1. Introduccion

La demanda del mercado por alimentos que se encuentren libres de preservantes o de
cualquier tipo de aditivo quimico con el objetivo de alargar la vida util, se ha incrementado
considerablemente, debido a que es relacionado con multiples beneficios a la salud. Una
alternativa, para no utilizar productos quimicos y alargar el tiempo de vida util del alimento
referente al tipo de almacenamiento, es la tecnologia de atmdsferas modificadas con sus siglas
en inglés (MAP) (Gammariello et al., 2009). Esta tecnologia se aplica en diversidad de
productos, como por ejemplo: quesos, verduras, carnes, frutas, entre otros. Algunos
parametros se deben tener en cuenta al momento de utilizar atmésferas modificadas, como el
tipo de alimento, la carga microbiana inicial y las condiciones al momento de almacenamiento
(Gammariello et al., 2009).

La definicion especifica para atmdsferas modificadas, es empacar el alimento en una
atmosfera diferente a la composicion normal del aire, es decir, que contenga concentraciones
diferentes de 0,1% de didxido de carbono (CO;), 21% de oxigeno (O,) y 78% de nitrégeno
(N.). Esta tecnologia se basa en la incorporacion de gases en el momento de empacado, con el
objetivo de extender su vida Util por medio de inhibicidn quimica, enzimatica, ademas del
deterioro por microorganismos sin que el alimento tenga que pasar por control de temperatura
0 procesos quimicos, como por ejemplo congelado, enlatado o deshidratado (Farber y Doods,
1995).

La mezcla de gas usada depende del tipo de alimento que va a ser empacado y mientras
pasa el tiempo de almacenamiento los porcentajes exactos de los gases cambian dependiendo

de la tasa de respiracion del producto, ademas de cambios bioquimicos y la permeabilidad del



empaque (Blakistone, 1999). En atmosferas modificadas los gases cominmente usados son:
CO,, O, y N,. ElI mas importante es el CO; si nos enfocamos en el crecimiento bacteriano,
aunque también se usan mezclas de O, y/ 0 N, con el objetivo de de evitar el crecimiento de
algunos microorganismos, incluyendo los responsables del deterioro de los alimentos
(Gammariello et al., 2009).

El CO, es usado para inhibir el crecimiento y el metabolismo de los microorganismos,
selectivamente de bacterias gram negativas que crecen rapidamente y son las responsables de
olores y sabores del deterioro de los alimentos. Bacterias como las lacticas, no se encuentran
afectadas por este tipo de gas, continGan creciendo, pero su tasa de crecimiento disminuye
considerablemente (Farber y Doods, 1995).

La razon por la que se usa el N, en MAP es porque presenta baja solubilidad, casi
insoluble en agua y grasa, y no es absorbido por el producto empacado. Este gas es usado para
desplazar al O, presente, retardando asi la oxidacion de grasas e inhibiendo el crecimiento de
microorganismos aerobicos (Ohlsson y Bengtsson, 2002).

El objetivo de este estudio fue investigar los efectos de un amplio rango de mezclas de
gases en empacado bajo atmosferas modificadas sobre el crecimiento microbiolégico y
cambios fisicoquimicos en queso mozzarella determindndose la mezcla Optima para su

preservacion bajo condiciones controladas.



2. Justificacion

La industria alimentaria trabaja continuamente por satisfacer las necesidades de sus
consumidores, quienes esperan cada vez una calidad mayor en los alimentos que consumen.
De tal manera que las empresas que ofrecen mayor calidad en sus productos son las que
consiguen mejores resultados como industrias; por lo tanto, muchas empresas estan
adoptando tecnologias de gases, como el uso de atmdsferas modificadas, para cumplir con las
necesidades de sus clientes.

Debido a estos hechos, se decidio realizar esta tesis con la compafiia AGA S.A., que es
una de las empresas que brindan aplicaciones de tecnologia de gases para las empresas
alimenticias del Ecuador.

AGA S.A. designd un proyecto de aplicacion de atmdsferas modificadas en queso
mozzarella para determinar una mezcla de gases efectiva y eficiente que alargue la vida del
producto y mejore su calidad. Este proyecto tiene beneficios tanto tedricos como précticos
para la empresa.

Las razones teoricas que justificaron este proyecto se basaron en el conocimiento que
brindara a la empresa en la aplicacion de esta tecnologia en el empacado de quesos. Gracias a
la realizacion de este proyecto, se puede identificar una mezcla de gases idonea que permitira
tener una referencia para su aplicacion en la industria alimenticia ecuatoriana.

La aplicabilidad del estudio se proyectd a las empresas queseras deseosas de aplicar
esta tecnologia debido a sus amplios beneficios: incremento de vida Util; reduccion de
pérdidas econdmicas debido a una vida util mas larga; disminucion de costos de distribucion,

aumento de las distancias de distribucion y menor frecuencia de distribucion; provision de



productos de alta calidad; centralizacion del empacado y mejor control de porcion;
perfeccionamiento de la presentacion por mejor visualizacion del producto, inexistencia de
malos olores y el uso de empaques mas convenientes; disminucion de la necesidad del uso de
otros aditivos para la conservacion; y disminucion del riesgo de re-contaminacion por el uso
de empaques sellados.

La realizacion del proyecto ademas permitié la vinculacion con la industria, y el

desarrollo de habilidades investigativas.



3. Materiales y Métodos

3.1 Queso

Dos lotes de queso Mozzarella elaborados las fechas 13-09-10 y 22-11-10, que
contenian 9,19 de grasa total y 5,69 de grasa saturada, elaborados por Alpenswiss Cia. Ltda. se
cortaron en muestras de 125g (6,5 x 5,5 x 2 cm). Posteriormente, fueron empacados en
condiciones asépticas, colocados en bolsas tricapa de nylon, adhesivo y polietileno de baja
densidad (PEBD) con un gramaje de 72,42 g/m?y permeabilidad al oxigeno de 40-60
mL/m®*24h*atm a temperatura ambiente. Después fueron selladas en una maquina de
campana Multivac c200 (procedencia alemana) que contenia sistema de inyeccion de gases.
Este equipo permitid primero obtener un vacio de 18 mbar y luego inyectar el gas alcanzando
una presion de 650 mbar en las muestras, A3 [50:50 (CO2:N,)], A4 [60:40 (CO2:N,)] y A5
[70:30 (CO2Ny)]; ademés, de dos controles Al vacio [0:0 (COxN2)] y A2 aire
[21:78(02:Ny)].

Las especificaciones de AGA S.A. fueron que debia ingresar de 50-100mL de gas por
cada 100 g de producto. En las muestras que se empacaron se determin0 la presencia de 62,5
mL de gas. Las muestras obtenidas fueron etiquetadas dependiendo del lote de fabricacion y
de la concentracion del gas inyectado, después fueron colocadas en camaras de refrigeracion
(4°C) con una escasa exposicion a la luz.

Para el analisis del queso fueron tratados de acuerdo al Método Oficial AOAC 970.30

de muestreo de queso.



3.2 Andlisis fisico-quimicos

3.2.1 Composicion de los gases de empaque

La evolucion de la composicién de los gases en los empaques fue estudiada durante 4
semanas de almacenamiento para A3, A4 y A5. Antes de abrir los empaques de queso para el
analisis, la composicion de los gases del empaque fue determinada usando un analizador de
gases Checkmate 9900 (PBI Dansensor, Ringsted, Dinamarca). Para evitar modificaciones en
la composicién de los gases del empaque debido al muestreo, cada empaque se usd una sola

vez para cada determinacién. El andlisis se realiz6 por duplicado.

3.2.2 Acidez

Las muestras fueron preparadas de acuerdo al Método Oficial AOAC 955.30 de
muestreo de queso para, posteriormente, ser analizadas por medio del Método Oficial AOAC

920.124 (Acidez en queso, Método por titulacion) por duplicado.

