con rapidez en la

Acido descubierta en 1875. \ ad
. ermeladas y . )
benzoico Presente de forma o orina. No tiene efectos
confituras. -
natural en canela o Salsas de tomat acumulativos.
alsas de tomate o )
ciruelas. o IDA: 5mg/kg peso.
pimiento.
Destruye la  tiamina
Uno de los mas Zumo de uva, mostos, (vitamina By)
Anhidrido Zr:lguos con:t_arv?n-t(;es. \(/:mfosl,,sm;ayvmagre. El 3-8 de los enfermos de
icaz en medio acido, Cefalépodos y .
sulfuroso _ ’ asma son sensibles a los
contra bacterias, mohos crustaceos frescos y sulfitos
y levaduras. congelados. IDA: 0,7mg/Kg peso
Impide el crecimiento El' nitrito se une a la
de  microorganismos orod o hemoglobina, e impide el
roductos carnicos .
\i patogenos como b transporte de oxigeno.
itratos adobados. o
o Y Clostridium botulinum, o IDA nitritos: 0,06 mg/kg
nitritos Productos carnicos

Forma un compuesto
rosa brillante con el

pigmento de la carne.

embutidos.

peso.
IDA nitratos: 3,7 mg/kg

peso.

Fuente: Elaborado por (Cubero, 2002, p. 5)
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De esta manera, en la actualidad se pretende minimizar la adicion de conservantes,
sustituyéndolos por medios fisicos, pasteurizacion, esterilizacion, presion controlada en
embalajes adecuados, o el debido mantenimiento de cadenas de frio entre la produccion

y el consumo.

2.11.1. Sorbato de potasio y benzoato de sodio

El sorbato de potasio es un compuesto que tiene consistencia pulverulenta, su
coloracion tiende a ser de blanco a crema, posee un olor caracteristico, se ha comprobado
su eficacia contra mohos, levaduras e infinidad de bacterias, inhibiendo la formacion de
micotoxinas. Tiene un alcance de accion de 6.5 en el pH, es soluble en agua, alcohol, se
conserva en recipientes cerrados, en un lugar frio y seco. Se puede emplear como
conservante de jugos de frutas, pulpas, vinos, cereales, mantequillas, margarinas, crema,
quesos, reposteria, refrescos embotellados, productos carnicos curados y cocidos.

Por su parte, el benzoato de sodio es un “polvo o son granulos de color blanco,
inodoros o con olor ligero; su sabor es astringente y dulce, soluble en agua, es un
conservador que inhibe la actividad de los microorganismos tales como levaduras,
bacterias y mohos” (Rubio & Pozo, 2012). Su pH es menor o igual a 4.5; esta sustancia se
adiciona en los primeros pasos de elaboracion con la finalidad de conservar el producto,

se garantiza su almacenamiento en lugares frescos y secos.

2.11.2. Gelificantes, espesantes y estabilizantes

Las sustancias gelificantes, espesantes y estabilizantes, son consideradas complejas,
en agua son insolubles en dosis superiores al 5%, modifican las texturas de los alimentos;
son fuentes vegetales o0 de microorganismos. Las gomas extraidas de los vegetales y las
semillas son conocidas como exudados o resinas; o producidas por microorganismos. La
capacidad de retencion de agua permite estabilizar los productos alimentarios como las
suspensiones de pulpa de frutas en bebidas o postres, en la cerveceria para fijar el nivel
de espumado entre otros. “Asimilables metabolicamente a la fibra dietética, pueden
producir efectos beneficiosos reduciendo los niveles de colesterol del organismos”
(Cubero, 2002). La comparacion de gelificantes, espesantes y estabilizantes se exhibe en
latabla 2.7.
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Tabla 2. 7. Comparacion de gelificantes, espesantes y estabilizantes

) o Efectosy
Nombre Fuentes Caracteristica Aplicacion o
limites
Tratamiento de la
No se ha
| pulpa de madera )
Carboxi o ] ) registrado casos
) purificada con una o Bebidas l4cteas, )
metilcel ) Polimero anidnico ) de lesiones por
solucion al 18% de carnicos, quesos, )
ulosa . o soluble en agua. consumo, dosis
hidroxido sodico y entre otros.
(CMC) o . de 0,20 gramos
sal sodica del &cido )
. por Litros.
cloroacético.
Geles )
) Postres  lacteos, ) )
térmicamente Baja absorcion
] ) conservas ) )
Algas rojas de la reversibles  con intestinal.
. o vegetales, sopa y
familia textura similar a la No se ha
_ salsas. _
Carrage | Rhodophyceae: de la gelatina. registrado casos
o ) Cobertura de )
nanos | Gigartina, Concentraciones ] de lesiones por
) derivados
Chondrus, superiores al Su consumo.
] carnicos 'y de
Furellariay. 0,15% IDA: hasta 50
] pescados
proporcionan mg/Kg.
- enlatados.
texturas solidas.
Leches
Essoluble tantoen fermentadas Inhibe la
agua fria como en (naturales/simples retrogradacion
Fermentacion  de caliente, su ) sin tratamientos del almidén y la
sustrato viscosidad térmicos después sinéresis de
conteniendo D- depende poco de de la otros geles,
Goma » .
glucosa con la temperatura o fermentacion. estabiliza,
xantana . ) )
Exopolisacaridos del pH y no se ve Bebidas, lacteos, espuma, retrasa

por Xanthomonas

campestris.

influida por la
presencia de
concentraciones

elevadas de sales.

salsas y aderezos,
jarabes,
coberturas,
condimentos vy

salsas.

el crecimiento
de cristales de
hielo.

IDA: 0.3-3 g/kg.

Fuente: Elaborado por (Cubero, 2002), (Pasquel, 2001) y (Codex Alimentarius, 1995).
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CAPITULO 3—- METODOLOGIA
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3.1. Materiales y métodos
En el presente capitulo se detallan los aspectos que engloban los materiales utilizados

durante la investigacion: ubicacion geogréafica; equipos, materiales de laboratorio,
implementos y herramientas; estandarizacion del proceso; y proceso de obtencion del

extracto etanolico de propdleo y la leche chocolatada.

3.2.  Ubicacion geogréfica del ensayo

El propdleo utilizado para la ejecucion del trabajo investigativo procede de la finca
Delfin Carlozama de la provincia de Imbabura, Ecuador; con este los estudios se
realizaron en el laboratorio de lacteos de la Facultad de Ciencias Zootécnicas de la
Universidad Técnica de Manabi, ubicado en la via Boyaca kilometro 1.5 del cantén
Chone, provincia de Manabi; y los andlisis microbioldgicos se ejecutaron en la Facultad

de Ciencias Matematicas, Fisicas y Quimicas, de la misma institucion.

