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RESUMEN

La calidad y la confiabilidad son componentes importantes del crecimiento
y la competitividad de las empresas. La industria de alimentos procesados se
encuentra en una continua actualizacion de sus productos e inevitablemente, se
ha envuelto en la dinamica de determinar la vida util de ellos, ya que una fecha
mal estimada implica pérdidas econdOmicas, tanto para el productor como el
consumidor. La tortilla de maiz es uno de los principales componentes en la dieta
del pueblo mexicano, es un producto perecedero y la principal causa de
descomposicion es el crecimiento de hongos. En el proceso de elaboraciéon de
tortillas de maiz se emplean diferentes conservadores quimicos, como el
propionato de sodio y algunos acidificantes para incrementar la vida de anaquel
de la tortilla de maiz. La Norma Oficial Mexicana NOM-187-SSA1/SCFI-2002, no
marca un limite maximo en la adicién de propionato de sodio en tortilla de maiz
nixtamalizada, sOlo se basa en las buenas practicas de fabricacion (BPF). Al no
tener una regulacién bien definida sobre la adicién de conservadores quimicos,
no existe proteccion para el consumidor. De aqui que esta investigacion propone
la adicién de aceite esenciales de tomillo, te de limén y clavo de olor como
bioconservadores.

El contenido de este trabajo se divide en seis capitulos los cuales fueron
seleccionados de acuerdo a las necesidades del mismo. El primer capitulo inicia
con una introduccion explicando la problematica que lleva el consumir alimentos
procesados y sus consecuencias, asi como breve explicacién sobre cémo se
pretende resolver la problemética.

El capitulo dos aborda el planteamiento del problema, se inicia con una
explicacion sobre la industria de alimentos, la tortilla de maiz en México, el uso de
conservadores quimicos y sus aspectos legales. Se documenta informacion sobre

los bioconservadores y el uso de aceite esenciales.

Vi



El capitulo tres contiene informacion tedrica necesaria para llevar a cabo el
desarrollo de este trabajo, inicia con una explicacion sobre degradacion, algunos
conceptos béasicos de supervivencia, su clasificacion, métodos paramétricos y no
paramétricos.

En el capitulo cuatro se describe los materiales y métodos necesarios para
el desarrollo de esta investigacion, asi como el disefio experimental aplicado en
la evaluacion in vitro e in vivo.

Esta investigacion documenta los resultados de la experimentacion en el
capitulo cinco, entre lo que se destaca la evaluacion in vitro, donde se determine
la concentracion minima inhibitoria de cada uno de los aceites esenciales, para
realizar las pruebas de estrés en tortilla de maiz analizando diferentes relaciones
vida-esfuerzo, tomando como base la relacion de Arrhenius para comprobar el
efecto de la temperatura sobre la velocidad de reaccidén de ciertos fenbmenos
guimicos en la tortilla de maiz.

El capitulo seis contiene las conclusiones obtenidas del resultado de la
relacion temperatura con respecto a la descomposicion de la tortilla de maiz y la
relacion temperatura-humedad con respecto a la degradacion de la tortilla de

maiz.
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1. INTRODUCCION

Se vive en un mundo donde cada vez el desarrollo industrial va tomando mas
auge, el empleo de nuevas tecnologias conduce a una vida simplificada y rapida, donde
el tiempo de duracién de las cosas puede haber quedado en segundo plano, sin
embargo, conocer el tiempo que duraréan los alimentos ha cobrado gran importancia.
De aqui que el evitar el deterioro de los productos alimenticios, tanto por la calidad
como por la salud, lleva a tomar precauciones para minimizar riesgos de contraer
enfermedades debido al consumo de alimentos contaminados, o alimentos procesados.

