ANEXO 1

FORMATO PARA LA PRESENTACION DE PROYECTOS DE INVESTIGACION
CON EL FINANCIAMIENTO DEL FEDU

1. Titulo del proyecto

Aplicacion de aceites esenciales en la calidad microbioldgica y fisicoquimica
de hamburguesas elaboradas a base carne de cuy (Cavia porcellus)

2. Area de Investigacion

Area de investigacion Linea de Investigacion Disciplina OCDE

Ingenieria de Procesos Desarrollo de procesos y
productos agroindustriales
sostenibles y eficientes

3. Duracién del proyecto (meses)

|12

4. Tipo de proyecto

Individual ©)
Multidisciplinario O
Director de tesis pregrado ©)

4. Datos de los integrantes del proyecto
Apellidos y Nombres Alvarado Mamani Ulises
Escuela Profesional Ingenieria Agroindustrial
Celular 993370388
Correo Electrénico ualvarado@unap.edu.pe

I. Titulo (ElI proyecto de tesis debe llevar un titulo que exprese en forma sintética su
contenido, haciendo referencia en lo posible, al resultado final que se pretende lograr.
Max. palabras 25)

Aplicacion de aceites esenciales en la calidad microbiologica y fisicoquimica
de hamburguesas elaboradas a base carne de cuy (Cavia porcellus)

Il. Resumen del Proyecto de Tesis (Debe ser suficientemente informativo, presentando
-igual que un trabajo cientifico- una descripcion de los principales puntos que se
abordaran, objetivos, metodologia y resultados que se esperan)

En la industria carnica existe la constante busqueda de nuevas sustancias
antimicrobianas con maxima efectividad para evitar el crecimiento de los
patdgenos y alargar la vida (til, lo que ha despertado la atencion en el uso de
sustancias naturales como los aceites esenciales del orégano y hierba buena. Por
lo tanto, el presente proyecto de investigacion tiene como objetivo general,
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evaluar la —calidad microbiotdgica —en—ta—apticacion —de—aceites—esenciates—en
hamburguesas elaboradas a partir de carne de cuy (Cavia porcellus). Se evaluara
la aplicacion de los aceites esenciales de orégano, hierba buena y su combinacion
de ambos aceites esenciales (50% y 50%) en hamburguesa elaborada a partir
de carne de cuy. Para lo cual se evaluard el analisis microbiolégico y analisis
fisicoquimico (pH, acidez, color) durante 20 (cada 5 dias) dias a 4°C en donde
las hamburguesas de carne de cuy seran sometidas a tres tratamientos (0.5, 1y
1.5% de aceite esencial de orégano, 0.5, 1y 1,5 % de aceite esencial de hierba
buena y 0.5, 1 y 1.5% combinada de ambos aceites esenciales) y para el analisis
sensorial se seleccionaran las muestras que cumplan con los criterios sanitarios
y luego se someteran a evaluacion respecto a la apariencia general, color, olor,
sabor y textura por un minimo de 20 jueces. Los datos seran analizados por grado
de variacion y diferencia significativa utilizando analisis de varianza (ANVA) con
un nivel de confianza al 95% vy el test de Duncan (p =< 0.05). Resultados
esperados; los aceites esenciales aplicadas en las hamburguesas elaboradas a
partir carne de cuy logrardn ampliar la vida util, ademas, mejorara las
caracteristicas sensoriales como sabor y aroma.

lll. Palabras claves (Keywords) (Colocadas en orden de importancia. Max. palabras:
cinco)

\ Aceites esenciales, Cavia porcellus, efecto antimicrobiano, hamburguesa

IV. Justificacion del proyecto (Describa el problema y su relevancia como objeto de
investigacion. Es importante una clara definicion y delimitacion del problema que
abordara la investigacién, ya que temas cuya definicion es difusa o amplisima son
dificiles de evaluar y desarrollar)

En estos tiempos comer hamburguesas no es sano, no es apto para nuestra salud (cita).
Sin embargo, la hamburguesa es una fuente importante de proteinas, genera un aumento
de energia con el hierro y grasa, este ultimo dependiendo de la carne dependiendo siempre
el tipo de la carne que se utilice.

Tal como se menciond en el apartado anterior, este proyecto de investigacion pretende
sustituir las carnes rojas comunmente utilizados en la elaboracion de hamburguesas, debido
a que son perjudiciales para la salud por su alto contenido en grasas saturadas, por lo que
se optara por la carne de cuy, debido que el Peru es el primer exportador con un 71.3% a
nivel mundial. Ademas, contiene 78,1% de agua, 19% de proteina, 1,6% de grasa, 1,2% de
minerales y 0,1% de carbohidratos totales y disponibles. Entre los minerales mas
importantes estan el Calcio (29 mg/kg), Fosforo (29 mg/kg), Zinc (1,57 mg/kg) y Hierro (1,90
mg/kg). Asimismo, muestra el contenido de las principales vitaminas como la Tiamina (0,06
mg/kg), Riboflavina (0,14 mg/kg) y la Niacina (6,50 mg/kg); asi como el contenido de energia
que alcanza las 96 kcal (Contreras Flores, 2019).