3.2.  Equipos, materiales, implementos, herramientas y materia prima

3.2.1. Equipos

- Generador de calor.

- Agitador.

- Filtros.

- Balanza analitica de 0.005 a 250 g.
- Cuarto frio.

- Rotavapor (Biichi + Bomba V700).
- Cabina de flujo laminar horizontal.
- Incubadora.

- Autoclave.

3.2.2. Materiales de Laboratorio
- Mechero de bunsen.

- Termdmetro digital.

- Refractometro 0 — 32 ° Brix.

- Potenciometro de acidez.

- Probeta de 500 ml.

- Probeta de 250 ml.
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Papel filtro.

Embudo.

Malla.

Pipetas de 2 ml.
Pipetas de 1 ml.
Cajas Petri.

Bastones de drigalski.

3.2.3. Implemento y Herramientas

Toallas desechables.
Jabon liquido.
Lavabo.

Libreta.
Esferogréficos.
Cémara digital.
Computadora.

Flash memory.
Calculadora.
Impresora.

Hojas de papel boom.

3.2.4. Reactivos

Alcohol etilico de 96° GL.
Alcohol etilico de 70° GL.
Agua Peptona Tamponada.

BD Palcam Listeria Agar.

Placas de recuento rapido petrifilm para Aerobios Mesdfilos (AC), Coliformes Totales

(CC), Escherichia coli (EC) y Salmonella (SALX).

Agua peptonada tamponada (APT).
Agua destilada.
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3.2.5. Materia Prima
Leche.
Cacao en polvo.

3.2.6. Aditivos

Edulcorante (AzUcar de cafia).

Estabilizante (Goma Xantan, Carragenina).

Emulsionante (Carragenina).

3.2.7. Conservantes

Extracto etandlico de propoleo.

Sorbato de sodio.

3.3.  Estandarizacién del proceso

Se realizaron seis pruebas preliminares para estandarizacion de la leche chocolatada
con el extracto etanolico de propdleo:

Tabla 3. 1. Resultados de las muestras preliminares de estandarizacion de proceso

Férmula

Descripcién

Muestra 1:

Cacao puro 76,1 g
Leche entera 500 ml
Azlcar 50 g

Goma xantan 0,099

La leche inicialmente tenia 10°Brix (Bx) al momento
de terminar el producto constd con 19°Bx. Para este
caso se efectuaron 5 muestras de 100 ml. Se us6 goma
xantan lo cual permitié una corta estabilidad dentro

del producto.

Muestra 2:
Leche entera 650 ml
Azlcar 259
Cacao sin grasa 25¢

Goma xantan 0.11g

Se tomé a la leche los solidos solubles los cuales
estaban en 10°Brix y al término de la elaboracion de
la leche chocolatada se volvié tomar la lectura siendo
de 18°Bx. Se elaboraron 5 unidades por 130 ml de
producto y se sometié a minima cantidad de goma

xantan.
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Muestra 3:

Leche entera 950 mi
Azlcar 359

Cacao sin grasa 35¢
Goma xantan 0.13 g
Carboximetilcelulosa
(CMC)0,19¢g

Se tomo la referencia de los sélidos solubles de la
leche entera de 10°Bx y al finalizar el producto obtuvo
20°Bx. Esta proporcion de leche era para 7 unidades
con un contenido de 130 ml. La adicion del
componente estabilizante permitiria la persistencia del

producto.

Muestra 4:

Leche entera 950 ml
Azlcar 20 g

Cocoa sin grasa 25 g
Goma xantan 0.28 g
Carragenina 0.13 g

Se realiz6 la toman de sélidos solubles que fue de
10°Bx y al término de la elaboracion del producto la
cifra fue de 19°Bx. Con una proporcién de 130ml de
leche chocolatada para 7 unidades envasadas y con
estabilizante de Carragenina.

Muestra 5:

Leche entera 950 ml
Azlcar 20 g

Cacao singrasa 12 g
CMCO0,19¢
Carragenina 0.13 g

Se inici6 con la toma de sélidos solubles en 10°Bx de
la leche entera, y al finalizar la elaboracion se obtuvo
19°Bx. Con una proporcion de 130 ml de leche
chocolatada en 7 envases con la adicién de CMC y

Carragenina.

Muestra 6:

Leche entera 950 ml
Azlcar 20g

Cacao sin grasa 7.7
Goma xantan 0.28 g
CMCO0.19¢g
Carragenina 0.13 g

En el primero la toma de los grados Brix en la leche
fue de 10°Bx, y finalizando el proceso fue de 19°Bx.
Esta formulacion permitio elaborar 7 unidades de
chocolatada con 130 ml en cada envase, la adicion fue

de tres estabilizantes.
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Muestra 7: Al tener la referencia de que los estabilizantes

Leche entera 1000 ml funcionaron en la muestra #6, se la escogié para ser
Azlcar 25 g usada con la interaccion de los extractos etandlicos de
Cacao singrasa 10 g propdleo en diferentes concentraciones al 0,5 ml.L?, 1
Goma xantan 0.15 g mlLY, 15 mlL? el que anteriormente fue
CMCO0.20 ¢ rotaevaporado para la eliminacion del solvente.

Carragenina 0.30
Extracto etandlico de
propdleo con 0,5 ml.L*?, 1
ml.L?Y 1,5 ml.L?

3.3.1. Obtencion del extracto etandlico del propoleo (EEP)

Recepcion de la materia prima: En esta primera fase se procedio a la limpieza del
propoleo con la eliminacion de impurezas adheridas en el momento de la recoleccion y
en este caso fue fundamental observar ciertas caracteristicas organolépticas de la materia
prima.

Congelacion: El propoleo fue llevado al congelador a una temperatura de < 5°C por 6
horas, para que los cristales de hielo atravesaran el mismo y fuera mas facil trocearlo.

Troceado: Se dividio el propoleo en partes diminutas con el objetivo de que pueda
diluirse en alcohol en menor tiempo.

Disolucion del alcohol: Se calculé la cantidad de agua destilada en un alcohol etilico
de 96° para que este contenga 70° GL.

Preparacion del propéleo y el alcohol: Se pesaron 100 gramos de propoleo en 200
cc de alcohol etilico de 70° GL.

Maceracion: Se realizaron constantes movimientos diarios para disolver las particulas
de propodleo en el alcohol, al cabo de 30 dias se obtuvo el Extracto Etandlico de Propoleo
(EEP).