La mayor parte de alimentos que consumimos dia a dia son tratados con
aditivos, conservadores y otras sustancias quimicas con el fin de mantener en buen
estado y por mas tiempo los alimentos. En la etiqueta de un producto se encuentra la
fecha de caducidad o la fecha de consumo preferente, ambas fechas indican el fin de
la vida util del alimento, donde los consumidores pueden conocer la vida Gtil de
alimento adquirido. Segun la NOM-051-SCFI/SSA1-2010 (Especificaciones generales
de etiquetado para alimentos y bebidas no alcohodlicas preenvasados-Informacion
comercial y sanitaria) en su apartado tres define como:

a) Fecha de Caducidad: Fecha limite en que se considera que las caracteristicas
sanitarias y de calidad que debe reunir para su consumo un producto
preenvasado, almacenado en las condiciones sugeridas por el responsable del
producto, se reducen o eliminan de tal manera que después de esta fecha no
debe comercializarse o consumirse.

b) Fecha de Consumo Preferente: Fecha en que, bajo determinadas condiciones
de almacenamiento, expira el periodo durante el cual el producto preenvasado
es comercializable y mantiene las cualidades especificas que se le atribuyen
tacita o explicitamente, pero después de la cual el producto preenvasado puede

ser consumido.



Hoy en dia, la poblacion esta interesada en consumir alimentos libres de aditivos
quimicos, con un valor nutricional elevado y que represente una alternativa en la
prevencion de enfermedades. En esta propuesta de investigacion, se desea analizar, a
través de Ingenieria de Confiabilidad, el tiempo de vida de la tortilla de maiz, adicionada
con aceite esencial de Clavo de olor, aceite esencial de Tomillo y aceite esencial de
Lemon Grass (Hierba Limon) como bioconservadores, de manera que se puedan
contrastar los efectos de inhibicion en el crecimiento de hongos de cada uno de los
bioconservadores antes mencionados y comparar su eficiencia con un conservador
quimico.

La industria de alimentos procesados se encuentra en una continua
actualizacion de nuevos productos e inevitablemente, se ha envuelto en la dinamica de
determinar la vida util, fecha de consumo preferente, de caducidad, etcétera, de sus
productos, ya que una fecha mal estimada implica mermas o pérdidas monetarias.

Los tiempos de falla o vida de alimentos o productos se pueden estimar por
medio de pruebas de confiabilidad completas, con el fin de provocar la falla y determinar
las causas de falla para efectuar modificaciones al disefio, determinar la confiabilidad
de las partes del disefio, establecer tiempos de garantia, etcétera. Las pruebas de vida
acelerada son disefiadas para comprobar si los productos pueden cumplir con los
requerimientos establecidos por el cliente desde el punto de vista de su confiabilidad

para realizar su funcion de disefio.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En esta seccion se proporciona una breve resefia de las razones existentes por
las que se desea realizar esta investigacion, se muestra el planteamiento del problema
que se intenta resolver, bajo qué supuestos se trabajara, qué preguntas guiaran la
investigacion, los objetivos que se buscan, las delimitaciones bajo las cuales se

pretende trabajar y las hipotesis que se desean comprobar.

2.1. Antecedentes.

La actividad manufacturera en México estd compuesta por nueve ramas
econdémicas: alimentos, bebidas y tabaco; textiles, vestido y cuero; madera y sus
productos; imprenta y editoriales; quimicos, derivados del petréleo, caucho y plasticos;
minerales no metalicos, excepto derivados del petréleo; industrias metélicas basicas;
productos metalicos, maquinaria y equipo, entre otras industrias manufactureras. La
industria de alimentos destaca, por su importante estrategia, pues se encarga de
suministrar €stos a una poblacion creciente, permitiendo conservar desde que se
obtienen hasta que se consumen, manteniendo excedentes y agregando valor al

producto, satisfaciendo nuevas necesidades de consumo (Castafién y Solleiro, 2003).

2.1.1. La Industria de Alimentos Procesados en México.

En el 2016, en México la industria de alimentos procesados alcanzé un valor de
produccion de 111.4 miles de millones de dolares y se espera que éste crezca a una
tasa media de crecimiento anual del 5 % en el periodo 2017-2021 (ProMéxico, 2018).
El 54% de la produccién por industria se concentré en las categorias de panaderia-

tortilla y procesamiento de carnes, como se muestra en la figura 2.1.