Por otro lado, en la actualidad existe una tendencia negativa en el consumo de productos
que agregan aditivos sintéticos en su formulaciéon, ya que el mercado mundial y las
empresas han generado una tendencia favorable hacia el consumo de productos con
conservantes naturales o bioconservantes. Por lo tanto, se toma en consideracion; el aceite
esencial de orégano cuyos componentes mas importantes son el timol y el carvacrol (Abdul
Qadir, 2017), la carvona es un compuesto terpenoide, compuesto principal del aceite
esencial de hierba buena (Giler Moran & Perez Perez, 2020) y su respectiva combinacion
de ambos aceites esenciales. Los aceites esenciales mencionados en su aplicacion como
agente antimicrobiano y antioxidante es una tendencia creciente hacia la prolongacion de la
vida util de los alimentos (Prakash, 2016).

Los aceites esenciales en la industria carnica ademas de su efecto antimicrobianos mejoran
las caracteristicas sensoriales. Es por este motivo, que el presente proyecto de investigacion
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hamburguesas elaboradas a partir de carne de cuy, debido a que hasta el momento no
existe investigacion alguna.

V. Antecedentes del proyecto (Incluya el estado actual del conocimiento en el ambito
nacional e internacional. La revisidon bibliografica debe incluir en lo posible articulos
cientificos actuales, para evidenciar el conocimiento existente y el aporte de la Tesis
propuesta. Esto es importante para el futuro articulo que resultara como producto de este
trabajo)

Condori cutipa, (2015), en su tesis “efecto del aceite esencial de orégano como conservante
de la carne cuy” tuvo como objetivo determinar la concentracién de aceite esencial de
orégano que permita conservar las caracteristicas microbioldgicas de la carne cuy, realizd
dos muestras uno con aceite esencial de 0.33% y la otra muestra sin aceite esencial
almacenada a 5 °C durante 42 dias, obtuvo que la adicién de aceite esencial de orégano
como conservante en concentracion del 0.33% prolonga el tiempo de vida util, por un tiempo
de 28 dias, aptos para el consumo humano.

Quispe Velasquez, (2017), en su tesis “Efecto de los aceites esenciales de romero
(rosmarinus officinalis) y hierba buena (mentha spicata) en hamburguesa de carne de llama
(lama glama)”, tuvo como objetivo evaluar el efecto de los aceites esenciales de Romero
(rosmarinus officinalis L.) y Hierba buena (Mentha spicata) en la carga microbioldgica de la
hamburguesa de carne de llama (Lama glama) para lo cual sometié las hamburguesas de
llama a tratamientos (0.5% y 1% de aceite esencial de romero; 0.5% y 1% de aceite esencial
de hierba buena mas una muestra control) para evaluar microorganismos y otros factores.
Los resultados del analisis microbiolégico fue que los dos aceites esenciales tuvieron un
efecto antimicrobiano en la hamburguesa de carne de llama ya que no hubo presencia de
E. Coli ni Salmonella sp. en ninguna de las muestras.

Quispe Nina, (2017) realizé una investigacion del “efecto antimicrobiano y antioxidante del
aceite esencial de orégano (origanum vulgare), en el jamén de carne de alpaca (vicugna
pacos)” tuvo como objetivo evaluar la actividad antioxidante del aceite esencial de orégano
en el jamon de carne de alpaca para lo cual trabaj6 con 2 concentraciones de aceite esencial
de orégano (C2=0.5 y C3= 1%) y una C1= muestra control, cada 3 dias realiz6 el analisis
microbiolégico almacenando a 5 °C y obtuvo como resultado que la concentracion al 1% fue
el mejor inhibiendo los microorganismos desde el dia inicial hasta el ultimo dia de estudio.

Araujo Sanchez, (2016) investigé sobre “efecto antibacteriano del aceite esencial de
Origanum vulgare sobre Coliformes y Mesdfilos en carnes de hamburguesas preparadas
artesanalmente” con el objetivo de determinar el efecto antibacteriano del aceite esencial de
Origanum vulgare sobre coliformes y mesdfilos en carnes de hamburguesas preparadas
artesanalmente, en su metodologia traté las hamburguesas con aceite esencial de
Origanum vulgare a concentraciones de 25%, 50%, 75% y 100%. Reporté que no encontré
efecto antibacteriano sobre las bacterias coliformes por el resultado de no apto para el
consumo, pero si hubo efecto sobre los aerobios mesdfilos ya que se aprecia que 50% de
las muestras son aptas para consumo humano en concentraciones de 75% y 100% de
AEQV y evidencié una diferencia estadistica significativa.