Filtrado: Se emple6 papel whatman#41 con un estimado de 3 horas para la
decantacion del extracto y la eliminacion de impurezas.

Rotavaporador V 700: El uso del equipo permitio la extraccion del solvente del
compuesto logrando concentrar el Extracto Etandlico de Propoleo (EEP), mediante la
bomba de vacio, se redujo la presion sin que sea necesario aplicar tanto calor al sistema,
ni tampoco la reduccién de la cantidad de alcohol etilico presente en el mismo, el proceso

tuvo una duracion de 4 horas.
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Envasado: Se envasé en frasco oscuro para evitar que la luz ingrese al frasco y
deteriore el Extracto Etanolico de Propéleo (EEP), a través de reacciones fotoquimicas,
de esta manera se preservo el producto.

Almacenado: Una vez envasado, no fue necesario introducir el producto en medios

frios, y por el contenido en alcohol etilico pudo mantenerse a temperatura ambiente.

Propoleo
Troceado 6 horas / <1°C
Alcohol etilico 96 GL 707 GL
Preparacion de propélec +

alcohol mv (30e/1530ml)

Maceracicn 30 dias

Filtrado de residuos e
impureza- 3 horas
Eotavapeor (Bichi + Bomba
W700) por 4 horas
Extracto Etanclico de propéleo
Envazado
Temperatura ambiente

Figura 3. 1. Flujograma de obtencion del extracto etandlico de propoéleo

3.3.2. Elaboracion de la leche chocolatada con extracto etandlico de propoleo (EEP)

Recepcidon de materia prima: En esta primera fase se verificd las caracteristicas
organolépticas, el estado sanitario, y la composicion fisica quimica (pH, densidad, acidez)
de la leche entera recién ordefiada.

Filtrado y enfriamiento: Se elaboraron registros de hallazgos de residuos fisicos
(impurezas, piedras, etc.) en la leche, al finalizar este procedimiento se sometid a

enfriamiento <7°C.

30



Estandarizacion: El contenido de materia grasa fue de 3,8 % para la leche entera.

Dosificacion: Se adicion6 los siguientes aditivos: azucar, estabilizantes y Extracto
Etanolico de Propdleo (EEP) en diferentes concentraciones con el fin de obtener un
producto homogeneo.

Pasteurizacion: Se procedio a calentar la leche chocolatada a una temperatura de 60°C
por 30 minutos.

Homogenizacion: Se redujo de tamafios de los globulos grasos y otras particulas de
los aditivos con el fin de mejorar las caracteristicas organolépticas de la leche
chocolatada.

Envasado: Se utilizé envases de pléstico (polietileno), apropiado para resistir altas
temperaturas, en presentaciones de 300 ml.

Almacenamiento: Una vez terminado el producto fue almacenado en un cuarto frio
manteniendo una temperatura de 4°C; ya que asi se logro evitar la proliferacion de agentes

patdgenos.

Leche entera Analisis fisico quimica (pH v acidez titulable)
Hallazgos de residuos Impurezas/ <7°C
Descremado a 3.8 MG
Coca, Azicar, estabilizantes y EEP 0,5 mLL1; 1
ml L1 1.5 ml 1!
Pasteurizacién 60 °C por 307
Homogenizacion
Envasado en PET esterilizado de 300 ml.

Choque térmico < 5°C

Almacenamento de 4 *C

Figura 3. 2. Flujograma de elaboracion de leche chocolatada con extracto
etandlico
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3.4. Disefio experimental

Para las tres concentraciones de extracto etandlico de propdleo de 0,5 ml.L*,1 ml.L7,
1,5 ml.L %, la muestra testigo sin conservante y el control quimico sorbato de potasio, se
evaluaron las caracteristicas fisico quimicas (pH y acidez titulable). Las evaluaciones
fueron cada siete dias durante un periodo de cinco semanas, estas se llevaron a cabo a
través de un disefio bifactorial de clasificacion simple univariado y para el anélisis
sensorial del producto se realiz6 un andlisis de clasificacion simple. En la tabla 3.1 se
presenta la descripcion de los tratamientos en estudios, la segunda columna estipula los

codigos que se le otorgd al test sensorial que fue llenado por los jueces afectivos.

Tabla 3. 2. Descripcion de los tratamientos en estudio

N° TRATAMIENTO DESCRIPCION NORMAS INEN
Quimico sintético 3 Réplicas con Sorbato
de potasio.
Testigo 3 Réplicas con leche

sin conservante.

T1 516 3 Réplicascon EEP 0,5 Referencia de la
ml.L* norma 2395:2011
T2 408 3 ReéplicasconEEP 1,0 para leches
ml.L?t fermentadas  de
T3 315 3 Réplicas con EEP kumis.
1,5ml.L?

3.4.1. Analisis estadisticos

El estudio que se aplicd fue un ANOVA multifactorial entre grupos, procedimiento
indicado por el programa SPSS en la opcién Modelo lineal general univariante, este MLG
Factorial proporciond un andlisis de regresion y un ANOVA para una variable
dependiente (respuesta). Para la comparacion de medias se utilizo la Prueba de Tukey,
todos los ensayos se realizaron por triplicado analizando sus resultados correspondientes
para las caracteristicas organolépticas, con los tres tratamientos de extracto etanolico de

propdleo.
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3.5.  Andlisis microbioldgico
Se procedio a la realizacion de los diferentes analisis microbiolégicos que fueron
necesario aplicarse para cada uno de los tratamientos y sus réplicas, mediante las técnicas

y procedimientos adecuados. A continuacion se los describe:

3.5.1. Recuento total Aerobios Mesofilos

Se preparo una dilucion de 1:10 de la muestra, envasandola en una botella de dilucion
se adiciond la cantidad apropiada de agua peptonada tamponada estéril con la muestra de
leche chocolatada, se mezcld6 homogéneamente hasta ajustar su pH entre 6.6 y 7.2;
volumétricamente 1ml de leche en 9ml de agua peptonada tamponada; de lo cual se tomo
un 1ml de las disoluciones para ser adicionadas en placas de recuento rapido (petrifilm™
3M) de aerobios mesoéfilos (aerobic plate count AC). Estas muestras se replicaron para
los demas tratamientos, asi mismo las “disoluciones se inocularon a 35°C + 1°C por 48
horas en atmdsfera aerobia y posteriormente se leyeron los resultados en un contador de
colonias estandar” (AOAC, 1990).