Otras Industrias Alimentarias.  Elaboracién de Alimentos
12% para Animales 2%
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Procesamiento de Carne de
Ganado, Aves 24%

Figura 2.1. Produccion Mexicana de Alimentos Procesados por Industria en 2016,
% participacion.

La Secretaria de Economia declara que el mayor valor agregado de produccion
recae en la elaboracién de productos de panaderia y tortillas con un 33%. En el caso
de la industria de la harina maiz, tortilla, se comercializa estos productos en mas de
120 paises. Lo anterior, derivado de que la industria cuenta con un recurso humano
altamente especializado, que ha fortalecido su capacidad innovadora para desarrollar
productos saludables de alta calidad para satisfacer la demanda de sus clientes y

consumidores en los mercados donde participa.

2.1.2. Harina de Maiz.

El maiz se consume principalmente en forma procesada y el principal producto
es la tortilla, que es el componente mas importante de la alimentacion de la poblacion
mexicana. Segun datos proporcionados por SIAP-SAGARPA (2015), se consumen
alrededor de 12.3 millones de toneladas de maiz en forma de tortilla, de las cuales el
64 % se elaboran a través del método tradicional de maiz-masa-tortilla y el 36 % a
través de la industria harinera.



En las formas de elaboracion de la tortilla se identifican tres sistemas: el
milenario-artesanal, el de tortillerias mecanizadas y el industrial de tortilla fria envasada.
El primero es el que prevalece principalmente en las familias del medio rural que
elaboran su propia tortilla, las cuales realizan el nixtamalizado del grano de maiz,
posteriormente se procede a la molienda con un metate de piedra o con molino
mecanico, de la molienda se obtiene la masa con la que elaboraran las tortillas
(Vazquez et al. 2011).

El sistema de tortillerias mecanizadas es el que abastece a la mayoria de la
poblacién y se caracteriza por utilizar maquinas que integran la elaboracion de la tortilla
y su cocimiento. La masa se elabora con maiz nixtamalizado y molido de forma similar
al del sistema milenario antes mencionado o también se hace a partir de harina de
maiz.

El sistema industrial de tortilla fria envasada se desarrolla en plantas de tipo
industrial en donde se producen grandes volumenes de tortilla, utilizan
predominantemente harina de maiz y envasan su producto para ser distribuido.

La tortilla obtenida tiene cualidades muy distintas a las obtenidas por los otros
sistemas y en general, se puede decir que es el sistema que menos calidad presenta
con respecto al sistema artesanal. Por su costo de distribuciéon, el producto tiene un
precio mas elevado que el de la tortilla caliente, razén que aunada a la de su calidad,
lo hacen el de menor consumo, aun cuando tiene la ventaja de estar disponible en la

mayoria de los establecimientos comerciales (Gutiérrez et al. 2007).

2.1.3. Alimentos Procesados.

Cerca del 58% de las calorias consumidas en la dieta de los mexicanos estan
conformadas por alimentos y bebidas empaquetadas (Popkin, 2014). La industria
alimentaria, como parte de su desarrollo ha incluido el procesamiento de los alimentos
con el objetivo de facilitar su produccion, distribucion y expendio (Floros et al. 2010). El
procesamiento de alimentos implica procesos fisicos, bioldgicos y quimicos utilizados
después de que los alimentos se separan de la naturaleza y antes de ser consumidos.

De acuerdo al modelo de perfil de nutrientes de la Organizacion Panamericana de la



Salud (OPS), la tendencia a consumir alimentos procesados Yy productos
ultraprocesados (PUP) esta incrementada en Latinoamérica. De acuerdo a la OPS
(Organizacién Panamericana de la Salud, 2016), los productos alimenticios procesados
provienen de la elaboracion industrial, en la cual se afiade sal, azucar, conservadores
u otros ingredientes culinarios a alimentos sin procesar 0 minimamente procesados a
fin de preservarlos o darles un sabor mas agradable. Estos derivan directamente de
alimentos naturales y se reconocen como una version de los alimentos originales. Por
el contrario, los PUP se definen como productos listos para consumir que se componen
de sustancias extraidas de los alimentos (aceites, grasas, azucar y proteinas),
derivados de constituyentes de los alimentos (grasas hidrogenadas, almidones
modificados) o sintetizados de materiales organicos (aromatizantes, potenciadores del
sabor y otros aditivos utilizados para alterar las propiedades sensoriales del alimento)
(Moubarac et al. 2014).