3.2.3 indice de peréxidos

Para la determinacion del indice de perdxido, la grasa fue extraida de acuerdo al
procedimiento modificado de Folch descrita por Mortensen et al. (2002). EIl indice de
peréxido fue conseguido usando un método basado en un estandar IDF (IDF standard 74
A:1991, anhydrous milk fat, determination of peroxide value). EI analisis se realizd por

duplicado.



3.3 Andlisis microbioldgicos

Los analisis fueron realizados desde el dia 0, con el producto empacado y después cada
semana mientras duro el estudio, hasta completar 5 mediciones.

Los empaques se desinfectaron con alcohol al 98%, se utilizo material estéril para el
analisis de las muestras. 25¢g de queso fueron colocados en 225 mL de agua peptonada ( B.D&
Company Sparks, Le pont de Claix, Francia). Varias diluciones fueron preparadas con agua
estéril desde 107 hasta 10 y los siguientes microorganismos fueron evaluados:

e Aerobios Totales, recuento total realizado en petrifilm (3M, St. Paul, Estados
Unidos) y encubados por 48 h a 30 °C (AOAC método oficial 986.33 leche y
productos lacteos).

e Coliformes, sembrados en el medio ChromoCult (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania), almacenados por 24 h a 30 °C (FDA, 1995).

e Pseudomonas, sembrados en el medio Centrimida ( B.D& Company Sparks, Le
pont de Claix, Francia) y adicién de glicerol, incubados por 48h a temperatura
ambiente ( Mossel et al., 2006).

e Mohos y Levaduras, tratados en el medio Sabouraud (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) con adicion de gentamicina, almacenadas en gavetas sin exposicion a la
luz y a temperatura ambiente por 72 horas (FDA, 1995).

Todas las siembras fueron realizadas por duplicado.



3.4 Diseio experimental

Los tratamientos fueron dispuestos en un disefio en bloques al azar con un modelo
factorial 52 correspondiente a la combinacion de 2 factores con 5 niveles, cada uno y con 2
repeticiones. Los factores y sus correspondientes niveles fueron:

A. Condiciones de empaque
=  Al->vacio
= A2->aire
= A3->50:50
= A4->60:40
= A5->70:30
B. Tiempo

= B1-0

B1->7

B3->14

B4->21

B5->28
Las variables de respuesta fueron:

Andlisis fisico-guimicos

e Composicion del gas del espacio libre del empaque
e Acidez

e indice de Perdxidos



Analisis microbioldgicos

e Recuento Total
e Coliformes
e Pseudomonas

e Mohos y Levaduras

El analisis estadistico se efectuo utilizando la version 8.0 de Desing-Expert (Stat-Ease,
Inc., Minneapolis, USA) y SPSS 14.0 software 18 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Los datos
fueron evaluados mediante analisis de varianza (ANOVA) y las medias examinadas mediante

la prueba de Tukey al 1% de probabilidad.
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4. Resultados y Discusion

4.1 Anadlisis fisico-quimicos

4.1.1. Composicion del gas del espacio libre del empaque

La evolucion de la composicion del gas en los empaques fue estudiada durante 4
semanas de almacenamiento en las atmosferas A3, A4y A5 (Al y A2 no fueron estudiadas ya
gue poseian gas insuficiente para la medicion). Ocurrid una disminucion drastica de la
concentracion de CO, (Figura 1) en las muestras de A3, A4 y A5 (concentracion inicial de
CO, 47,75%, 54,75% y 68,05% respectivamente). Este fendmeno se puede atribuir a que la
disolucién del CO; en el queso reduce la presion parcial del gas en la mezcla provocando, el
“encogimiento” del empaque que rodea al producto (Pluta et al., 2005); a la permeabilidad del
empaque; o al amoniaco ligeramente liberado en la protedlisis presente en este tipo de quesos
que pudo neutralizar el CO,. Sin embargo, este comportamiento solo es respaldado por
Gammariello et al. (2009) y Moir et al. (1993); mientras que, en otras investigaciones, el CO,
se incrementd atribuiblemente a su produccion dentro de los empaques y no provino del

exterior (Alves et al., 1996; Eliot y Emond, 1998; Piergiovanni et al., 1993).
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Figura 1 Evolucidn de las concentraciones de CO2 en los empaques de las atmdsferas: A3
50% CO2, 50%N2; A4 60% CO2, 40% N2; A5 70% CO2 y 30% N2.

Mientras las concentraciones de CO, disminuyeron, las concentraciones de O, (Figura
2) se incrementaron en A3, A4 y A5 (concentracion inicial de O, aproximadamente 0,7%); sin
embargo, no alcanzaron la concentracion de O, en la atmdsfera. Este incremento se puede
adjudicar a la permeabilidad de los empaques (40-60 mL/m**24h*atm) y a la diferencia de
presiones parciales de los gases de empaque con la atmoésfera. No obstante, este
comportamiento no fue respaldado por otros autores debido a que en sus casos la
concentracion de O, tendia a disminuir o a mantenerse estable ya que, presumiblemente, el O,
fue consumido dentro de los empaques por la respiracion de la microbiota aerobia o a
reacciones oxidativas y enzimaticas que involucran al oxigeno (Alves et al., 1996; Eliot y

Emond, 1998; Fedio et al., 1994; Gammariello et al., 2009).
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Figura 2 Evolucidn de las concentraciones de O2 en los empaques de las atmdsferas: A3 50%
CO2, 509%N2; A4 60% CO2, 40% N2; A5 70% CO2 y 30% N2.

4.1.2. Acidez

De acuerdo al Resumen del andlisis de variancia (ANOVA) para los valores de acidez
obtenidos en el experimento (Tabla 1), se determinoque los factores Condicion de Empaque y
Tiempo influyeron en la acidez de los tratamientos y que la interaccion entre ambos factores,
también, influyo en ésta.Estos resultados estan respaladados por un coeficiente de variacion

(CV) de 9,41% que es adecuado para experimentos de laboratorio.
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Tabla 1 Resumen del analisis de varianza (ANOVA) de la acidez de los tratamientos.

Fuente Gr_ados de Sumade Cuadrgdo Valor E valor-p
Libertad Cuadrados Medio Prob > F
Lotes (Bloques) 1 0,1181 0,1181
Tratamientos 24 34,8911 1,4538 29,2109 <0,0001
A-Condicion de empaque 4 0,9875 0,2469  4,9606  0,0047
B-Tiempo 4 31,8226  7,9556 159,8520 < 0,0001
Interaccion AxB 16 2,0809 0,1301 2,6132  0,0163
Error Experimental 24 1,1945 0,0498
Total 49 36,2036

*Valores de Prob > F inferiores a 0,01 indican que los términos son significativos.

En la Tabla 2, acidez de los tratamientos sometidos a diferentes condiciones de
empaque y tiempo, se puede observar el comportamiento de la acidez influenciada por las
condiciones de empaque y por el tiempo. Al analizar los distintos niveles de Condicion de
Empaque, se puede notar que: en la condicion Vacio, la acidez cambia luego de la primera
semana de iniciado el experimento (diferencia significativa), sin embargo, se mantiene sin
alteracion hasta el dia 28 (diferencia significativa entre los dias 7,14,21 y 28); en la condicién
Aire, la acidez empez6 a disminuir luego de transcurrida la primera semana, para disminuir
nuevamente y se mantuvo hasta el final del experimento; en la condicion 50:50, se observé un
decrecimiento en el dia 14 que se mantiene hasta el dia 28; en 60:40 se observé que no hubo
cambio en la acidez hasta el dia 7 (diferencia no significativa) pero a partir del dia 14 hasta el
dia 28; si existio una disminucion significativa en relacion a los tiempos 0 y 7. Finalmente, en
70:30, se observd la disminucion de la acidez a partir del dia 14 y siguié declinando hasta que
a partir del dia 21 se mantuvo hasta final del experimento (diferencia no significativa). Las
diferencias existentes entre las condiciones de empaque que emplean y no CO,pueden ser
atribuidas a que a bajas temperaturas, la solubilidad en agua del dioxido de carbono se

incrementa lo que provoca la formacion de acido carbonico (Alais, 82; Favati et al., 2007;
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Gonzales-Fandos et al., 2000; Pluta et al, 2005;Tucker, 167).Sin embargo, al analizar los
niveles de Tiempo, se observd que la acidez no presento diferencia significativa entre las
diferentes condiciones de empaque; o0 sea todos los tipos de empaque presentaron el mismo

comportamiento en los diferentes niveles de tiempo utilizados durante el almacenamiento.