3.5.2. Recuento de coliformes

A partir de una dilucion de 1:10 para cada una de las réplicas con sus respectivos
tratamientos, se procedié a adicionar la cantidad apropiada del siguiente diluyente agua
peptonada tamponada estéril y con pH ajustado a 7.2; se mezclo bien la muestra mediante
los métodos usuales de los cuales se tomd 1ml de cada uno en placas de recuento rapido
(petrifilm™ 3M) para “coliformes totales (Coliform counts CC) que fueron incubadas por
24h+2ha37°C+1°Cypor24had8h+2ha35°C + 1°C para determinar Escherichia
coli” (AOAC, 1991).

3.5.3. Aislamiento de Salmonella spp

Con la dilucién de 1:10 para cada una de las réplicas con sus respectivos tratamientos,
se procedi6 a adicionar la cantidad sugerida con un diluyente estéril de agua peptonada
tamponada y con el ajuste de pH entre 6.6 y 7.2; se aplic6 1ml de la dilucion a la placa
placas de recuento rapido (petrifilm™ 3M ) de Salmonella (Salx) y se disperso para luego
ser sometida a la “incubadora por 24 &+ 2h a 35°C + 1°C para determinar la presencia de

Salmonella” (AOAC, 1998).
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3.5.4. Aislamiento de Listeria monocytogenes

Este procedimiento se realizd mediante Becton Diskinson Palcam Listeria Agar en el
cual se pesaron 18g en 250ml de agua destilada estéril, el medio fue llevado a autoclavar
121°C por 15 minutos y se procedié a aplicar el medio en las placas petri alrededor de
15ml, dejando enfriar hasta que se formo un gel, la muestra permitio adicionar la mezcla
de las diluciones de 1:10 de agua peptonada tamponada y leche chocolatada. Después de
este proceso con el baston de drigalski se esparcié la muestra, una vez terminado este
proceso, con la adicién de cada uno de los tratamientos y sus respectivas réplicas se llevo
a la “incubadora por 37°C + 1°C durante 24 h £ 2h, después de dicho tiempo se procede
a la lectura de colonia en caso que lo hubiera y se acepta o descarta mediante tincion de
Gram” (ISO 11290-1, 2017).

3.6.  Analisis fisico-quimico
Para el debido control de la leche chocolatada se le efectud andlisis fisico — quimicos,
mediante los cuales se determinaron a las muestras evaluadas en el pH y acidez titulable.

3.6.1. pH

La medicién se realizo por el método cuantitativo, por potenciometria que es medida
precisa, se utilizaron soluciones buffer de pH 7 alcalino y otra de pH 4 acidos, se midié a
las tres repeticiones por cada tratamiento desde el dia 0 hasta los 35 dias (quinta semana)
que duro la investigacion. “Las leche fluidas con ingredientes deben estar con un minimos

6.4 y 6.85 para las leches enteras, semidescremadas y descremadas” (INEN, 2010).

3.6.2. Acidez titulable

La acidez se mide por titulacion y corresponde a la cantidad de hidréxido de sodio que
se va a emplear para neutralizar los grupos acidos. La determinacién se realiz6 por
triplicado sobre las muestras de cada tratamiento. Se lavd y se seco el matraz Erlenmeyer
en la estufa a 103° + 2°C durante 30 minutos. De este modo, en el matraz se pesaron 10ml
de leche y se diluyo el contenido de la muestra con la adicion de 1cm® de solucion
indicadora de fenolftaleina, a su vez se agreg6 lentamente y con agitacion, la solucion de
0,IN de hidréxido de sodio, hasta que se obtuvo un color rosado persistente por 30
segundos y al final se leyd el contenido gastado de la bureta con aproximacion a 0,05 cm?®

(INEN, 1984).
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Este resultado se expresa el contenido en acido lactico. “Un grado Dornic equivale a
0,19/l de &cido lactico 6 0,01mL/L en gramos de &cido lactico por litro o kilogramo.
NaOH (0.1N) libre de carbonatos (cada mililitro equivale a 0.009g de acido lactico)”
(Rodriguez, 2005).

La acidez se calcula mediante la ecuacion siguiente:

Siendo:

VxN
A =0,09 x 100

A = acidez titulable de la leche, en porcentaje de masa de acido lactico.
V = Volumen de la solucion de hidroxido de sodio empleado en la titulacion, cm?,
N = Normalidad de la solucion de hidréxido de sodio.

M= muestra de leche chocolatada.

15,97 ml x 0,009
A=0,09 x 100 = 0,129
10 ml

Ejemplo de acidez titulable de una réplica de la leche chocolatada sin conservante fue
de 0.13°D.

3.7.  Andlisis sensorial

El procedimiento del test sensorial se efectud con jueces afectivos que son “individuos
gue no tiene que ser seleccionados ni adiestrados, son consumidores escogidos al azar,
representativos de la poblacion a la cual se estima esta dirigido el producto que se evaltia”
(Manfugés, 2007, p. 32). Estas pruebas se emplearon en condiciones similares a las que
normalmente se utilizan al consumir el producto. Para este analisis afectivo se detallaron
las tres escalas que se tomaron en consideracion. En primera instancia, se buscé la
presentacion de las muestras, los jueces afectivos procedieron a degustarlas; en segundo
lugar, se afiadié un codigo que no le permitio a los jueces afectivos el reconocimiento de
las muestras; sin embargo, el investigador tenia conocimiento de que codigo correspondia
a cada una. Luego los jueces afectivos tuvieron que adicionar una X en los valores de

cada parametro a evaluar en el test sensorial.
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CAPITULO 4 - RESULTADOS Y
DISCUSION
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4.1. Resultados de la estandarizacion del proceso

Los estabilizantes CMC, Goma Xantadn y el emulsificante Carragenina, se deben
mezclar con un aditivo como el azlcar para garantizar la homogeneidad del producto; asi
mismo el extracto etandlico de propoleo debe ser rotaevaporado para la eliminacion del
solvente (etanol), debido a que este producto es de primera necesidad para nifios, jovenes
y adultos. La tabla 4.1 que se muestra a continuacién, hace referencia a los procesos
previos a elaboracion de la leche chocolatada, misma que se aplico con la finalidad de
comprobar si los estabilizantes y el emulsificador reaccionaban a la bebida, para esto se
evalud las caracteristicas fisicas como la sineresis, presencia de floculos y sedimentacion,
para evidenciar la existencia de estas caracteristicas en el producto se les asigné un signo

positivo de presencia.