2.1.4. Aditivos.

La Norma Oficial Mexicana NOM-187-SSA1/SCFI-2002, define como aditivos
para alimentos, a las sustancias que se adicionan directamente a los productos, durante
su elaboracion para proporcionar o intensificar aroma, color o sabor; para mejorar su
estabilidad o para su conservacion, entre otras funciones. En la figura 2.2 se muestra
los dos diferentes tipos de aditivos en alimentos; los que aumentan la vida util de los
alimentos (sefialados por un recuadro color rojo), y los que aumentan el atractivo o
calidad de los alimentos, mejorando o preservando su consistencia, su textura, su gusto

0 su olor.
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Figura 2.2. Clasificacion de Aditivos Alimentarios.

Antioxidantes. Evitan la oxidacién de los alimentos e impiden el enranciamiento y
la decoloracién. Se utilizan en productos horneados, cereales, grasas y aceites, y
en aderezos para ensaladas. Los principales antioxidantes liposolubles son:
Tocoferoles (E306-309), BHA (Butilhidroxianisol 6 E320) y BHT (Butilhidroxitoluol 6
E321), evitan que las grasas alimenticias, los aceites vegetales y los aderezos para
ensaladas se pongan rancios; El acido ascorbico (E300) y acido citrico (E330) son
antioxidantes que conservan el color de las frutas y verduras recién cortadas
(Boyce, 1999).

Antiséptico. Son sustancias que paralizan o inhiben el crecimiento y la reproduccion
de bacterias, hongos y virus. Son sustancias quimicas antimicrobianas que se
oponen a la sepsis o putrefaccion de materiales vivos. Se trata de desinfectantes
con baja actividad toxica hacia los tejidos vivos donde se aplican. Como
antisépticos naturales y popularmente conocidos se encuentran: la sal, el azlcar,
el &cido acético, los alcoholes y el humo de lefia (Umit et al. 2009).

Reguladores de Acidez en Alimentos. Los reguladores del pH (acidulantes,
alcalinizantes y neutralizantes) son aquellos acidos, bases y sales que se afiaden
a los productos alimenticios para controlar su acidez, neutralidad o alcalinidad. No
presentan toxicidad alguna en general y se utilizan en bebidas refrescantes, zumos,

conservas vegetales, galletas, pan, cerveza etc. Son de tipo inorganicos como el



carbonato sodico, sulfato calcico entre otros y organicos como el lactato calcico,
citrato sodico, etcétera.

d) Conservantes. Permiten mantener los alimentos con sus cualidades nutritivas
intactas, evitando que su descomposicidn. La principal causa de deterioro de los
alimentos es la actividad de los microorganismos (bacterias, levaduras y mohos).
El problema de las alteraciones microbianas de los alimentos tiene implicaciones
econdmicas, tanto para los fabricantes (deterioro de materias primas y productos
elaborados, pérdida de la imagen de marca, etc.) como para distribuidores y
consumidores (deterioro de productos después de su adquisicion y antes de su
consumo). A los métodos fisicos, como el calentamiento, deshidratacion,
irradiacion o congelacién, pueden asociarse métodos quimicos que causen la
muerte de los microorganismos o que al menos eviten su crecimiento (Elmadfa et
al. 1991).

Existen diferentes motivos por lo cual se usan mas algunos conservadores que
otros; el nivel de toxicidad, el espectro de accion sobre los microorganismos, los costos,
sin olvidar aquellos que tienden a acumularse en el organismo. En el siguiente apartado

se describen los conservadores quimicos empleados en tortilla de maiz nixtamalizada.