Culqui Arce, (2018) en su trabajo de tesis “Determinacion de vida util de carne de cuy
empacado al vacio utilizando aceites esenciales de especias nativas de la region
amazonas”, tuvo como objetivo evaluar el tiempo de vida Gtil de carne de cuy empacado al
vacio utilizando aceite esencial de huacatay almacenado a 3°C. su procedimiento para
determinar la vida util fue mediante la carga microbiana (Escherichia coli y Staphylococus
aureus), oxidacion y pH en 26 g de carne de cuy. Como resultado reportd que, a los 14 dias,
todas las muestras, mantuvieron sus caracteristicas para ser consumida; ademas observo
que para la inhibicién de E. coli ninguna de las concentraciones tuvo diferencia alguna sin
embargo para S. aureus la concentracion de 0,35% tubo mayor efecto inhibidor. Por lo que
concluye que el aceite esencial de T. minuta, puede prolongar el tiempo de vida util de carne
de cuy empacada al vacio hasta por 14 dias.
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Hitvay-Gomez,(2015) en-su-investigacion“Efecto-de-los-aceites-esenciales-de-limén-(Citrus
limon), albahaca (Ocimum basilicum L.) y orégano (Origanum vulgare), en la conservacion
de la carne de cuy (Cavia porcellus)” con el objetivo de estudiar el efecto de aplicar aceites
esenciales de Limén, Albahaca y Orégano, sobre el tiempo de vida util y las caracteristicas
sensoriales de la carne de Cuy. Utilizé un disefio de bloques con un arreglo factorial A x B
mas un testigo. Prepard concentraciones de 0.3 %, 0.4 % y 0.5 % de aceite esencial e
inyecto al musculo hasta alcanzar un aumento en peso equivalente al 30 % y masajed cada
20 min por 12 horas. Para analizar sus datos aplicé un analisis de Varianza ANOVA seguido
de una prueba de Tukey a un nivel de confianza del 95 %. Como resultado report6 como
mejor tratamiento el T7 correspondiente a aceite esencial de Orégano en un 0.30 % de
concentracion.

VI. Hipdtesis del trabajo (Es el aporte proyectado de la investigacion en la solucion del
problema)

Hipotesis general

1. Laaplicacion de los aceites esenciales influira de forma significativa en la calidad
microbiolégica y fisicoquimica en hamburguesas elaboradas a partir de carne de
cuy (Cavia porcellus).

Hipotesis especificas

1. La concentracion de PH, acidez y color influirdn significativamente en
hamburguesas elaboradas a partir de carne de cuy (Cavia porcellus) durante el
almacenamiento.

2. Las tres concentraciones de aceites esenciales influiran significativamente en la
vida util de la hamburguesa de carne de cuy (Cavia porcellus).

3. La aplicacién de aceites esenciales de concentraciéon éptima en la hamburguesa
elaborada a partir de carne cuy (Cavia porcellus) influira significativamente en las
caracteristicas sensoriales.

VII. Objetivo general

1. Evaluar la calidad microbioloégica y fisicoquimica en la aplicacion de aceites
esenciales en hamburguesas elaboradas a partir de carne de cuy (Cavia porcellus).

VIII. Objetivos especificos

1. Evaluar el pH, acidez y color de la hamburguesa elaboradas a partir de carne de cuy
(cavia porcillus) durante el alm9

2. acenamiento.

3. Analizar el tiempo de vida util mediante la evaluacién microbiolégica en la hamburguesa
a partir de carne de cuy (cavia porcillus) con adicién de aceites esenciales almacenado
en refrigeracion.

4. Evaluar las caracteristicas sensoriales de la hamburguesa elaboradas a partir de carne
de cuy (cavia porcillus) con la aplicaciéon de aceites esenciales de concentracion 6ptima.

IX. Metodologia de investigacién (Describir el(los) método(s) cientifico(s) que se
empleara(n) para alcanzar los objetivos especificos, en forma coherente a la hipétesis
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de fa-investigacion.—Sustentar, con-base bibliografica,ta-pertinencia-del(los)-método(s)
en términos de la representatividad de la muestra y de los resultados que se esperan
alcanzar. Incluir los andlisis estadisticos a utilizar)

De acuerdo a la naturaleza del problema y objetivos de investigacion, el presente proyecto
de investigacion es de tipo experimental, puesto que, se realizaran analisis microbioldgicos
que permitiran determinar la calidad microbioldgica e inferir en el tiempo de vida util de las
hamburguesas.

10.1. Lugar de ejecucion

El estudio microbiolégico de la aplicacion de aceites esenciales en hamburguesas
elaboradas a partir de carne de cuy, se llevara a cabo en el laboratorio de Evaluacion
Nutricional, Taller de Carnes y en el Laboratorio de Analisis Microbiologico de la Escuela
Profesional de Ingenieria Agroindustrial (EPIAI), Facultad de Ciencias Agrarias de la UNA-
PUNO.

10.2. Material experimental

- Cepas de Aerobios Mesofilos, Escherichia coli, Staphylococcus Aureus, Salmonella sp
y Escherichia Coli 0157:H7; obtenidas del Laboratorio de higiene de alimentos - Instituto
Nacional de Investigacién en Alimentos — Japon.

- Aceites esenciales de Orégano (Origanum vulgare) y hierba buena (Mentha spicata),
obtenidas de la Empresa Essential Oils Peru — Lima.

- Hamburguesa elaborada a partir de carne de cuy, muestra proveniente del Taller de
Carnes de la escuela profesional de Ingenieria Agroindustrial Facultad Ciencias
Agrarias UNA Puno.

10.3. Metodologia experimental
10.3.1. Proceso para la obtencion de hamburguesa

En la Figura 1, se muestra el procedimiento que se seguira para obtener la muestras y/o
tratamientos de estudio que se usaran para llevar a cabo este proyecto de investigacion.

Carne de cuy

Carne de cuy 68.8% l —
Polifosfatos 0.1%
Glutamato 0.1%
Azucar 0.1%

Aimidon -
Almidén de maiz 7.6% PESADO

Cebolla roja 6.2%

Pimentén 6.2%
Hielo en escarcha 6.2% MOLIDO

O N R G WG

¥ Aceite esencial de orégano (0.5, 1,
1.5%)

¥ Aceite esencial de hierba buena
10 minutos |- MEZCLADO g
l ¥ Aceite esencial combinado 50%
AEOQ y 50% AEHB (0.5, 1, 1.5%)
De 1 cm de espesor} MOLDEADO
Peso: 100gr l
EMPACADO
|
ALMACENADO Tiempo de almacenamiento

(dias): 0, 5, 10, 15 y 20.