Tabla 4. 1. Resultados de la estandarizacion del proceso

Formula Sinéresis Presencia de Sedimentacion
fléculos

Muestra 1: Goma Xantan 0.09 g + + +
Muestra 2: Goma Xantan 0,11 g + + +
Muestra 3: Goma Xantan 0,13 g

+ CMC * ¥
Muestra 4: Goma Xantan + Carragenina . .
Muestra 5: CMC + Carragenina . N

Muestra 6: Goma Xantan + CMC +

Carragenina

Muestra 7: Goma Xantan + CMC +
Carragenina + EEP (0,5 ml.L%, 1 ml.L?,
1,5ml.L?Y)

En la tabla 4.1 de resultados de estandarizacién del proceso se pudo apreciar que en
las muestras 1 y 2, solo con la utilizacién de Goma Xantan de menor y mayor proporcion
existio una sinéresis, presencia de floculos y sedimentacion en la leche chocolatada lo

que hizo que sea un estabilizante inadecuado para este producto.
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En la muestra 3, con el empleo de Goma Xantan y CMC se aprecié la presencia de
fléculos y sedimentacion, la sinéresis que ejercio anteriormente fue descartada, para esto

se controld los niveles de proporcion en gramos de cada uno de los estabilizantes.

La muestra 4, con el empleo de Goma Xantan y Carragenina, uno que es estabilizante
y el otro emulsificador, permitié desaparecer la sinéresis que ejercia en el producto,

ademas corroboro la permanencia de floculos y sedimentacion en el producto.

La muestra 5, tuvo presencia de sinéresis y sedimentacion por lo tanto, no existié

presencia de floculos en la leche chocolatada.

La muestra 6, fue la Unica con dos estabilizantes y un emulsificador, lo que permitié
conocer que se necesita un emulsionante en la leche chocolatada para que homogenice el

producto y lo preserve sin contar los parametros que fueron evaluados.

Teniendo un precedente que fue la muestra 6 con los estabilizantes mas el
emulsificador, se procedié a adicionar a la muestra 7 el extracto etandlico de propoleo
rotaevaporado, ante lo cual no existio sinéresis, presencia de floculos, ni sedimentacion
durante el tiempo de prueba. Ademas cumplio6 con lo establecido en la norma ecuatoriana
2395:2011 al presenciar una cifra inferior a 0,5 ml.L™* cantidad de alcohol en la leche

saborizada.

4.2.  Resultado de analisis microbiol6gicos

En la tabla 4.2. se representa el crecimiento esporadico de dos bacterias aerobios
mesofilos (AC) y coliformes totales (CC) de todos los tratamientos que se hicieron desde
el dia 0 hasta la quinta semana, es decir, que los microorganismos de leche chocolatada
(LCH) para AC demostraron un crecimiento desde la segunda semana con alrededor de
34,3ufc/ml! hasta alcanzar la quinta semana con niveles elevados sobre los 73ufc/ml™;
mientras que, los coliformes totales tuvieron un crecimiento desde la segunda semana de

23,3ufc/ml™ con presencia hasta la quinta semana de 71,3ufc/mi™.

Para el tratamiento de sorbato de potasio (SP) en AC, comenzaron a crecer desde la
cuarta semana con niveles bajos de 6ufc/ml™ hasta la quinta semana con 9,3ufc/ml™2. Asi
mismo, para los CC se obtuvieron en la cuarta semana niveles bajos sobre los 6,3ufc/ml

!y alcanzando 13ufc/mli™en la quinta semana.
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En el tratamiento de extracto etandlico de propdleo de 0,5ml.L* tuvieron crecimiento
en la cuarta semana con niveles de 1,7ufc/ml? y en la quinta semana con 4,3 ufc/ml?, en
coliformes totales solo se obtuvo en la quinta semana 5 ufc/ml™. Los datos obtenidos
fueron similares a los de Fatma, Kassem, & Atta-Alla, (2010) quienes evaluaron el
extracto etanolico de propdleo como conservante natural para pescado fresco, en la cual
no se presentaron coliformes totales, coliformes fecales, E. coli, Salmonella sp,
Staphylococcus coagulosa positiva ni esporas de Clostridium sp, entonces se reportd
actividad bactericida y bacteriostatica de extracto etandlico de propoleo a 0,6 mg/ml.
Ademaés, Suarez, Jiménez, & Diaz, (2013) determinaron los parametros microbiolégicos
y sensoriales de filetes de pescado preservado con propdleo bajo refrigeracion que,
revelaron carga microbiana inicial representados por mesoéfilos aerobios y psicrofilos, y
coliformes totales pero no se encontré diferencias significativas (p>0.05) para las
diferentes concentraciones (0.8, 1.2mg/ml). La técnica de difusidn se uso para probar el
antagonismo entre el extracto de etanol de propdleo, pero no existio presencia de
Salmonella, E. Coli, S. aureus y Clostridium sp, concordando con los resultados de este

trabajo.

El extracto etandlico de propdleo de 1 ml.L se obtuvo a partir de la cuarta semana
con niveles muy bajos de AC 1,3ufc/mly para la quinta semana 3,5ufc/ml no se obtuvo
presencia de coliformes totales.

Para el tratamiento con extracto etandlico de prop6leo de 1,5ml.L™%, se obtuvo en la
quinta semana un <3ufc/ml 2, no hubo presencia en la quinta semana de CC. Cabe recalcar
que el extracto etandlico de propdleo hizo efecto de preservante natural en la leche
chocolatada, siendo un inhibidor que ayudé a eliminar este tipo de bacterias con mejores
resultados que un preservante quimico durante el mismo tiempo y en las misma
condiciones.

En la siguiente tabla se presenta el resultado de los analisis microbioldgicos en la leche
chocolatada y se observa la presencia en ufc/ml™ de crecimiento de aerobios meséfilos y

coliformes totales, lo cual se encuentra mencionado en el texto ya descrito.
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Tabla 4. 2. Resultados de los anélisis microbiolégicos en la leche chocolatada en ufc/ml?

Aerobios Mesofilos (ufc/ml?)

Coliformes Totales (ufc/ml?)

Escherichia

coli (ufc/ml?)

Salmonella
(ufc/ml?)

Listeria
monocytogenes
(ufc/ml?)

Semanas 1 2 3 4 5 1 2 3 4 5
Testigo 343 | 51,7 | 62,2 | 69,6 | 73,3 23,3 | 35,7 | 65,0 | 71,3
Quimico 6 9,3 6,3 9
EEP 0,5
1,7 43 5
ml.L?
EEP 1,0
1,3 3,5
ml.L?
EEP 1,5
<3
ml.L?