Tabla 2 Acidez de los tratamientos sometidos a diferentes condiciones de empaque y tiempo.
Condiciones Tiempo de Almacenamiento
de Empaque 0 7 14 21 28
Vacio 3,72Aa 234Ba 190Ba 161Ba 1,27Ba
Aire 413 Aa 2,71Ba 2,03BCa 1,74BCa 1,25Ca
50:50 343 Aa 323ABa 2,19BCa 216BCa 1,42Ca
60:40 33Aa 298Aa 1,75Ba 1,72Ba 155Ba
70:30 355Aa 328ABa 230BCa 215Ca 149Ca

Medias seguidas por las mismas letras mayusculas para las filas y medias seguidas por las
mismas letras mindsculas para las columnas no difieren entre si a un 1% de probabilidad
por la prueba de Tukey.

En la Figura 3 se observa con mayor facilidad la tendencia del porcentaje de acidez de
las muestras a disminuir a través del tiempo. Este hecho fue contrario a otros estudios donde
se obervo disminucién de pH o incremento de acidez (Pluta et al, 2005; Gammariello et al,

2009; Gonzales-Fandos et al., 2010).
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Figura 3 El impacto del empaque en atmdsferas modificadas sobre la acidez titulable de
muestras de queso Mozzarella (medias).

De todas maneras, la disminucion de acidez en las muestras se puede se puede deber al
consumo de acido lactico por las levaduras y al proceso de proteolisis, que toma lugar durante
el almacenamiento y libera grandes cantidades de compuestos alcalinos (Prieto et al., 2000;
Awad, 2006). Ademas, a pesar de ser ligera, la proteolisis presente en este tipo de quesos
puede generar un incremento en el pH causado por la liberacion de amoniaco proveniente de
los aminodacidos producidos (Fox, 2004); y por la formacién de grupos alcalinos causada por
la degradacion del acido lactico durante la proteolisis gracias a la destruccion de la red de
paracaseinato (Fox, 1999). Finalmente, hay que tomar en consideracion que el CO, es,
principalmente, absorbido en la superficie del queso, y esto puede conducir a la acidificacién

de algunos puntos en la superficie en lugar de en la masa total de la muestra (Dermiki et al.,



16

2008); por lo tanto, la influencia en incrementar la acidez durante el tiempo de

almacenamiento puede ser minima.

4.1.3. indice de Peréxido

De acuerdo al Resumen del analisis de variancia (ANOVA) para los valores de indice
de perdxido obtenidos en el experimento (Tabla 3), se determin6 que existeron diferencias
significativas tanto para los efectos principales (condiciones de empaque y tiempo) como para
la interaccion. Esto indica que tanto el factor condicion de empaque como el tiempo
influyeron en el indice de peroxido de los tratamientos asi como también la interaccion entre
ambos factores. Los tratamientos ademas también presentaron diferencias significativas en el
indice de peroxido.Estos resultados estan respaladados por un coeficiente de variacion de

6,80% que es adecuado para experimentos de laboratorio.

Tabla 3 Resumen del analisis de varianza (ANOVA) del indice de peroxido de los
tratamientos.

Fuente Gr_ados de Sumade Cuadrgdo Valor E valor-p
Libertad Cuadrados Medio Prob > F
Lotes 1 0,0092 0,0092
Tratamientos 24 1,0925 0,0455 63,3278 <0,0001
A-Condicion de empaque 4 0,1351 0,0338 46,9761 <0,0001
B-Tiempo 4 0,6153 0,1538 214,0037 <0,0001
AB 16 0,3421 0,0214 29,7468 <0,0001
Error Experimental 24 0,0173 0,0007
Total 49 1,1190

*Valores de Prob > F inferiores a 0,01 indican que los términos son significativos.

En la Tabla 4 se detalla el indice de perdxidos de los tratamientos. Al observar como se
comporta €l indice de perdxidos de las condiciones de tiempo a través del tiempo, se percibe

que las medias de los tratamientos, indistintamente de la condicion de empaque, no difieren
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entre si significativamente en los dias 0, 7, 14 y 21; sin embargo, en el dia 28 se observa un
aumento significativo en todas las condicoines de empaque. Al observar el comportamiento
del indice de peroxido en los niveles de tiempo, las medias de los tratamientos no fueron
diferentes significativamente entre si en los dias 0, 7, 14, y 21; no obstante, en el dia 28 se
advirtié que las muestras empacadas con aire y al vacio muestran indices de perdxidos
mayores (diferentes significativamente) que a los de las muestras empacadas con las mezclas
de CO, y N,. Esto demuestra que, en la ultima semana de almacenamiento, las mezclas de
CO;, y N3 si fueron mas efectivas que los métodos tradicionales de empaque ya que impidieron

que el indice de peroxido se desarrolle aceleradamente.

Tabla 4 indice de peroxido de los tratamientos sometidos a diferentes condiciones de
empague Yy tiempo.
Condiciones Tiempo de Almacenamiento
de Empaque 0 7 14 21 28
Vacio 0,30Aa 0,34Aa 035Aa 038Aa 0,63Ba
Aire 0,31Aa 035Aa 037Aa 043Aa 1,03Bb
50:50 0,30 Aa 0,34Aa 0,35ABa 0,36 ABa 0,47 Bc
60:40 0,30 Aa 0,32Aa 035ABa 0,37ABa 0,48 Bc

70:30 0,31 Aa 0,33Aa 0,34 ABa 0,36 ABa 0,46 Bc
Medias seguidas por las mimsas letras mayusculas para las filas y medias seguidas por las
mismas letras minusculas para las columnas no difieren entre si a un 1% de probabilidad
por la prueba de Tukey.

No se han realizado estudios con respecto a rancidez en queso mozzarella pero si
existen investigaciones en quesos que han utilizado al indice de perdxidos como indicador de
rancidez, observandose alta variabilidad y la ausencia de tendencia a incrementar o disminuir
el indice de peroxido (Kristensen et al., 2000; Mortensen et al., 2002) lo que no concuerda con

el presente trabajo donde el coeficiente de variacion es aceptable y el indice de perdxidos
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tiende a incrementarse a través del tiempo (Figura 4); por lo tanto, seria interesante utilizar
esta técnica en futuras investigaciones. Sin embargo, hay que tomar en cuenta que, en quesos,
los cambios oxidativos son limitados debido a que tienen un bajo potencial de
oxidacion/reduccion (de aproximadamente -250mV) (Fox y Wallace, 1997; McSweeney y
Sousa, 2000; Collins et al., 2003) y de que los lipidos, en este tipo de productos, tienden a
sufrir, mayoritariamente, una degradacion hidrolitica mas que oxidativa. Por lo que, para
complementar el estudio actual serecomienda utilizar una de las técnicas que establece el IDF
para la determinacion los acidos grasos libres (Boletin 265 IDF — Determinacion de acidos

grasos libres en leche y productos lacteos) (1991).