Ajo en polvo 1.4%

Figura 1: Diagrama de flujo de la elaboracién de hamburguesa adaptado de Quispe
Velasquez, (2017).

Descripcion del proceso:
- Carne de cuy: la carne de cuy sera adquirida del Mercado Unién y Dignidad ubicada

en la ciudad de Puno, para ello se revisara que la carne este en buen estado (fresco).
- Recepcion: la carne de cuy se recepcionara a refrigeracion de 4°C en el laboratorio de
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- Pesado: Se pesara la carne de cuy y demas ingredientes de acuerdo a la formulacién
que se muestra en la Tabla 1.

- Picado: Se picara la carne de cuy a un tamafio que permita introducirlos facilmente a
la tolva del molino.

- Molido: Se realizara la molienda en el laboratorio de carnes. En cuanto al diametro de
orificio interior de disco sera de 6mm.

- Mezclado: En un recipiente hondo, se mezclara la carne y los ingredientes, hasta que
este homogéneo y en este proceso se le afiadira las diferentes concentraciones (0.5, 1
y 1.5%) de aceites esenciales y también se tendra una muestra control (0%) de aceites
esenciales.

- Moldeado: Para darle forma a la hamburguesa, se usaran las manos humedas de esta
manera facilitar esta operacion. El peso promedio de las hamburguesas sera de 100
gramos. Se utilizara plastico para separar las hamburguesas una de otra.

- Empacado: Se empacara en bandejas de espuma de poliestireno con film plastico.

- Almacenado: Las hamburguesas una vez armadas y envasadas se refrigeraran a 4°C.

Tabla 1: Formulacién para hamburguesa elaboradas a partir de carne de cuy.

INGREDIENTES INGREDIENTES (g)

Carne de cuy 1153
Polifosfatos 2
Glutamato 2.31
Azlcar 2.31
Sal 53.3
Almidén de maiz 127.07
Cebolla roja 103.95
Pimentdn 103.95
Hielo en escarcha 103.95
Ajo en polvo 23.1
Aceite esencial de orégano (AEQO) 0.5, 1y 1.5%

Aceite esencial de hierba buena (AEHB) 0.5, 1y 1.5%

Aceite esencial combinada (50% AEO y 50% AEHB) 0.5, 1y 1.5%

Fuente: Rodriguez, Valdés, & Aleman, (2006).
10.4. Factores de estudio en la hamburguesa a partir de carne de cuy.
Las variables de estudios para los tres objetivos son:
- Aceite esencial orégano (AEO), hierbabuena (AEHB) y combinacién (50% AEO y 50%
- égr:'ci)ﬁtracio'n de aceites esenciales (0.5%, 1% y 1.5%).
- Tiempo de almacenamiento (dia) (dia 0, dia 5, dia 10, ...dia 20).
10.5. Variables de respuesta en la hamburguesa a partir de carne de cuy.
Para el primer objetivo
- Andlisis fisicoquimico (pH, acidez y color)

Para el segundo objetivo

- Analisis microbioldgico (Aerobios Mesdfilos, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Salmonella sp, Escherichia coli 0157:H7) (UFC/g).

Para el tercer objetivo
- Evaluacion sensorial (apariencia general, sabor, olor, textura y color).
10.6. Métodos de analisis

10.6.1. Metodologia para el desarrollo del primer objetivo
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SIS DE pH.

Se determinara el pH de acuerdo al procedimiento seguido por Medina, (2009).
Pesar 10g. de muestra.

2. Anadir 100 ml. de agua destilada y moler en la licuadora durante un minuto.
3. Estandarizar el PH en el potencidometro con buffer de fosfatos con PH = 6.0.
4. Filtrar la mezcla de carne en manta de cielo para eliminar tejido conectivo.

5. Después de leer el PH de la carne, enjuagar el electrodo con agua destilada.

—_

ANALISIS DE ACIDEZ

Se determinara la acidez de acuerdo a la metodologia seguido por Medina, (2009).

1. Pesar 10 g. de carne o producto carnico y colocarlo en un vaso de licuadora. Moler junto
con 200 ml. de agua destilada.

2. Filtrar la muestra en manta de cielo para eliminar el tejido conectivo. Colocar el filtrado en
un matraz de 250 ml. y aforar con agua destilada.

3. Tomar 25 ml. de esta solucion y colocarla en un matraz Erlenmeyer de 150 ml. Aidadir 75
ml. de agua destilada.

4. Titular con NaOH 0.01 N, usando fenolftaleina como indicador. Esta determinacién debe
hacerse por triplicado.

5. Preparar un blanco usando 100 ml. de agua destilada.

6. Informar como porcentaje de acido lactico.

ml(NaOH) x N(NaOH) x Meq(ac.lactico) x f 1
x

Yhcido Lactico = Peso de la muestra

00

En donde:

- ml NaOH= ml gastados en la titulacién

- N=Normalidad del NaOH

- Meqg= mili equivalente del acido predominante en la muestra (Meq = 90/1000 = 0.09)
cabe indicar que este método de titulacion se utilizara para las muestras de
hamburguesa elaboradas a partir de carne de cuy.