No presencia en ninguna de las semanas para cada

uno de los tratamientos.
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43.
Los anélisis fisico-quimicos realizados continuamente a la bebida chocolatada durante

Resultados de los analisis fisico-quimicos

las cinco semanas de estudios fueron de acidez titulable y pH para cada uno de los
tratamientos por semana, con esto se comprobo la variabilidad del producto. A
continuacion se presenta la tabla de resultados de los analisis fisico-quimicos por

tratamiento.

Tabla 4. 3. Resultados de analisis fisico-quimico de tratamiento pH y acidez
titulable

TRATAMIENTOS
EEP EEP
) o EEP1 ) Error
Testigo | Quimico | 0,5 1,5 Sig. .
ml.L? estandar
ml.L? ml.L?
Acidez
9| titulable
- 0,157¢ | 0,150 | 0,136 | 0,143* | 0,138% | 0,000 | 0,0028
0 (grados
<
9;:: dornic)
pH 570° | 615" | 613" | 6,25" | 6,26" | 0,000 | 0,067

a.b.c Medias con diferentes subindices difieren significativamente (p < 0,05).

Para el pH existio diferencia significativa para el testigo con respecto a los otros
tratamientos. En la acidez titulable no existi6 diferencia significativa entre los
tratamientos con extractos etanolicos de propdleo, pero son diferentes con los
tratamientos testigos y quimicos que presentaron resultados iguales entre ellos, lo cual
indica que los tratamientos con extractos etandlicos de propdleo obtuvieron menor acidez

titulable en comparacion a los tratamientos antes descritos.

Acidez Titulable
Para la lectura de la figura 4.2. se narra la siguiente leyenda, sobre el lado derecho se
encuentran los respectivos colores comenzando desde el 0.00 hasta el 5.00 que
representan las semana de incio y final de la investigacion, del lado izquierdo se puede
visualizar la respectivas cantidades proximales de acidez titulable, y por Gltimo en la parte
inferior los tratamientos que fueron evaluados, las barras que se encuentran dentro de la

figura tienen un circulo que simboliza cada tratamiento, que con el pasar del tiempo
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fueron ascendiendo, esta figura se lee desde la parte inferior con el color azul denominado

dia cero que representa la toma de acidez titulable para todas las muestras.

Medias marginales estimadas de acidez titulable

20

Acidez titulable
3

T
Testigo

T
Quimico

T T T
E.E.Proféleo E.E.Propdleo E.E.Propdleo
05mlL-1 1 ml.L-1 1.5 mlL-1

Tratamientos

Semana

— o0
~==1.00
—2.00
—3.00
4.00
—35.00

Figura 4. 1. Analisis de tratamiento de acidez titulable

La figura 4.2 representa el analisis por tratamiento de acidez titulable durante los

periodos de tiempo que fueron evaluados, desde el dia cero hasta la quinta semana, luego

de esto se presencié el comportamiento de los extractos etandlicos de propoleo en la

segunda y tercera semana para el extracto etanélico de propéleo 0.5ml.Lcon 0.12 grados

dornic (°D); por ende en la ultima semana la leche chocolatada sin conservante

denominado testigo supera los 0,20°D y no es una leche apta para el consumo. Para el

quimico sintético sorbato de potasio supera los limites normales de 0,17°D, EEP 0,5 ml.L"

! tiene 0,17°D, ligeramente sobrepasa el rango normal para la aceptabilidad de la bebida,

por otra parte el extracto etandlico de propoleo de 1 ml.L™ se encuentra sobre los 0,16°D

y para el extracto etanolico de propoleo (EEP) 1,5 ml.L* con 0,15°D.
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pH
Para la comprension de la figura 4.1. se describe la siguiente leyenda, sobre el lado
derecho se encuentran los respectivos colores comenzando desde el 0,00 hasta el 5,00 que
representan las semanas de incio y final de la investigacion, del lado izquierdo se puede
visualizar la respectivas cantidades proximales de pH, y por Gltimo en la parte inferior los
tratamientos que fueron evaluados, las barras que se encuentran dentro de la figura tienen
un circulo que simboliza cada tratamiento y que durante el pasar del tiempo de evaluacion

van decreciendo los diferentes tratamientos.

Medias marginales estimadas de pH

Semana

=00
—1.00
—2.00
=300
4.00
=300

7,00

6,507

5,00

pH

5,50

5,007

L]

4,504

T T T T T
Testigo Quimico  E.E. Propélen E.E. Propdleo E.E. Propéleo
0.5 mlL-1 1 mlL-1 1.5 mlL-1

Tratamientos

Figura 4. 2. Andlisis de tratamiento de tratamiento de pH

Durante el dia cero y la primera semana la mayoria de los tratamientos de pH se
mantienen a excepcion del testigo que es la leche chocolatada sin conservante
denominado (LCH), durante la segunda semana el (LCH) tiene una variacion de descenso
que se prolonga durante las cinco semanas siendo 4,5 el pH més bajo. Durante las cinco
semanas que se evalug al tratamiento quimico sintético sorbato de potasio (SP) se observa
un descenso progresivo del preservante, para el parametro de extracto etanolico de

propdleo de 0.5ml.L? esta cercano a 5,5 pH; mientras que, los de 1ml.L™* y 1.5ml.L*?
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tienen niveles de 5,7 y 5,9 pH, éstos son los que mayor estabilidad obtienen durante las

cinco semanas.

Tabla 4. 4. Resultado de analisis fisico-quimicos de semana de pH y acidez
titulable

SEMANAS
. Error
0 1 2 3 4 5 | Sig. | pardar
Acidez
@ | Titulable 10,1271 430 | § 13gbc| 0,144 |0,155¢| 0,172¢ | 0,000 | 0,00288
o | (grados
o] .
‘S | dornic °D)
(4]
>

pH 6,72¢| 6,50 | 6,329 | 5,99° | 570° | 5342 |0,000| 0,0656

a.b.c.d.e Media con diferencias subindices difieren significativamente (p < 0,05)

Existieron diferencias significativas sobre la cuarta y quinta semana de acidez titulable,
pero también son diferentes con las otras semanas. Entre la primera y segunda semana
para el pH, no existié diferencia significativa pero este baja considerablemente desde la
tercera hasta la quinta semana, para este Ultimo puede que los extractos etanolicos de
propdleo hayan incidido en la reduccion de pH debido al efecto inhibitorio que existio en

las muestras de la bebida chocolatada.
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Medias marginales estimadas de acidez titulable

Tratamientos
— Testigo
——Quimico
——E. E. Propdlea 0,5 ml.L-1
——E. E. Propdleo 1 ml L-1
E.E.Propdlec 1,5 ml.L-1

Acidez titulable

Semana

Figura 4. 3. Andlisis de semana de acidez titulable

La figura 4.3 representa los niveles de acidez titulable durante las cinco semanas, el
comportamiento del testigo y quimico sefialan que hasta la segunda semana siguen la
misma linea de acidez sobre los 0,14°D; mientras que, en la Ultima semana este alcanzé
niveles elevado superiores a 0,20°D, y el quimico en 0,17°D. Por lo tanto, el
comportamiento de los extracto etandlico de propoleo son diferentes en proporcion al 0,5
y 1,0 ml.LY respectivamente tienen valores de 0,17 a 0,16°D. El de mayor concentracion
de extracto etanodlico de propdleo conservo la acidez titulable en la Gltima semana de
investigacién en 0,15 °D.