2.1.5. Aditivos en Tortillas de Maiz.

Las tortilas empacadas se fabrican principalmente con harina de maiz
nixtamalizada, debido a que es facil de transportar, almacenar, rehidratar y de
incorporarle aditivos para blanquear, retener humedad, dar flexibilidad y prolongar su
vida de anaquel. Estos ingredientes acumulados impactan al olor, sabor, color y textura
del producto (Ardmbula-Villa et al. 2007).

La tortilla esta propensa al deterioro microbiano debido a su alto contenido de
humedad (38% al 46%) que disminuye su vida util. Gutiérrez et al. (2007) reportaron
que el promedio de duracion de una tortilla a temperatura de 25 a 30 °C es de 12 horas,
periodo propicio para el crecimiento de microrganismos. Vazquez et al. (2011)
mencionan que el uso adecuado de la cal en el proceso de nixtamalizacion del maiz

determina casi todas las cualidades deseables de la tortilla tradicional, sabor, aroma,



color, capacidad para retener agua, flexibilidad y frescura duradera de cuatro dias en
promedio. El objetivo principal de los conservadores es retardar el crecimiento de
microorganismos. Los conservadores mas usados en la industria de la produccion de
harina de tortilla de maiz son los propionatos y los sorbatos. Segun la Norma Oficial
Mexicana NOM-187-SSA1/SCFI-2002, (Productos y servicios. Masa, tortillas, tostadas
y harinas preparadas para su elaboracion y establecimientos donde se procesan.
Especificaciones sanitarias. Informacion comercial. Métodos de prueba), en la
elaboracion de tortillas de maiz nixtamalizadas preenvasadas se permiten Unicamente

los aditivos referenciados en la tabla 2.1.

Tabla 2.1. Aditivos Usados en Tortilla de Maiz Nixtamalizada.
Limite Maximo

Nombre Observaciones
: (mg/kg)
Acido Acético Glacial BPF
Acido Ascorbico BPF
o . 2000 En harina Qe Maiz
Acido Benzoico Nixtamalizado
1000 En Tortillas
Acido Citrico BPF
Acido D-L-Tartarico BPF
Acido Fosférico BPF
Acido Fumarico BPF
Acido LActico BPF
Acido Malico BPF
Acido Propionico? BPF
Acido Sorbico? 3300 En harlna qle Maiz
Nixtamalizado
2000 En Tortillas
Alginato de Calcio BPF
Almidon Acetilado BPF
Almidon Oxidado BPF
Amarillo Ocaso FCF? 200 En Tortillas
Azul Brillante FCF?22 250 Sélo en Tortillas
. 2000 En harina Qe Maiz
Benzoato de Sodio Nixtamalizado
1000 En Tortillas




Tabla 2.1. Aditivos Usados en Tortilla de Maiz Nixtamalizada (Continuacion).
Limite Maximo

Observaciones

(mg/kg)

Beta-apo-8’-carotenal 30 En Tortillas
Beta-caroteno sintético 30 En Tortillas
Carboxmetllgelulosa de BPE

Sodio

Carragenato de Calcio BPF
Carragenato de Potasio BPF
Carragenato de Sodio BPF

Carrageninas BPF
Celulosa Microcristalinas BPF
Citrato Tripotasico BPF
Citrato Trisédico BPF
Color Caramelo Clase | BPF
Color Caramelo Clase I 3200 En Tortillas
Color Caramliallo Clase lll'y 4000 En Tortillas
Carcuma BPF
Dioxido de Titanio BPF
Estear0|l-2-lqctllato de 2000
Calcio
Estear0|l-2-lz_;1ctllato de 2000
Sodio
Esteres de Glicerol y
Acidos Grasos del Acido 4000
Diacetil Tartarico
Esteres de Poliglicol y
Acidos Grasos 2000
Etil Maltol 40 Sélo en Tortillas
Extracto de Innato 20
Fosf_ato de Calcio 5600 Sélo en Tortilla
Hidrogenado
Glicerol BPF Sélo en Tortillas
Goma Guar BPF
Hidroxipropilmetilcelulosa BPF
Indigotina®3 30 En Tortillas
Lecitina BPF
Metabisulfito de Sodio 70 En Tortillas
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Tabla 2.1. Aditivos Usados en Tortilla de Maiz Nixtamalizada (Continuacion).