—~ 1,15 Atmosfera
o —o— AL
S 1,07 I —m— A2
o / A3
2 0,9- / —A - A4
o / A5
&
o 087
X
o
s 0.7
£
— 016_
o)
g
§ 0,5
&
o 0.4+
©
S 03-
T
=
0,2- T T T T T
0 7 14 21 28
Periodo de Almacenamiento (dias)

Figura 4 El impacto del empaque en atmdsferas modificadas sobre el valor indice de peroxido
de muestras de queso Mozzarella (medias).
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4.2 Andlisis Microbiologicos

El conteo microbiologico inicial depende directamente de la calidad de la leche usada
en el proceso, las bacterias que pueden sobrevivir al tratamiento térmico en la obtencién del

queso y a la contaminacion después del proceso (Gammariello et al, 2009).

4.2.1. Aerobios Totales
De acuerdo al resumen del analisis de variancia (ANOVA) para los valores de

recuento total obtenidos en el experimento (Tabla 5), se determind que al tener valores
mayores a 0,01, no existié diferencia significativa entre las condiciones de empaque
analizadas, tampoco entre los dias evaluados, ni entre la interaccion de los mismos. Por lo
tanto, la aplicacion de atmosferas modificadas en queso mozzarella no afectd de manera
significativa a la microbiota aerobia total, debido a que su comportamiento entre los
controles y las condiciones de empaque fue similar (Ver Figura 5). Estos resultados estan
respaldados por un coeficiente de variacion de 5,42%, el cual es adecuado para
experimentos realizados en el laboratorio.

Tabla 5 Resumen del Anélisis de Varianza (ANOVA) del recuento de aerobios totales de los
tratamientos.

Fuente Gradosde Sumade Cuadrado Valor E valor-p
Libertad Cuadrados Medio Prob > F

Lotes (Bloques) 1 4,56 4,56
Tratamientos 24 1,32 0,055 0,66 0,8431
A-Condicion de
empague 4 022 0054  o0p5 63
B-Tiempo 4 0,68 0,17 2,03 0,1221
Interaccion AxB 16 0,42 0,026 0,32 0,9893
Error Experimental 24 2,00 0,083
Total 49 7,87

*Los valores F de probabilidad menores a 0,01 indican que los términos son
significativos.
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Figura 5 El impacto del empaque en atmdsferas modificadas sobre el recuento de aerobios
totales de muestras de queso Mozzarella (medias).

Estos resultados concuerdan con los reportados por Gammariello et al. (2009) donde
la microbiota mesofila total fue similar en todas las muestras y tan solo se observo un
incremento insignificante de los aerobios totales en el periodo de observacion. En este caso,
las conclusiones sobre un posible efecto especifico de las atmosferas modificadas en las
bacterias mesdfilas no son relevantes, porque este analisis abarca diferentes clases de
poblaciones que pueden crecer como lo estipulo Eliot et al.(1998).

Otros estudios, como los de Gonzalez-Fandos et al.(2000) y Pluta et al. (2005)
indican que la poblacion mesofila aumentdé en el queso empacado al vacio y aire a
comparacion de los empacados a diferentes concentraciones de CO,. También, se detallan
estudios en los cuales el conteo de las bacterias aerobicas fue similar en atmoésferas con CO;
concentrado y los empacados al vacio, pero significativamente menor a otras atmosferas

aplicadas (Favati et al, 2007).
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4.2.2. Coliformes
Los conteos realizados en las muestras de queso fueron menores a 1 a lo largo del

almacenamiento, lo que indica que la materia prima utilizada fue de alta calidad y su proceso
se efectud bajo buenas practicas de manufactura (BPM), debido a que desde el dia cero no
existio presencia de este microorganismo.

Algunos estudios han tenido resultados variados, como los detallados a continuacion:

Se ha comprobado que mientras mayor es la concentracion de CO; en la atmdsfera
modificada, se vera inhibido el crecimiento de coliformes, pero después de varios dias de
almacenamiento su crecimiento comienza a ser notorio (Gonzalez-Fandos et al, 2000). En
otros, se ha observado que la concentracion de células viables decrecen insignificantemente en
la primera semana del estudio, pero es requerida una alta concentracion de CO, para una
completa inhibicién de este microorganismo, en este estudio las atmoésferas modificadas
fueron las mas efectivas (Gammariello et al, 2009).

Por otro lado, también ha sido reportado que su conteo microbiolégico va en aumento
y solo después de llegar a una poblacién de 10° UFC/g esta se mantiene durante ocho dfas sin
marcar un cambio drastico (Gammariello et al, 2009).

Finalmente, segun Alam y Goyal (2011) muestras empacadas bajo atmdsferas
modificadas tuvieron un recuento menor, debido a bacteria muerta por la plasmolisis, en la que

se destruye su membrana celular por accién del COs.

4.2.3. Pseudomonas

Los andlisis realizados mostraron que no existid presencia de este microorganismo
psicrofilo, debido a que todos los recuentos fueron menores a uno, lo que indicaria que la

leche utilizada en el proceso fue correctamente pasteurizada en tiempos y temperaturas
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adecuadas, lo que ratifica que la empresa tiene buenas practicas de manufactura. De acuerdo a
la bibliografia se esperaba que el CO; inhiba microorganismos debido a su efecto
bacteriostatico al extender la fase de adaptacion y disminuir la tasa de crecimiento durante su
fase logaritmica, pero en el presente estudio no se pudo observar ese efecto. Se esperaba este
tipo de microorganismo en el queso analizado, como en otros estudios realizados en los que se
determind que los conteos de las muestras empacadas bajo atmdsferas modificadas eran
menores que en el vacio (Gammariello et al, 2009). EI CO, gracias a su efecto bacteriostatico
inhibe el crecimiento de bacterias aerobias gram-negativas, entre ellas Pseudomonas, cuando
estd en altas concentraciones (Eliot et al, 1998;Farber, 1991& Gammariello et al, 2009).Este
gas también puede actuar modificando las funciones de la membrana celular gracias a su
permeabilidad y modificar el pH intracelular, ademas de cambiar las propiedades
fisicoquimicas de las proteinas (Fik, 1995& Pluta et al, 2005).

En varios estudios se pudo observar que muestras empacadas sin atmosferas
modificadas o al vacio mostraron un crecimiento gradual de Pseudomonas en el tiempo de
almacenamiento demostrando un deterioro del queso, mientras este se lentifica o inhibe con
las atmosferas modificadas (Farber, 1991; Gammariello et al, 2009 & Gonzalez-Fandos et al,
2002).

Sin embargo, en otros estudios se observé el aumento de la microbiota psicrofila bajo
atmosferas modificadas en la primera semana debido a que esta microbiota es variada y la
susceptibilidad al CO, para inhibir este tipo de microorganismos puede ser diferente en cada
caso (Gonzalez-Fandos et al, 2000).

Para Pluta et al. (2005), el crecimiento de los microorganismos psicrofilos fue menor

cuando la concentracion de CO, era mayor mientras que Eliot et al. (1998) observaron una
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pequefia influencia en el crecimiento de estos microorganismos cuando se aplicaron

atmosferas modificadas.

4.2.4. Mohos y Levaduras

No se observo crecimiento de mohos en las muestras analizadas porque no existié un
medio apto para su desarrollo, condiciones de pH, temperaturas optimas, ademas de BPM
observadas en la fabricacion del queso limitaron su aparicién.

De acuerdo al resumen del anélisis de variancia (ANOVA) para los valores de recuento
de levaduras obtenidos (Tabla 6), se determind que al tener valores menores a 0,01 los
factores condicién de empaque y tiempo influyeron en el recuento de levaduras de los
tratamientos asi como también la interaccion entre ambos factores, los tratamientos
presentaron diferencia significativa en el recuento de levaduras. Estos resultados estan
respaldados por un coeficiente de variacion de 9,24%, lo cual es adecuado para experimentos

realizados en el laboratorio.