- f=factor de dilucion.

ANALISIS DEL COLOR

Se determinara el andlisis de color de acuerdo a la metodologia seguido por Alvis &
Granados, (2017), por lo tanto, se utilizara el espectrofotémetro y se realizara la medicion
de los parametros de color empleados en la metodologia CIELAB, por medio de L*:
luminosidad (negro- blanco), a* (verde -rojo), b* (azul-amarillo), método planteado por la
Commission Internationale de I'Eclairage (CIE). Para esto se tomaran muestras en triplicado
con un corte rectangular, aproximadamente 4 cm de largo por 2 cm de ancho y un espesor
de 1 cm, obtenidas de las hamburguesas elaboradas a partir de carne de cuy.

Tabla 2: Diseiio experimental para evaluar las caracteristicas fisicoquimicas (pH,
acidez y color).

ACEITE | CONCENTRACION TIEMPO DE ALMACENAMIENTO (DIAS) VARIABLES DE
ESENCIAL (%) 0 S 10 15 20 RESPUESTA
R1|R2[R3| R1[R2[R3| R1[R2[R3|R1[R2[R3|R1][R2[R3
0.5
AEO 1
1.5
0.5
AEHB 11S o pH
- e Acidez
0.5 e Color
AEC 1
1.5
0.5
TC 1
1.5

*AEO, Aceite esencial de orégano; AEHB, Aceite esencial de hierba buena; AEC, Aceite esencial combinada;
TC, Tratamiento control. *R1, repeticiéon 1; R2, repeticidon 2; R3, repeticién 3.

Fuente: Elaboracién propia, (2022).

En la Tabla 2, se tomara en cuenta el tratamiento control, para realizar las comparaciones
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10.6.2. Metodologia para el desarrollo del segundo objetivo.

Los microrganismos en estudio de este proyecto de investigaciéon se consideran de acuerdo
a los Criterios-Microbiologicos-RM-591-2008-MINSA, por lo tanto, los procedimientos a, b 'y
¢ se llevardn a cabo bajo la metodologia descrita por Yousef & Carlstroom, (2006) y los
procedimeintos d y e se llevaran a cabo bajo la metodologia descrita por Abdollahzadeh,
Rezaei, & Hosseini (2014).

a. Procedimiento para la determinaciéon de Aerobios Meséfilos
- Preparacion de diluciones

Se pesa en un vaso previamente tarado, 1 +/-0.1 gramos representativos de hamburguesa
elaboradas a partir de carne de cuy, seguidamente se afiade un volumen de diluyente igual
a 9 veces la muestra (9ml), homogenizandolo en la licuadora y obtendra una dilucién 10 -1.
Luego se toma 1 ml del homogenizado y se coloca en un tubo con 9ml de diluyente,
obteniéndose asi la dilucién 10-2, prosiguiendo hasta obtener mas diluciones.

- Siembra

Se pipetea alicuotas de 1ml de las diluciones 10-3 y 10-4, sobre placas Agar Plate Count
previamente temperada. Seguidamente se mezcla las alicuotas con el agar, mediante
movimientos de vaivén y rotacién para su posterior incubacién a 35-37°C durante 48 horas.

- Conteo de colonias

Transcurridas 48 horas de incubacion se procede al conteo de colonias en las placas,
haciendo el calculo correspondiente, expresando el numero de colonias por gramo de
muestra.

b. Procedimiento para la determinaciéon de Escherichia coli.
- Preparacion de diluciones

Se pesa en un vaso previamente tarado 1 +/- 0.1 gr representativos de hamburguesa
elaborados a partir de carne de cuy, seguidamente se afiade 1 volumen de diluyente igual a
9 veces la muestra (9ml), homogenizandolo hasta conseguir 15.000 a 20.000 revoluciones
en la licuadora y se obtendra una dilucién de 10-1. Luego se toma 1ml del homogenizado y
se coloca en un tubo con 9ml de diluyente obteniéndose asi la dilucion de 10-2, prosiguiendo
hasta obtener mas diluciones.

- Procedimiento de prueba presuntiva

Se pipetea 1ml de cada diluciéon decimal de la muestra, a cada uno de los tres tubos
conteniendo caldo verde brillante- BRILLA 2% (10-2, 10-3 y 10-4) para incubarlos a 35-35
37°C por 24 horas. Después de este periodo, se seleccionaran los tubos gas- positivos para
continuar con el procedimiento de determinacion de bacterias coliformes de origen fecal.

- Procedimiento de prueba confirmativa

A partir de los tubos de caldo brillante- brilla positivos, se realiza la prueba confirmativa
usando 1ml de la muestra positiva en un tubo del mismo caldo verde brillante brilla. A
continuacion, se incubo a 44.5°C durante 24 horas concluido el tiempo se observa si hay
tubos de caldo verde brillante brilla positivos (gas), se afiade 0.2 ml de reactivo de KOVACS
en los tubos de caldo brilla brillante. La aparicion de color rojo en la parte superficial del
cultivo indica que es positivo para la presencia de E. coli. La confirmacion se siembra en
agar EMB que se incuba por 24 horas a 37°C. Las colonias de E. Coli son de 2-3 mn de
diametro de color oscuro y con un brillo verde metalico muy caracteristico en agar EMB.




o .
¢c.—Procedimiento paraelrecuento-de Staphylococcus-Aureus
- Preparacion de diluciones

Se pesa en un vaso previamente tarado, 1+/-0,1 gramos representativos de hamburguesa
de carne de cuy, seguidamente se afiade un volumen de diluyente igual a 9 veces la muestra
(9ml), homogenizandolo en la licuadora y finalmente se obtendra una diluciéon 10-1. Luego
se toma 1ml de homogenizado y se coloca en un tubo con 9ml de diluyente, obteniéndose
asi la dilucion 10-2, prosiguiendo hasta obtener mas diluciones.