Limite Maximo

Nombre Observaciones
(mg/kg)
2000 En harina de Maiz
Metil p-hidroxibenzoato* Nixtamalizado
Metil p-hidroxibenzoato 1000 En harina de Maiz
Nixtamalizado
Mono y diglicéridos BPF
Monoest.ear.atf) de Sorbitan 2000
Polioxietilenado*
Oleorresina de Paprika BPF
Oxido de Calcio BPF
Pectinas BPF
Ponceau 4R? 320 En Tortillas
En harina de Maiz
. . . 2000 . .
Propil p-hidroxibenzoato? Nixtamalizado
1000 En Tortillas
Propionato de Calcio BPF
Propionato de Sodio BPF
Rojo Allura AC 50
Sorbato De Potasio 2000 En Tortillas
Sorbitol 120 g/Kg Solo en Tortillas
Tartrazina? 600 En Tortillas
Triestearato de Sorbitan
Polioxietilenado* 2000

Arambula et al. (2001), reportaron que diversos conservadores pueden ser
aplicados individualmente, o de manera combinada para aumentar la vida de anaquel
de las tortillas de maiz. El propionato de sodio, benzoato de sodio y sorbato de potasio
son algunos de los aditivos mas populares, utilizados e incorporados directamente a

los productos nixtamalizados, de acuerdo con la COFEPRIS (Comision Federal para la

! Solo o combinado con otros conservadores permitidos.

2 Cuando se use una mezcla de colorantes artificiales, la suma de éstos no debe exceder de 500 mg/kg de producto.
3 sélo para efectos de estandarizar el color del maiz azul que se emplee para elaborar tortillas.

4Cuando se utilicen mezclas de Monoestearato de sorbitdn polioxietilenado y Triestearato de sorbitan
polioxietilenado, la suma de éstos no debe exceder del 1%.
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Proteccion contra Riesgos Sanitarios). Cabe destacar que en el uso de propionato de
sodio y otros aditivos no existe un limite maximo al aplicarlo en tortillas de maiz, queda
a consideracion de las buenas practicas de fabricacion (BPF). La Norma Oficial
Mexicana NOM-187-SSA1/SCFI-2002 define como buenas practicas de fabricacion, al
conjunto de lineamientos y actividades relacionadas entre si, destinadas a garantizar
que los productos tengan y mantengan las especificaciones sanitarias requeridas para
Su uso o consumo. En particular en el caso de los aditivos se refiere a la cantidad

minima necesaria para lograr el efecto deseado.

2.1.5.1. Acido Sérbico.

El 4cido sérbico (CsHsOz2) se usa en menos del 0.3% en peso para inhibir el

crecimiento de hongos y levaduras en los alimentos con un pH hasta de 6.5; su
efectividad aumenta al reducir el pH. Se emplean en quesos, encurtidos, jugos de
frutas, pan, vino, pasteles, mermeladas y otros (Badui, 2006). Tiene la caracteristica
de no acumularse en el organismo, debido a que puede ser metabolizado, se absorve
como fuente de energia. Su principal incoveniente es que es caro y el producto se

pierde cuando se somete a ebullicién (Villada-Moreno, 2010).

2.1.5.2. Sorbato de Potasio.
El sorbato de potasio (CsH7O2K) es la sal mas usada para controlar hongos, aun

cuando hay trabajos que muestran su efectividad contra Salmonella, S. aureus, Vibrio
parahaemoliticus y C. botulinun. Los sorbatos se usan como sustituto de los nitritos y
los nitratos en productos cérnicos, como salchichas y jamones; de igual manera se
emplean soluciones al 5%. En algunas aplicaciones, su accién se mejora cuando se
combina con otros acidos, como el férmico, el citrico o el lactico (Valle-Vega y Lucas-
Florentino, 2000).