Tabla 6 Resumen del Analisis de Variancia (ANOVA) del recuento de levaduras de los
tratamientos.

Grados de Suma de . valor-
Fuente Libertad Cuadrados Cuadrado Medio  Valor F Prob >|OF
Lotes 1 3.903E-004 3.903E-004
Tratamientos 24 2.59 0.11 75.21 <0.0001
A-Atmosfera 4 0.84 0.21 147.32 < 0.0001
B-Tiempo 4 1.47 0.37 256.20 < 0.0001
AB 16 0.27 0.017 11.94 < 0.0001
Error Experimental 24 0.034 1.433E-003
Total 49 2.62

*Los valores F de probabilidad menores a 0,01 indican que los términos son significativos.
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En la Tabla 7 se detalla el recuento de levaduras de los tratamientos. Al comparar los
tratamientos con el tiempo se pudo determinar que:en el caso del empaque al vacio se observo
un aumento significativo del dia 0 al dia 7, pero desde el dia 14 al 28 no existié una diferencia
significativa. El Aire no mostré diferencia significativa desde el dia 0 al 14, pero al llegar al
dia 21 presento una diferencia significativa que se mantuvo hasta el dia 28. El tratamiento A3
(50:50) se mantuvo estable desde el dia 0 hasta el dia 7, despues aumentaron sus recuentos en
los dias 14 y 21, y disminuyeron en el dia 28 sin tener diferencia significativa en comparacion
al dia 14. En el tratamiento A4 (60:40) no se observo un cambio significativo hasta el dia 21
en el que se determind un aumento del recuento de levaduras, que se mantuvo hasta el dia 28.
Finalmente, en el tratamiento A5 (70:30) desde el dia 7 de observo un comportamiento estable
hasta el dia 28.

Al momento de comparar el tiempo y las condiciones de empaque se observo que en el
dia 0 habia una diferencia significativa unicamente entre el aire y el tratamiento A5. Despues,
en los dias 7 y 14 se aprecid que no existia diferencia significativa entre el vacio y el aire, pero
si entre estos dos en comparacion al tratamiento A4 y A5 . En el dia 21 no se determind una
diferencia significativa entre vacio, aire y A3, tampoco entre A3 y A4, pero si los antes
mencionados con A5. Al final del estudio, en el dia 28 ya se observo una diferencia
significativa entre vacio y aire en comparacion con las atmoésferas utilizadas.

Definiendo asi que la presencia de CO; en el empaque si determina un crecimiento
lentificado de levaduras, pero su concentracién en la atmoésfera no mostré un cambio

significativo.
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Tabla 7 Recuento de levaduras de los tratamientos sometidos a diferentes condiciones de
empague y tiempo.

Condiciones Tiempo de Almacenamiento
de Empaque 0 7 14 21 28
Vacio 1,82Aab  2,57Ba 3,55Ca 5,50Ca 5,62Ca
Aire 1,26Aa 2,88ABac 4,68Bab 5,62Ca 6,31Ca
50:50 1,51Aab  1,70Acd 2,63BDbc 4,47Cab  2,88Db
60:40 1,38Aab  1,41Ab 1,74Acd 3,39BCb  3,16Cb
70:30 1,05Ab 1,62Bbd 1,74Bd 1,70Bc 2,57Bb

Medias seguidas por las mismas letras mayUGsculas para las filas y medias seguidas por las mismas
letras mindsculas para las columnas no difieren entre si al 1% de probabilidad por la prueba de Tukey.

En la figura 6 se puede observar que el recuento siempre es mayor para las muestras
empacadas en el aire y vacio, pero menor en las que recibieron el tratamiento de atmdsferas
modificadas. Esto puede deberse a que las levaduras necesitan un pH 6ptimo de crecimiento
entre 4,5-6 (Adams y Moss, 2005) y en el caso del queso tenemos pH de 5,2-5,5 (NB-33008),
tan solo se observd su crecimiento a lo largo de los analisis, pero se cree que este se vid
lentificado por la temperatura de almacenamiento de las muestras (4£1°C).

Al contrario, en el caso de mohos se observé ausencia en todas las muestras analizadas
por el tiempo de estudio al igual que resultados reportados por (Gammariello et al, 2009) que
puede deberse a que es necesario de un pH optimo entre 3,5-4 (Adams y Moss, 2005) para el
crecimiento de mohos y como se detalla en la norma boliviana el queso mozzarella tiene un
pH entre 5,2-5,5 (NB-33008), por lo tanto, no tiene condiciones necesarias para Su

crecimiento.
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Figura 6 El impacto del empaque en atmdsferas modificadas sobre el recuento de levaduras
de muestras de queso Mozzarella (medias).

Para respaldar nuestros resultados en el estudio realizado por Gammariello et al.,
(2009) no existio crecimiento de mohos en el periodo de almacenamiento, y en el caso de
levaduras los conteos en atmdsferas modificadas fueron similares, pero menores a las muestras
empacadas al vacio. Ademas, estudios como los de Sendra et al. (1994), Vercelino et
al.(1996) y Eliot et al. (1998) reportan un efecto inhibitorio del CO, en mohos y levaduras. El
aumento de los recuentos en levaduras se pueden deber al incremento del pH en el
almacenamiento, debido a las actividades metabolicas de este microorganismo (Jin y Park,
1995 &Johnson, 1998).

Ademas, ciertos estudios demuestran que el uso de la mezcla de gases en atmdsferas
modificadas son mas eficientes que empacado al vacio para inhibir el crecimiento de levaduras
(Gammariello et al, 2009; Alves et al, 1996 &Eliot et al, 1998) al igual que en otros tipos de

gueso como en el cottage (Fedio et al, 1994).Al contrario, en un estudio realizado no existio
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creciemiento de mohos y levaduras en muestras que fueron empacadas bajo atmosferas
modificadas, ni en las empacadas al vacio, pero en el control (aire) si existié crecimiento
(Gonzalez-Fandos et al, 2000), debido a que la mayoria de mohos responsables del deterioro
de los alimentos necesitan de oxigeno para su cercimiento y son sensibles al CO, como
explica Pluta et al.(2005) en sus conclusiones.

En el caso de Favati et al. (2007) 20%-30% fue suficiente para disminuir los recuentos
de mohos en las muestras, pero no fue eficiente para inhibir levaduras y determinaron que
altas concentraciones de CO, no son mas efectivas que el empaque al vacio al limitar el
crecimiento de mohos, al contrario, en Alves et al. (1996) que demuestra que altas

concentraciones de CO; son efectivas para la inhibicion de mohos y levaduras.
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Conclusiones

El uso de atmdsferas modificadas demostré no influenciar en la acidez del queso
Mozzarella, por el contrario, el tiempo si demostro influenciar en la acidez que disminuy6 en
el transcurso del mismo; por lo tanto, al tomar a la acidez que disminuyé como parametro de
comparacion entre las diferentes condiciones de empaque, no se puede designar a una
condicion como mejor 0 peor.

El uso de atmosferas modificadas para reducir la rancidez debido a la eliminacion de
O, fue confirmada durante el experimento ya que tanto las condiciones de empaque, el tiempo
como su interaccion demostraron influencia en el indice de peréxido de los tratamientos.
Tomando en cuenta al indice de peroxido como pardametro de comparacion entre las distintas
condiciones de empaque, las atmosferas modificadas fueron la mejor opcion para reducir la
rancidez, seguidas del empaque al vacio que fue ligeramente diferente.