- Siembra

Se pipetea alicuotas de 1m de las diluciones 103 y 10-4, sobre placas Agar Manitol Salt
Phenol previamente temperadas. Seguidamente se mezcla las alicuotas con el agar,
mediante movimientos de vaivén y rotacién para su posterior incubacién a 37 +/-1 °C durante
72 horas

- Conteo de colonias

Transcurridas 72 horas de incubacion se procede al conteo de colonias en las placas,
haciendo el célculo correspondiente, expresando el niumero de colonias por gramo de
muestra.

d. Procedimiento para la determinacién de Salmonella sp.
- Preparacion de diluciones

Se pesa en un vaso previamente tarado, 25 +/-0.1 gr representativos de hamburguesa
elaboradas a partir de carne de cuy, seguidamente se afiade 1 volumen de diluyente igual a
9 veces la muestra (225 ml), homogenizandolo en la licuadora y se obtendra una dilucion
de 10-1. Luego se toma 1ml de homogenizado y se coloca en un tubo con 9 ml de diluyente,
obteniéndose asi la dilucion 10-2, prosiguiendo hasta obtener mas diluciones.

- Siembra

Se pipetea alicuotas de 1ml de las diluciones 10-3 y 10-4, sobre placas SS Agar previamente
temperadas. Seguidamente se mezclaran las alicuotas con el agar mediante movimientos
de vaivén y rotacion para su posterior incubaciéon a 35°C durante 72 horas.

- Conteo de colonias

Transcurridas 72 horas de incubacion se procede al conteo de colonias en las placas,
haciendo el célculo correspondiente, expresando el niumero de colonias por gramo de
muestra.

e. Procedimiento para la determinaciéon de Escherichia Coli 0157:H7
- Preparacion de diluciones

Para el analisis microbiano, pesar en un vaso previamente tarado 5 g de hamburguesa
elaborada a partir de carne de cuy con 45 ml de agua destilada estéril homogenizandolo
hasta conseguir 15.000 a 20.000 rpm en la licuadora y finalmente obtener una dilucién 10-
1. Luego tomar 1 ml del homogenizado y colocar en un tubo de ensayo con 9 ml de diluyente,
obteniéndose asi la dilucion 10-2, prosiguiendo hasta obtener mas diluciones.

- Siembra
Pipetear alicuotas de 1 ml de las diluciones 10-2 y 10-3, sobre placas con Agar Mc Conkey
previamente temperadas. Seguidamente mezclar las alicuotas con el agar, mediante

movimientos de vaivén y rotacién para su posterior incubacion a 37°C durante 24 horas.

- Conteo de colonias

®
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seleccionadas para el conteo. El nimero de Echerichia coli O157:H7 viables por gramo de
muestra es reportado los resultados en log ufc/g.

Férmula que se usara para el conteo de los microorganismos:

Media Del Niumero De Colonias De Placas Duplicadas
UFC/g =

Factor De Dilucion X Volumen Inoculado En La Placa

Tabla 3: Disefio experimental para analizar la calidad microbiolégica en la
hamburguesa elaborada a partir de carne de cuy.

ACEITE CONCENTRACION 0 TIEMPO SDE ALMACIE(;\‘AMIENT?S(DIAS) >0 VARIABLES DE
0
ESENCIAL (%) R1|R2[R3|R1|R2[R3|R1|R2|R3[R1|R2| R3|R1[R2|R3 RESPUESTA
0.5
AEO 1
1.5 . .
¢ Aerobios Mesdfilos
0.5 * Escherichia coli
AEHB 1
G e Staphylococcus
05 aureus
e Salmonella sp
AEC 1 o "
G ¢ Escherichia coli
0.5 0157:H7
TC 1
1.5

*AEO, Aceite esencial de orégano; AEHB, Aceite esencial de hierba buena; AEC, Aceite esencial combinada;
TC, Tratamiento control. *R1, repeticion 1; R2, repeticion 2; R3, repeticion 3.

Fuente: Elaboracién propia, (2022).

En la Tabla 3, se tomara en cuenta el tratamiento control, para realizar las comparaciones
con las muestras en estudio de este proyecto de investigacion.

10.6.3. Metodologia para el desarrollo del tercer objetivo

La evaluacion sensorial se realizara tanto sin coccién (apariencia general y color) y con
coccioén (sabor, olor y textura), para obtener una mejor degustacion en cada una de sus
caracteristicas.

- Coccion

Se seleccionaran hamburguesas de los mejores 3 tratamientos para llevarlos a coccidn, en
horno convencional en que la transferencia térmica ocurre por conveccién, por 10 a 15
minutos a una temperatura de 175 °C Quitral, Donoso, & Jiménez, (2020).