2.1.5.3. Acido Benzoico.

El &cido benzoico (C7HsO2) se encuentra naturalmente en ardndanos, ciruela

pasa, clavo y canela. El pH 6ptimo para tener actividad antimicrobiana es de 2.5 a 4.0.
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Su uso se orienta a los alimentos acidos como: jugos, encurtidos, cerezas, margarinas,
aderezos, etcétera. El acido benzoico es de bajo costo, al ingerirse concentraciones

elevadas se pueden presentar convulsiones epileptiformes (Elmadfa et al. 1991).

2.1.5.4. Benzoato de Sodio.

El benzoato de sodio (NaCsHsCO2) actua sobre hongos y levaduras, ademas es

el mas utilizado en la industria alimentaria por su menor costo, pero tiene un mayor
grado de toxicidad sobre las personas, ademas en ciertas concentraciones, produce
cambios en el sabor del producto (Coronado y Rosales, 2001). Durante muchos afos,
el &cido benzoico ha sido la sustancia mas empleada para proteger las margarinas,
conservacion de frutas acidas y los zumos. Su presencia se detecta facilmente por el

sabor que aporta, incluso a dosis muy pequefias (Bello, 2000).

2.1.5.5. Acido Acético.

El &cido acético (C2H40z2), se encuentra presente en la mayoria de las frutas. Es

producido por acetobacterias o bacterias acéticas (fermentacién bacteriana) oxidan el
etanol a 4cido acético. Se usa en la conservacion de alimentos de dos maneras; como
vinagre del 5% al 10% y como soluciones acuosas de acido acético sintético del 25%
al 80%. El &cido acético previene el crecimiento de bacterias y hongos, por tal razéon es
empleado en productos acidos (Cubero et al. 2002).

2.1.5.6. Propionato de Sodio.
La sal sodica del acido propiénico (Na(C2HsCOO)), es un acido de origen natural

presente en cantidades pequefias en diversos alimentos y encontrado algunas veces
en concentraciones altas en los alimentos fermentados al ser producido por las
bacterias. El propionato de sodio (E-281) es efectivo para prevenir el desarrollo de

hongos, bacilos productores de filamentacion y de otras bacterias (Ibafiez et al. 2000).
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2.1.5.7. Propionato de Calcio.

La sal célcica de acido propanioco (CeH10CaOa), fisicamente es un polvo blanco
cristalino de olor y sabor caracteristico, al propionato de calcio le corresponde el
namero E-282 del Codex Alimentarium usado en Europa. Se utiliza como conservante
y permite alargar el tiempo de un producto, conservandolo en buen estado, los
propionatos son los aditivos con mayor efectividad inhibiendo el crecimiento de mohos
y hongos. Es usado en productos ligeramente acidos, ademas de que enriquece las

formulaciones por suministrar calcio (Bello, 2000).

2.1.5.8. Sorbato de Potasio.
El sorbato de potasio (CsH7KO2) conocido comercialmente también como E-

202, es un conservante sintético derivado del &cido soérbico. La funcion principal del
sorbato de potasio es limitar, retardar o prevenir la proliferacion de microorganismos
gue pueden estar presentes en los alimentos. A diferencia del uso de acido sorbico, es
mucho mas barato y mas eficiente, debido a la caracteristica que posee con respecto
a la solubilidad, tanto en agua como ligeramente en etanol. El sorbato de potasio es
totalmente inofensivo si se consume en cantidades recomendables, hasta el momento

no se han encontrado efectos secundarios o dafiinos de este producto (Villada, 2010).

2.1.6. Justificaciéon del Uso de Aditivos.

Las siguientes recomendaciones son un extracto fiel del CODEX Alimentarius,
Normas Internacionales de los Alimentos de la Organizacion de las Naciones Unidas
para la Alimentacion y la Agricultura y de la Organizacién Mundial de la Salud:

El uso de aditivos alimentarios esta justificado Unicamente si ello ofrece alguna
ventaja, no presenta riesgos apreciables para la salud de los consumidores, no induce
a error a éstos, y cumple una o mas de las funciones tecnolégicas establecidas por el
CODEX vy los requisitos que se indican a continuacion en los apartados a) al d), y
Gnicamente cuando estos fines no pueden alcanzarse por otros medios que son

factibles econ6mica y tecnolégicamente:
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a) Conservar la calidad nutricional del alimento; una disminucion intencionada
en la calidad nutricional de un alimento estaria justificada en las circunstancias
indicadas en el subparrafo b) y también en otras circunstancias en las que el alimento
no constituye un componente importante de una dieta normal.

b) Proporcionar los ingredientes o constituyentes necesarios para los alimentos
fabricados para grupos de consumidores que tienen necesidades dietéticas especiales.