No se pudo aseverar que las atmésferas modificadas inhiban a microorganismos como
mohos, pseudomonas y coliformes en el queso Mozzarella ya que estos conteos siempre
fueron inferiores a 1, demostrando asi que las BPM aplicadas en el proceso de elaboracion
fueron controladas de manera eficaz. El uso de atmosferas modificadas ayudé a disminuir los
recuentos de levaduras, pero no hubo una diferencia marcada respecto a concentraciones de
CO, que actlen de una manera eficiente al comparar entre los diferentes tratamientos
utilizados con el paso del tiempo.

Finalmente, las atmoésferas modificas no influenciaron de manera importante al
recuento total de aerobios, porque este fue similar en todos los tratamientos evaluados. Esto

quiere decir que sin importar el uso de atmosferas modificadas los recuentos totales no
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estuvieran influenciados por la concentracion de gases que se encuentren en el empaque, ya
que no existio diferencia significativa entre los tratamientos aplicados.

En resumen el uso de atmosferas modificadas no determina un costo-beneficio para su
aplicacion en la industria, debido a que la inocuidad del producto es lo mas importante en
queso mozzarella y esta no se encuentra altamente beneficiada. La rancidez y acidez solo son
parametros que marcan calidad y aceptacion del producto por parte del consumidor. Por lo
tanto, no se recomienda el cambio de empaque utilizado actualmente por la industria (vacio) a
la aplicacion de atmosferas modificadas porque aumentaria el costo del producto y no se

obtendria un beneficio determinante.
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Recomendaciones

Se propone que, a partir de la presente tesis, se realicen estudios que sigan la
degradacion de la lactosa, lactato, grasa y caseinas en queso mozzarella (principales
generadores de sabores y texturas indeseadas) junto a un estudio de vida util sensorial (sabor,
elasticidad y fundibilidad); de tal manera, que se pueda de obtener informacion respecto a los
cambios de estas caracteristicas a través del tiempo, ademas, de la percepcion de las mismas
por parte del consumidor. Asimismo, seria complementario utilizar conteos de bacterias
acido-lacticas para relacionar tanto cambios fisico-quimicos como microbioldgicos.

Finalmente, se recomienda el uso exclusivo de materiales y espacios para los ensayos
para asi evitar problemas de contaminacion tanto en los experimentos fisico-quimicos como

microbioldgicos.
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I. Datos de Porcentaje de CO, del espacio libre del empaque a través del

ANEXOS

tiempo

Atmosfera Tiempo (dias) Lote 1 Lote2  Promedio
0 52,70 42,80 47,75
7 45,40 39,90 42,65
50:50 14 34,20 33,10 33,65
21 25,40 26,90 26,15
28 25,80 25,50 25,65
0 54,80 54,70 54,75
7 49,20 48,40 48,80
60:40 14 42,70 40,50 41,60
21 32,50 34,50 33,50
28 34,10 32,40 33,25
0 67,00 69,10 68,05
7 61,20 63,00 62,10
70:30 14 54,50 56,30 55,40
21 42,60 40,70 41,65
28 30,90 34,10 32,50
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Il. Datos de Porcentaje de O, del espacio libre del empaque a través del

tiempo
T'e,m PO Lote 1 Lote 2 Promedio
(dias)
0 0,90 0,60 0,75
7 1,50 1,20 1,35
14 2,70 3,10 2,90
21 4,50 5,10 4,80
28 6,60 6,50 6,55
0 0,70 0,80 0,75
7 1,40 1,80 1,60
14 2,90 3,70 3,30
21 5,30 4,90 5,10
28 6,60 6,30 6,45
0 0,80 0,50 0,65
7 1,70 1,10 1,40
14 3,10 2,10 2,60
21 4,70 5,40 5,05

28 6,50 6,50 6,50




Ill. Datos de Acidez para el Diseiio Experimental

Response
Factor 1 Factor 2 1
A: B: Tiempo
Std Run Block Atmoésfera dias R1

1 1 Lotel Vacio 0 3,74
2 13 Lotel Aire 7 2,76
3 25 Lotel 50:50 14 2,41
4 37 Lotel 60:40 21 1,58
5 49 Lotel 70:30 28 1,48
6 15 Lotel 50:50 7 3,54
7 27 Lotel 60:40 14 1,97
8 39 Lotel 70:30 21 2,26
9 41 Lotel Vacio 28 1,38
10 3 Lotel Aire 0 4,23
11 29 Lotel 70:30 14 2,46
12 31 Lotel Vacio 21 1,43
13 43 Lotel Aire 28 1,23
14 5 Lotel 50:50 0 3,35
15 17 Lotel 60:40 7 3,15
16 33 Lotel Aire 21 1,62
17 45 Lotel 50:50 28 1,28
18 7 Lotel 60:40 0 3,35
19 19 Lotel 70:30 7 3,45
20 21 Lotel Vacio 14 2,07
21 47 Lotel 60:40 28 1,28
22 9 Lotel 70:30 0 3,64
23 11 Lotel Vacio 7 2,46
24 23 Lotel Aire 14 2,36
25 35 Lotel 50:50 21 2,02
26 2 Lote?2 Vacio 0 3,7
27 14 Lote 2 Aire 7 2,66
28 26 Lote 2 50:50 14 1,98
29 38 Lote 2 60:40 21 1,87
30 50 Lote?2 70:30 28 1,51
31 16 Lote 2 50:50 7 2,92
32 28 Lote 2 60:40 14 1,54
33 40 Lote?2 70:30 21 2,04
34 42 Lote 2 Vacio 28 1,17
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30
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39

IV. ANOVA para datos de Acidez

Response 1 R1
ANOVA for selected factorial model
Analysis of variance table [Classical sum of squares - Type I1]

Source Sum of Df Mean F p-value
Squares Square Value Prob > F
Block 0,118098 1 0,118098
Model 34,891052 24 1,453793833 29,2109285 < 0.0001 significant
A-
Concentracion  0,987532 4 0,246883  4,96059448  0.0047
B-Tiempo  31,822592 4 7,955648  159,852009 < 0.0001
AB 2,080928 16 0,130058  2,61324189 0.0163
Residual 1,194452 24 0,049768833

Cor Total 36,203602 49

The Model F-value of 29.21 implies the model is significant. There is only
a 0.01% chance that a "Model F-Value" this large could occur due to noise.

Values of "Prob > F" less than 0.0500 indicate model terms are significant.

In this case A, B, AB are significant model terms.

Values greater than 0.1000 indicate the model terms are not significant.

If there are many insignificant model terms (not counting those required to support hierarchy),
model reduction may improve your model.

Std. Dev. 0,22308929 R-Squared  0,9668994
Adj R-
Mean 2,3714 Squared 0,93379879
Pred R-
CV.% 9,40749323 Squared 0,85633418
Adeq
PRESS 5,18425347 Precision  18,5066413

The "Pred R-Squared™ of 0.8563 is in reasonable agreement with the "Adj R-Squared™ of 0.9338.

"Adeq Precision™ measures the signal to noise ratio. A ratio greater than 4 is desirable. Your
ratio of 18.507 indicates an adequate signal. This model can be used to navigate the design space.