Durante el periodo de evaluacion los tres parametros de extracto etandlico de propoleo
tuvieron eficacia y se mantuvieron estables durante 5 semanas, amparados en las normas
técnicas ecuatorianas INEN, (2010) para leches fluidas con ingredientes, donde los tres

tratamientos estuvieron por debajo de los 0.17°D.

A continuacion la figura 4.4. de medias marginales estimadas de pH por semana.
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Medias marginales estimadas de pH

700 Tratamientos
—Testigo

===Quimico
—E.E.Propdlec 05 mlL-1
=—E.E.Propdlec 1 ml.L-1

6,50 E.E.Propéleo 1,5 ml.L-1

5,00

pH

5,504

500

4,50

Semana

Figura 4. 4. Anélisis de semana de pH

Los pardmetros de pH en cada uno de los grupos se comportaron normales hasta la
primera semana, luego el comportamiento por deterioro de la leche chocolatada sin
conservante dio lugar a una leche acida en la quinta semana; mientras que, el quimico
sintético sorbato de potasio se asemejaria con el extracto etandlico de propoleo de 0,5
ml.L? inferior a 5,5 de pH; la conducta de extracto etandlico de prop6leo 1 ml.Lty 1,5
ml.L son muy particulares, se mantienen ligeramente estables en el producto durante las

cinco semanas con 5.8 de pH.

4.4.  Resultado del andlisis del panel sensorial

El resultado del panel sensorial fue mediante la aplicacion de un test sensorial dirigido
a un selecto grupo de individuos, denominados técnicamente jueces afectivos. La
finalidad del test sensorial era conocer la aceptacién de los encuestados, en el anexo | se
encuentra el formato de test sensorial que fue aplicado a los panelistas. A continuacion se
presenta la tabla 4.5 de las medias de ANOVA, un factor para la prueba sensorial, en
donde se evaluaron los tratamientos con extracto etanolico de propoleo y la incidencia en

sus caracteristicas organolépticas.
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Tabla 4. 5 Resultado de las medias del ANOVA de un factor para la prueba

sensorial
Extracto Extracto Extracto
Tratamiento etané}ico de etané}ico de etanQIico de Sig. E,I’I.’Ol’
propoleo 0,5 | propoleo 1,0 | propdleo 1,5 tipico
ml.L?! ml.L? ml.L?
Apariencia 4 4,25 4,08 0,342
Color 4,08 4,17 4,08 ) 0,279
Olor 4,33 4,42 4,36 s.g'rﬂﬁﬁé?tﬁ.a 0,335
Sabor 3,67 4,5 4,17 0,358
Textura 3,83 4,58 4,08 0,359

En esta tabla se compara los resultados de las medias de un factor, para cada uno de

los tratamientos y su incencidencia en las caracteristicas organolépticas.

425

4,20

B
Ta
w

1

410

Media de Apariencia

405+

4,00

T T T
EEP 0,5 mlL-1 EEP 1 ml.L-1 EEP 1,5 mlL-1

Tratamientos con extracto etandlico de propéleo

Figura 4. 5. Media de Apariencia

La figura 4.5 de media de apariencia indica el nivel de aceptacion dentro de los tres
tratamientos de extracto etanolico de propoleo de 0,5 ml.Lt, 1 ml.L "ty 1,5 ml.L™ con una
escala mayor a 4,25 para el extracto etanolico de propéleo 1 ml.L; mientras que, el de
1,5 ml.L* tiene 4,08 y por ultimo el de 0,5 ml.L? es de 4,0; no existe significancia para
ninguno de los tratamientos con un error tipico de 0,342.

En la literatura no se reportan investigaciones de leche chocolatada en analisis
sensoriales con extracto etandélico de propo6leo, por lo tanto no existié discusion sobre los

analisis sensoriales.
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4,184

4,167

414~

Media de Color

4,124

410+

4,08+

T T T
EEP 0,5 mlL-1 EEP 1 mlL-1 EEP 1,5 mlL-1

Tratamientos con extracto etandlico de propédleo

Figura 4. 6. Media de Color

La figura 4.6 de la media de color indica que el de mejor tratamiento fue el extracto
etanolico de propoleo (EEP) de 1 ml.L con 4.17; mientras los dos Gltimos factores

evaluados estan en 4,08 que son los extractos etandélicos de propoleo (EEP) de 0,5y 1,5

ml.L; no existe significancia pero persiste un error tipico de 0,279.
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4,42

4,40

4,38

4,367

Media de Olor

4,34

4,327

T T |
EEP 0,5 mIL-1 EEP 1 mlL-1 EEP 1.5 ml.L-1

Tratamientos con extracto etanélico de propoleo

Figura 4. 7. Media de olor

En la figura 4.7 en la media de olor el extracto etandlico de propdleo (EEP) 1 ml.L?

tiene mayor aceptacion con 4,42 con una diferencia de 4,33 para el extracto etanolico de
propdleo (EEP) de 0,5 ml.Ly de 4,36 para extracto etandlico de propéleo (EEP) de

1.5ml.L, no existe diferencia significativa y el error tipico fue de 0,335.
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4,60

4,40

420

Media de Sabor

400

350

3,60

T T T
EEP 0,5 mlL-1 EEP 1 ml.L-1 EEP 1,5 ml.L-1

Tratamientos con extracto etanolico de propéleo

Figura 4. 8. Media de Sabor

En la figura 4.8 media de sabor asemeja una mayor aceptacion a extracto etandlico de
propdleo (EEP) 1 ml.L! con 4,0; mientras que, el extracto etandlico de propoleo (EEP)

0,5 ml.L? tuvo 3,67 vy el extracto etandlico de propdleo (EEP) 1,5 ml.Lt con 4,17; no

existe diferencias significativas con un error tipico de 0,358.
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4,60