- Evaluacién

Todas las caracteristicas sensoriales seran evaluadas por 20 jueces quienes, llevaran una
ficha de evaluacion que se muestra en la Figura 2. Segun Lawless, (2010), en el desarrollo
de la prueba de grado de satisfaccién, se brindara a los Jueces las 4 muestras de
hamburguesas en orden y se buscara conocer su grado de aceptabilidad a través de una
ficha que incluye una escala hedédnica de cinco puntos, la cual abarco desde “excelente
“asociado al numero 5, hasta “Malo” correspondiente al numero 1, con algunas
modificaciones. al siguiente puntaje de calificacion.

En la Figura 2, se muestra la ficha de evaluacién sensorial para obtener resultados
requeridos y necesarios para cumplir con el tercer objetivo de este proyecto de
investigacion.
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FICHA DE EVALUACION SENSORTAL

MOMERE DEL PANELISTA
PRODUCTO [ cooico |
FECHA

INSTRUCCIOMES
Frente a Ud. se presentan 4 muestras M1, M2, M3 v M4 en la que se le pide ocbservar y
evaluar la apariencia general, color, olor, sabor y textura asignando un puntaje a las
muestras en el orden de su preferencia o aceptacion, de acuerdo al puntaje escriba los

nimearos.
Siga la siguients escala:
Excelents 5 puntos
Muy bueno |4 puntos
Bueno 3 puntos
Regular 2 puntos
Malo 1 punto
MUESTRAS DE LAS APARIENCIA e
REPETICIONES GEMERAL COLOR OLOR. SABOR TEXTURA
M1
M2
M2
ra4

Pruebe la muestra e indigue en la escala con una (x) en cudl de las circunstancias que se
presentan iusted consumiria el producto?

Siempre....
Frecuente
En ocasiones....
Casinunca........ ..

Figura 2: Ficha de evaluacioén sensorial para la hamburguesa elaborada a partir de carne de
cuy.

Tabla 4: Disefo experimental para evaluar las caracteristicas sensoriales en la
hamburguesa elaborada a partir de carne de cuy.

ACEITE CONCENTRACION 0 TIEMPOSDE ALMACIEONAMIENTIOS(DIAS) 0 VARIABLES DE
0,
ESENCIAL (%) R1|R2[R3|R1|R2|R3|R1|R2[R3|R1|R2|R3|R1|R2[R3 RESPUESTA
0.5
AEO 1
1.5
9.5 ¢ Apariencia |
AEHB 1 p genera
o Color
1.5
e Olor
9.5 * Sabor
AEC L e Textura
1.5
0.5
TC 1
1.5

*AEO, Aceite esencial de orégano; AEHB, Aceite esencial de hierba buena; AEC, Aceite esencial combinada;
TC, Tratamiento control. *R1, repeticion 1; R2, repeticion 2; R3, repeticion 3.

Fuente: Elaboracién propia, (2022).

En la Tabla 4, se tomara en cuenta el tratamiento control, para realizar las comparaciones
con las muestras en estudio de este proyecto de investigacion.

10.7. Diseiio estadistico

Para procesar los datos obtenidos durante la investigacion se aplicara un disefo factorial,
el analisis de varianza (ANVA) con un nivel de confianza del 95% y el test de Duncan (p <
0.05) para determinar las posibles diferencias entre las muestras de la hamburguesa de
carne de cuy con la adicién de aceites esenciales, para lo cual se emplea el software SPSS
V 21 en espafiol. Para comparar el efecto de las concentraciones de aceites esenciales en
la hamburguesa de carne de cuy; en las caracteristicas fisicoquimicas, microbiolégicas y la
evaluacion sensorial. se aplica el disefio estadistico Modelo Lineal General.

Y=B0+ B1X1+ B2X2 + e
Donde:
Y = Representa la variable dependiente.
X1 X2 = Son las variables independientes.
B0 B1 B2 = Son los parametros desconocidos que sera estimado.
e = Efecto del error experimental.
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Lasignificancia-se-mide de-acuerdo-atos siguientes-valores:
P<0.01=diferencia altamente significativa

P<0.05=diferencia significativa

P>0.05=diferencia no significativa
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XI. Uso de los resultados y contribuciones del proyecto (Seiialar el posible uso de los
resultados y la contribucién de los mismos)

Una vez probado que el aceite esencial logra alargar la vida util de la hamburguesa a partir
de carne de cuy esta puede ser usada como un conservante natural en las industrias de las
hamburguesas de esta manera mejorar la eficiencia y efectividad en la conservacion de los
alimentos para una buena adaptacion a las necesidades del mercado.

XIl. Impactos esperados

i. Impactos en Ciencia y Tecnologia

En este proyecto se busca sustituir a los conservantes quimicos que se usan para la
elaboracién de hamburguesas por un conservante natural que segun investigadores
contiene timol y carvacrol los cuales son los componentes antimicrobianos de mayor
importancia presentes en AEQ, por lo tanto, el uso de aceites esenciales ha ganado interés
por su carga antimicrobiano que ofrece proteccion a los alimentos liberando sus
componentes contra patdégenos resistentes que son usados en una amplia variedad de
alimentos como conservantes sanos mas no sintéticos que prolonga su vida util del producto
carnico.

ii. Impactos econdmicos

Con los resultados de este proyecto se tendra la oportunidad de minimizar los indices de
errores con productos quimicos, incrementar los beneficios econdmicos y reducir
sustancialmente de los costos de elaboracién. El consumo de hamburguesas en zonas
populosas tiene elevada demanda por sus costos que pueden ser econdomicos; sin embargo,
es responsabilidad de los mercados de abastos que ademas de ofertar calidad a bajo precio
deben incorporar necesariamente la condicién de inocuidad por lo tanto este proyecto
también incluye la inocuidad para un producto de calidad.