V. Normal Plot of Residuals para datos de Acidez
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VII. Box Cox para datos de Acidez
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VIIl. Prueba de Tukey para datos de Acidez

Error Est
de celdas A p v T
0,1583 0,01 25 24 6,83

Intercomparacion:

*Existe diferencia significativa

Diferencia VALOR T
1 Aire 0 y Aire 28 4,13 1,25 2,8788 1,0813
2 Aire 0 Vacio 28 4,13 1,27 2,8518 1,0813
3 Aire 0 50:50 28 4,13 1,42 2,7033 1,0813
4 Aire 0 70:30 28 4,13 1,49 2,6323 1,0813
5 Aire 0 60:40 28 4,13 1,55 2,5717 1,0813
6 Aire 0 Vacio 21 4,13 1,61 2,5179 1,0813
7 Aire 0 60:40 21 4,13 1,72 2,4050 1,0813
8 Aire 0 Aire 21 4,13 1,74 2,3826 1,0813
9 Aire 0 60:40 14 4,13 1,75 2,3717 1,0813
10 Aire 0 Vacio 14 4,13 1,90 2,2210 1,0813
11 Aire 0 Aire 14 4,13 2,03 2,0915 1,0813
12 Aire 0 70:30 21 4,13 2,15 1,9731 1,0813
13 Aire 0 50:50 21 4,13 2,16 1,9626 1,0813
14 Aire 0 50:50 14 4,13 2,19 1,9316 1,0813
15 Aire 0 70:30 14 4,13 2,30 1,8256 1,0813
16 Aire 0 Vacio 7 4,13 2,34 1,7893 1,0813
17 Aire 0 Aire 7 4,13 2,71 1,4178 1,0813
18 Aire 0 60:40 7 4,13 2,98 1,1442 1,0813
19 Aire 0 50:50 7 4,13 3,23 0,8958 1,0813
20 Aire 0 70:30 7 4,13 3,28 0,8453 1,0813
21 Aire 0 60:40 0 4,13 3,34 0,7825 1,0813
22 Aire 0 50:50 0 4,13 3,43 0,6993 1,0813
23 Aire 0 70:30 0 4,13 3,55 0,5765 1,0813
24 Aire 0 Vacio 0 4,13 3,72 0,4078 1,0813
1 Vacio 0,00 Aire 28 3,72 1,25 2,4710 1,0813
2 Vacio 0,00 Vacio 28 3,72 1,27 2,4441 1,0813
3 Vacio 0,00 50:50 28 3,72 1,42 2,2955 1,0813
4 Vacio 0,00 70:30 28 3,72 1,49 2,2245 1,0813
5 Vacio 0,00 60:40 28 3,72 1,55 2,1639 1,0813
6 Vacio 0,00 Vacio 21 3,72 1,61 2,1101 1,0813
7 Vacio 0,00 60:40 21 3,72 1,72 1,9972 1,0813
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IX. Datos de indice de Peréxido para el Disefio Experimental

Response
Factor 1 Factor 2 1
A: B: Tiempo
Std Run Block Atmosfera dias R1

1 1 Lotel Vacio 0 0,29
2 3 Lotel Aire 0 0,32
3 5 Lotel 50:50 0 0,3
4 7 Lotel 60:40 0 0,3
5 9 Lotel 70:30 0 0,31
6 13 Lotel Aire 7 0,33
7 15 Lotel 50:50 7 0,34
8 17 Lotel 60:40 7 0,31
9 19 Lotel 70:30 7 0,32
10 11 Lotel Vacio 7 0,33
11 25 Lotel 50:50 14 0,34
12 27 Lotel 60:40 14 0,33
13 29 Lotel 70:30 14 0,33
14 21 Lotel Vacio 14 0,34
15 23 Lotel Aire 14 0,33
16 37 Lotel 60:40 21 0,34
17 39 Lotel 70:30 21 0,35
18 31 Lotel Vacio 21 0,36
19 33 Lotel Aire 21 0,38
20 35 Lotel 50:50 21 0,35
21 49 Lote 1 70:30 28 0,45
22 41 Lotel Vacio 28 0,55
23 43 Lote 1 Aire 28 0,99
24 45 Lotel 50:50 28 0,46
25 47 Lote 1 60:40 28 0,47
26 2 Lote?2 Vacio 0 0,3
27 4 Lote 2 Aire 0 0,3
28 6 Lote?2 50:50 0 0,3
29 8 Lote 2 60:40 0 0,3
30 10 Lote 2 70:30 0 0,3
31 14 Lote 2 Aire 7 0,36
32 16 Lote 2 50:50 7 0,33
33 18 Lote 2 60:40 7 0,33
34 20 Lote 2 70:30 7 0,33
35 12 Lote 2 Vacio 7 0,35
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53

X. ANOVA para datos de Indice de Peréxido

Response 1 R1

Transform: Power Lambda: -1,32 Constant: 0
ANOVA for selected factorial model

Analysis of variance table [Classical sum of squares - Type I1]

Source Sum of df Mean F p-value
Squares Square Value Prob > F
Block 0,85904196 1 0,859041958
Model 45,5949303 24 1,899788763 36,2338592 < 0.0001  significant
A-
Concentracion  3,14179127 4 0,785447818 14,9805106 < 0.0001
B-Tiempo 39,3629456 4 9,840736398 187,68816 < 0.0001
AB 3,09019345 16  0,19313709 3,68362119 0.0020
Residual 1,25835148 24 0,052431312
Cor Total 47,7123237 49

The Model F-value of 36.23 implies the model is significant. There is only
a 0.01% chance that a "Model F-Value™ this large could occur due to noise.

Values of "Prob > F" less than 0.0500 indicate model terms are significant.

In this case A, B, AB are significant model terms.

Values greater than 0.1000 indicate the model terms are not significant.

If there are many insignificant model terms (not counting those required to support hierarchy),
model reduction may improve your model.

Std. Dev. 0,22897885 R-Squared  0,97314272
Adj R-
Mean 3,81064325 Squared 0,94628545
Pred R-
CV.% 6,00892894 Squared 0,88343197
Adeq
PRESS 5,46159495 Precision  26,0700599

The "Pred R-Squared” of 0.8834 is in reasonable agreement with the "Adj R-Squared" of 0.9463.

"Adeq Precision™ measures the signal to noise ratio. A ratio greater than 4 is desirable. Your
ratio of 26.070 indicates an adequate signal. This model can be used to navigate the design space.
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XIIl. Box Cox para Indice de Peréxido
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XIV. Prueba de Tukey para Datos de Indice de Peroxido

Error Est
de celdas a p
0,0188 0,01 25

Intercomparacion:

*Existe diferencia significativa

1 Aire 28 y Vacio 0 1,03 0,30
2 Aire 28 50:50 0 1,03 0,30
3 Aire 28 60:40 0 1,03 0,30
4 Aire 28 ;8 0 1,03 0,31
5 Aire 28 Aire 0 1,03 0,31
6 Aire 28 60:40 7 1,03 0,32
7 Aire 28 70:30 7 1,03 0,33
8 Aire 28 50:50 7 1,03 0,34
9 Aire 28 Vacio 7 1,03 0,34
10 Aire 28 70:30 14 1,03 0,34
11 Aire 28 Aire 7 1,03 0,35
12 Aire 28 50:50 14 1,03 0,35
13 Aire 28 Vacio 14 1,03 0,35
14 Aire 28 60:40 14 1,03 0,35
15 Aire 28 70:30 21 1,03 0,36
16 Aire 28 50:50 21 1,03 0,36
17 Aire 28 60:40 21 1,03 0,37
18 Aire 28 Aire 14 1,03 0,37
19 Aire 28 Vacio 21 1,03 0,38
20 Aire 28 Aire 21 1,03 0,43
21 Aire 28 70:30 28 1,03 0,46
22 Aire 28 50:50 28 1,03 0,47
23 Aire 28 60:40 28 1,03 0,48
24 Aire 28 Vacio 28 1,03 0,63
1 Vacio 28,00 Vacio 0 0,63 0,30
2 Vacio 28,00 50:50 0 0,63 0,30
3 Vacio 28,00 60:40 0 0,63 0,30
4 Vacio 28,00 70:30 0 0,63 0,31
5 Vacio 28,00 Aire 0 0,63 0,31
6 Vacio 28,00 60:40 7 0,63 0,32

Diferencia
0,7277
0,7250
0,7250

0,7200
0,7170
0,7050
0,7000
0,6900
0,6857
0,6850
0,6800
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0,6750
0,6750
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0,6650
0,6600
0,6589
0,6499
0,5996
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XV. Datos de Recuento Total de Aerobios para el Diseiio Experimental