4,40

4,20

Media de Textura

4,00

3,80

I T T
EEP 0,5 mlL-1 EEP 1 ml.L-1 EEP 1,5 mlL-1

Tratamientos con extracto etandlico de propoleo

Figura 4. 9. Media de Textura

En la figura 4.9 media de textura se representa con 4,58 el extracto etandlico de
propoleo de 1 ml.L ! es el de mayor aceptacion; mientras que, el de 1,5 ml.L™ tuvo 4,08
y por ultimo el de 0,5 ml.L " estuvo en 3,83; no existio diferencias significativas inmersas
en el pardmetro de textura, se obtuvo un error tipico de 0,359. Para la situacion del
parametro de textura al utilizar el extracto etanolico de propdleo incidié de manera
favorable, y en este caso la eleccion de los jueces afectivos fue por la tendencia en la

caracteristicas organolépticas.
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CAPITULOS5 -
CONCLUSIONES
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5.1. Conclusiones

Los resultados mostrados indican que, para la elaboracion de una bebida lactea
chocolatada con extracto etanolico de propdleo, se debe eliminar el solvente mediante
rotoevaporacion y utilizar estabilizantes como la goma xantan y CMC que se afiadieron
en frio y caliente, sin que estas alteraran la fluidez del producto; y la participacion del
emulsificador en este caso la carragenina impidio el asentamiento de grumos. Con estas
sustancias se garantizo la calidad de la bebida chocolatada, evitando la sedimentacion,
sinéresis y floculacion, que de no ser empleados hubiesen alterado los solidos presentes
en la chocolatada con las diferentes dosificaciones que se utilizaron, entre ellos el extracto

etandlico de propoleo.

El estudio sobre las propiedades conservadoras del extracto etandlico de propdleo en
la leche chocolatada envasada en botellas plasticas, revel6 mediante las muestras
evaluadas que la dosis de 1ml.L™ presentd efectos inhibitorios, que incidieron en la
preservacion de las caracteristicas fisica-quimicas durante el periodo indagatorio.
Mientras que la dosis del sorbato de potasio, presentd un decrecimiento en la accion
conservante a partir de la cuarta semana, donde se presencié aerobios mesofilos de

6ufc/mlty coliformes totales 6.3ufc/ml™.

Se establece que de las concentraciones evaluadas la que tuvo mayor aceptacion por
parte de los jueces afectivos fue la de 1ml.L™ de extracto etandlico de propdleo en una
leche saborizada, esto se determind mediante la media de resultados, que evidencid una

incidencia en las caracteristicas organolépticas.

Las acotaciones referidas en los acapites anteriores reflejan que la utilizacion del
extracto etandlico de propdleo en las bebidas lacteas pueden ser aplicadas sin riesgo

alguno de contaminacién por los microorganismos.
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Anexo 7. 1. Formato de test sensorial realizada en la metodologia que fue evaluado
por los panelistas

UNIVERSIDAD TENICA DE MANABI
FACULTAD DE CIENCIAS ZOOTECNICAS
ESCUELA DE INDUSTRIAS AGROPECUARIAS
Ante todo, gracias por aceptar participar en este Test Sensorial con la finalidad de
“Evaluar las caracteristicas organolépticas de la leche chocolatada con extracto
etandlico de propoleo en diferentes dosificaciones”

Nombre del Participante:

Proceda a la degustacion de las muestras y valdrelas. Actué sin prisa. Tome tiempo con
cada muestra, los siguientes codigos son: Apariencia, Color, Olor, Sabor y Textura.

Sefiale una sola de las opciones para valorar cada muestra.

MUESTRA 315
Apariencia Color
o Me gusta mucho o Me gusta mucho
o Me gusta moderadamente o Me gusta moderadamente
o Indiferente o Indiferente
o Me disgusta moderadamente o Me disgusta moderadamente
o Me disgusta mucho o Me disgusta mucho
Olor Sabor
o Me gusta mucho o Me gusta mucho
o Me gusta moderadamente o Me gusta moderadamente
o Indiferente o Indiferente
o Me disgusta moderadamente o Me disgusta moderadamente
o Me disgusta mucho o Me disgusta mucho

Textura
o Me gusta mucho
o Me gusta moderadamente
o Indiferente
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o Me disgusta moderadamente

o Me disgusta mucho

Apariencia

o

o

o

Me gusta mucho
Me gusta
moderadamente
Indiferente

Me disgusta
moderadamente

Me disgusta mucho

Me gusta mucho
Me gusta
moderadamente
Indiferente

Me disgusta
moderadamente

Me disgusta mucho

Textura

o

o

Me gusta mucho
Me gusta
moderadamente
Indiferente

Me disgusta
moderadamente

Me disgusta mucho

MUESTRA 408

Color

Me gusta mucho
Me gusta
moderadamente
Indiferente

Me disgusta
moderadamente

Me disgusta mucho

Me gusta mucho
Me gusta
moderadamente
Indiferente

Me disgusta
moderadamente

Me disgusta mucho
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MUESTRA 516

Apariencia

(@]

©)

o

o

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente
Indiferente

Me disgusta moderadamente
Me disgusta mucho

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente
Indiferente

Me disgusta moderadamente

Me disgusta mucho

Textura

(@]

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente
Indiferente

Me disgusta moderadamente
Me disgusta mucho

Color
(@)

©)

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente
Indiferente

Me disgusta moderadamente
Me disgusta mucho

Me gusta mucho

Me gusta moderadamente
Indiferente

Me disgusta moderadamente

Me disgusta mucho
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Anexo 7. 2. Placas de recuento rapido (petrifilm™ 3M)

Placa de recuento rapido (petrifilm™ 3M) de aerobios mesofilos positivo en la
segunda semana de estudio en la leche chocolatada sin conservante (LCH).

Placa de recuento rapido (petrifilm™ 3M) tercera semana de estudio para verificar la
existencia de coliformes totales, salid negativa en la leche chocolatada con extracto
etanolico de propéleo de 1ml.L™,
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Placa de recuento rapido (petrifilm™ 3M) salié negativa en la tercera semana para
Salmonella en la leche chocolatada con sorbato de potasio.

Placa petri con agar para el crecimiento de Listeria monocytogenes salié negativa en
la quinta semana para la leche chocolatada con extracto etanélico de propdleo de 0.5ml.L"
1
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Anexo 7. 3.Test sensorial realizado a los jueces afectivos

Organizacion de las muestras que fueron afiadidas a los envases plasticos para ser
degustadas por los jueces afectivos.

il

Entrega de las muestras con el respectivo test sensorial que fue realizado por los jueces
afectivos.
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