iii. Impactos sociales

Con este proyecto se podra tener la oportunidad de mejorar las relaciones e interrelaciones
con los clientes, al hacerlos participes del uso de conservantes naturales y comercializacion
de alimentos naturales que no utilizan aditivos sintéticos (nitratos) debido a que han sido
reportados efectos adversos para la salud en algunos de ellos ocasiona el botulismo. Por
ello, tanto los tecnologos de alimentos como los cientificos se han interesado en el uso de
antioxidantes naturales de esta manera aumentar la confianza de los clientes e imagen
positiva en la comunidad y el mercado.
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iv. Impactos ambientales

Lograr la concientizacion sobre la preservacion del medio ambiente al no utilizar
conservantes quimicos (nitratos, glutamato monosddico, nitritos, etc.), de esta manera
generar un entorno de trabajo mas seguro para todos los trabajadores en las empresas
evitando las intoxicaciones en los procesamientos de produccién de conservantes
artificiales.

XIll. Recursos necesarios (Infraestructura, equipos y principales tecnologias en uso
relacionadas con la tematica del proyecto, sefale medios y recursos para realizar el
proyecto)

- Materia prima
- Cuy (Mercado Unién y Dignidad - Puno)
- Aceites esenciales (Essential Oils Peru)
- Insumos
- Polifosfatos
- Glutamato
- Azdcar
- Sal
- Almidon de maiz
- Cebolla roja
- Pimenton
- Hielo en escarcha
- Ajo en polvo
- Reactivos quimicos
- Agar Plate count (APC)
- Agar Salmonella Shigella (SS)
- Agar Manitol salado (MSA)
- Verde Brillante Bilis 2% (Caldo brilla)
- Agua destilada.
- Solucion de fenolftaleina 2%, PM: 318.327 g/mol
- Hidroxido de sodio 0.1N.
- Materiales de laboratorio
- Placas Petri PIREX.
- Pipetas de 1,5y 10ml.
- Matraz de 300, 500 y 1000 ml.
- Tubos de ensayo de 20, 50 y 100ml.
- Espatula de drigalsky.
- Gradillas de plastico capacidad de 60 tubos.
- Probetas 10, 50, 100 y 250ml.
- Vasos precipitados 10, 250 y 500 ml PIREX.
- Tripode metal hierro.
- Crisoles de porcelana.
- Mortero y pildn.
- Cuenta gotas.
- Papel aluminio.
- Pinzas de aluminio.
- Pabilo.
- Papel Kraft.
- Bandejas de espuma de poliestireno.
- Film plastico.
- Equipos de laboratorio y materiales para el proceso
- pH-metro digital modelo-903, marca-nahita
- Autoclave modelo LS-BSOL-II, volumen de 50L.
- Espectrofotometro modelo 4802 UV/VIS, marca UNICOR.




- Balanza analitica a precisién marca AND FR-300 Japon, capacidad de 0,0001 a 310g.
- Cuenta colonias marca LIGHTBOX.
- Mufla 0 a 600°C marca LABPOR.

XIV. Localizacion del proyecto (indicar donde se llevara a cabo el proyecto)

El estudio microbiolégico de la aplicacion de aceites esenciales en hamburguesas
elaboradas a partir de carne de cuy (Cavia porcellus) se llevara a cabo en el laboratorio de
Evaluacion Nutricional, Taller de Carnes y en el Laboratorio de Analisis Microbiolégico de la
Escuela Profesional de Ingenieria Agroindustrial, de la Facultad de Ciencias Agrarias de la
UNA-PUNO.

XV. Cronograma de actividades

Meses
Actividad 112|3|4/5(6|7|8 |9/10 |11 |12

Determinacion de la idea de investigacion X
Revision bibliografica X X
Presentacion del proyecto de investigacion X X
Ejecucion de la base experimental del proyecto de tesis X X X[ X
Registro y coleccion de resultados X
Estructuracion de la investigacion X
Procesamiento de resultados X | X
Redaccion de Articulo cientifico X X
Revision de articulo cientifico X
Correcciones y recomendaciones X X
Publicacién del articulo cientifico X | X
XVI. Presupuesto

Descripcion Unidaq de | Costo Unitario Cantidad Costo total

medida (S1.) (S1.)

Aceites esenciales Unid S/60.0 4 S/ 240.0
Cuy Unid S/20.0 10 S/200.0
Insumos para hamburguesa Unid S/200.0 1 S/200.0
Materiales de limpieza y utensilios Unid S$/100.0 1 S$/100.0
Materiales y equipos Unid S/300.0 2 S/600.0
Reactivos Unid S/120.0 4 S/480.0
Uso de laboratorio Unid S$/100.0 20 S/2000.0
Materiales de escritorio Unid S$/100.0 1 S$/100.0
Material informativo Unid S$/100.0 1 S$/100.0
Recoleccion de informacion Unid S/150.0 1 S/150.0
Elaboracion de perfil Unid S/150.0 1 S/150.0
Elaboracioén de borrador Unid S/300.0 1 S/300.0
Sub total S/ 4,620
Imprevistos (10%) S/462.0
Total S/5,082.0