Response
Factor 1 Factor 2 1
A: B: Tiempo
Std Run Block Atmosfera dias R1
1 1 Lote 1 Vacio 0 5,35793
2 3 Lote 1 Aire 0 5,07555
3 5 Lote 1 50:50 0 497772
4 7 Lote 1 60:40 0 5,09517
5 9 Lote 1 70:30 0 5,01072
6 13 Lote 1 Aire 7 5,78176
7 15 Lote 1 50:50 7 5,59106
8 17 Lote 1 60:40 7 5,74036
9 19 Lote 1 70:30 7 5,66276
10 11 Lote 1 Vacio 7 5,96142
11 25 Lote 1 50:50 14 5,64345
12 27 Lote 1 60:40 14 5,57403
13 29 Lote 1 70:30 14 5,61805
14 21 Lote 1 Vacio 14 5,77452
15 23 Lote 1 Aire 14 6,25888
16 37 Lote 1 60:40 21 5,71181
17 39 Lote 1 70:30 21 5,60746
18 31 Lote 1 Vacio 21 5,86034
19 33 Lote 1 Aire 21 5,77085
20 35 Lote 1 50:50 21 5,74036
21 49 Lote 1 70:30 28 5,58546
22 41 Lote 1 Vacio 28 5,70757
23 43 Lote 1 Aire 28 6,15685
24 45 Lote 1 50:50 28 5,75967
25 47 Lote 1 60:40 28 5,59106
26 2 Lote 2 Vacio 0 5,36173
27 4 Lote 2 Aire 0 4,69897
28 6 Lote 2 50:50 0 5,13033
29 8 Lote 2 60:40 0 5,20412
30 10 Lote 2 70:30 0 5,11394
31 14 Lote 2 Aire 7 5,11394
32 16 Lote 2 50:50 7 5,13033
33 18 Lote 2 60:40 7 4,77815
34 20 Lote 2 70:30 7 4,8451
35 12 Lote 2 Vacio 7 5,04139
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XVI. ANOVA para datos de Recuento Total de Aerobios

Response 1 R1
Transform: Base 10 Log Constant: 0
ANOVA for selected factorial model
Analysis of variance table [Classical sum of squares - Type I1]

Source Sum of df Mean F p-value
Squares Square Value Prob > F
Block 0,00039026 1 0,00039026
Model 2,58719216 24 0,10779967 75,2140858 < 0.0001 significant
A-

Concentracién 0,84457831 4 0,21114458 147,319986 < 0.0001
B-Tiempo 1,46880235 4 0,36720059 256,203528 < 0.0001
AB 0,27381149 16 0,01711322 11,9402503 < 0.0001
Residual 0,03439771 24 0,00143324
Cor Total 2,62198012 49

The Model F-value of 75.21 implies the model is significant. There is only
a 0.01% chance that a "Model F-Value™ this large could occur due to noise.

Values of "Prob > F" less than 0.0500 indicate model terms are significant.

In this case A, B, AB are significant model terms.

Values greater than 0.1000 indicate the model terms are not significant.

If there are many insignificant model terms (not counting those required to support hierarchy),
model reduction may improve your model.

Std. Dev. 0,03785813 R-Squared 0,98687907
Mean 0,40223103 Adj R-Squared 0,97375813
CV.% 9,41203561 Pred R-Squared 0,9430515
PRESS 0,14929561 Adeq Precision 28,9300392

The "Pred R-Squared™ of 0.9431 is in reasonable agreement with the "Adj R-Squared" of
0.9738.

"Adeq Precision” measures the signal to noise ratio. A ratio greater than 4 is desirable.
Your ratio of 28.930 indicates an adequate signal. This model can be used to navigate the
design space.
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XVIII. e: vs. Run para datos de Recuento Total de Aerobios
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XIX. Box Cox para datos de Recuento Total de Aerobios
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XX. Datos de Recuento Levaduras para el Diseio Experimental

Factor 1 Factor 2 Response 1
A: B: Tiempo

Std Run Block Atmodsfera dias R1

1 1 Lote 1 Vacio 0 1,92942
2 3 Lote 1 Aire 0 1,17609
3 5 Lote 1 50:50 0 1,54407
4 7 Lote 1 60:40 0 1, 39794
5 9 Lote 1 70:30 0 1

6 13 Lote 1 Aire 7 2,95665
7 15 Lote 1 50:50 7 1,77815
8 17 Lote 1 60:40 7 1,17609
9 19 Lote 1 70:30 7 1,69897
10 11 Lote 1 Vacio 7 2,57978
11 25 Lote 1 50:50 14 2,69461
12 27 Lote 1 60:40 14 1,65321
13 29 Lote 1 70:30 14 1,7295
14 21 Lote 1 Vacio 14 3,53403
15 23 Lote 1 Aire 14 3,89
16 37 Lote 1 60:40 21 3,30103
17 39 Lote 1 70:30 21 1,74036
18 31 Lote 1 Vacio 21 5,43136
19 33 Lote 1 Aire 21 5,58546
20 35 Lote 1 50:50 21 4,49
21 49 Lote 1 70:30 28 2,67669
22 41 Lote 1 Vacio 28 5,47712
23 43 Lote 1 Aire 28 6,37291
24 45 Lote 1 50:50 28 2,94448
25 47 Lote 1 60:40 28 3,19866
26 2 Lote 2 Vacio 0 1,65
27 4 Lote 2 Aire 0 1,36
28 6 Lote 2 50:50 0 1,42942
29 8 Lote 2 60:40 0 1,35
30 10 Lote 2 70:30 0 1,07609
31 14 Lote 2 Aire 7 2,823
32 16 Lote 2 50:50 7 1,6173
33 18 Lote 2 60:40 7 1,69897
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XXI. ANOVA para datos de Recuento de Levaduras

Response 1 R1
Base 10
Transform: Log Constant: 0
ANOVA for selected factorial model
Analysis of variance table [Classical sum of squares - Type I1]

Source Sum of df Mean F p-value
Squares Square Value Prob > F
Block 0,00039026 1 0,000390255
Model 2,58719216 24 0,107799673 75,2140858 < 0.0001 Significant
A-
Concentracion  0,84457831 4 0,211144577 147,319986 < 0.0001
B-Tiempo 1,46880235 4 0,367200588 256,203528 < 0.0001
AB 0,27381149 16 0,017113218 11,9402503 < 0.0001
Residual 0,03439771 24 0,001433238
Cor Total 2,62198012 49

The Model F-value of 75.21 implies the model is significant. There is only
a 0.01% chance that a "Model F-Value™ this large could occur due to noise.

Values of "Prob > F" less than 0.0500 indicate model terms are significant.

In this case A, B, AB are significant model terms.

Values greater than 0.1000 indicate the model terms are not significant.

If there are many insignificant model terms (not counting those required to support hierarchy),
model reduction may improve your model.

Std. Dev. 0,03785813 R-Squared  0,98687907
Mean 0,40223103 Adj R-Squared 0,97375813
CV.% 9,41203561 Pred R-Squared 0,9430515
PRESS 0,14929561 Adeq Precision 28,9300392

The "Pred R-Squared™ of 0.9431 is in reasonable agreement with the "Adj R-Squared™ of 0.9738.

"Adeq Precision™ measures the signal to noise ratio. A ratio greater than 4 is desirable. Your

ratio of 28.930 indicates an adequate signal. This model can be used to navigate the design space.
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XXIl. Normal Plot para datos de Recuento de Levaduras
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XXIIl. €ivs. Run para datos de Recuento de Levaduras
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XXIV. Box Cox para datos de Recuento de Levaduras.
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XXV. Prueba de Tukey para datos de Levaduras

Error Est de celdas
0.15831252

Intercomparacion:

0.01

*Existe diferencia significativa
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