¢) Aumentar la calidad de conservacion o la estabilidad de un alimento o mejorar
sus propiedades organolépticas, a condicion de que ello no altere la naturaleza,
sustancia o calidad del alimento de forma que engafie al consumidor.

d) Proporcionar ayuda en la fabricacion, elaboracion, preparacién, tratamiento,
envasado, transporte o almacenamiento del alimento, a condicion de que el aditivo no
se utilice para encubrir los efectos del empleo de materias primas defectuosas o de
practicas (incluidas las no higiénicas) o técnicas indeseables durante el curso de
cualquiera de estas operaciones. (CODEX STAN 192-1995, 2018).

2.1.7. Toxicidad.

El empleo de aditivos y otras sustancias se remonta varios siglos atras, donde
Su uso se inicia en forma empirica ya que se utilizaban estos compuestos sin alguna
regulacion sanitaria o legal y el principal propdésito de uso era ocultar los defectos de
elaboracion o las condiciones insalubres en la preparacién de los alimentos. Para que
una sustancia sea admitida como aditivo debe estar caracterizada quimicamente y
debe superar los controles toxicoldgicos establecidos por parte de los correspondientes
organismos sanitarios. Al incorporar estas sustancias a los alimentos son necesarias
pruebas que aseguren su inocuidad a las dosis idéneas para su uso (lles-Ortiz y
Gutierrez-Lesme, 2016).

Desde el punto de vista toxicoldgico, los aditivos no se pueden considerar malos
ni buenos en si mismos. El peligro potencial de un aditivo se relaciona con la
concentracion (o cantidad) ingerida en un periodo de tiempo. Para establecer ese
peligro existe un indice capaz de medir la peligrosidad de un aditivo, este indice es la

Ingesta Diaria Admisible (IDA) y que se define como la cantidad aproximada de un
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aditivo alimentario, expresada en relacién con el peso corporal, que se puede ingerir
diariamente, durante toda la vida, sin que represente un riesgo apreciable para la salud.
Algunas veces los efectos cruzados de los aditivos no son evaluados, lo cual puede
provocar efectos nocivos a largo plazo (Suarez-Dieguez et al. 2010).

La alimentacion moderna esta estrechamente vinculada al consumo de
alimentos procesados, originando un aumento en la ingesta de sales, azucares simples,
fésforo, potasio y algunos aditivos afiadidos. Debido a que los conservadores sintéticos
son considerados como sustancias toxicas para los microorganismos, se cree que
afectan los procesos metabdlicos del organismo humano, asi como generar conductas
de hiperactividad(lbafez-Pradas y Garcia-Vera, 2008; McCann et al. 2007),
Hipertension Arterial (Saieh y Lagomarsino, 2009) (Kaczewer, 2002; Zengin et al.
2011), ademas se encontré relacion positiva con el consumo de alimentos procesados
o ultraprocesados con la obesidad, riesgo de diabetes, enfermedad renal cronica,
cancer de mama, cancer correctal, cancer de prostata, cancer esofagico, cancer de
tiroides, cancer hepético, cancer de pulmon, cancer gastrico (Lou et al. 2021; Diaz y
Glaves. 2020).

2.1.8. Aspectos Legales.

De acuerdo con la legislaciébn mexicana, el Reglamento de la Ley General de
Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y
Servicios (1999), define como aditivo: Sustancia que se adiciona directamente a los
productos durante su elaboraciéon para proporcionar o intensificar aroma, color o sabor,
para mejorar su estabilidad o para su conservacion.

Queda prohibido su uso para: a) ocultar defectos de calidad; b) encubrir
alteraciones y adulteraciones en la materia prima o en el producto terminado; c)
disimular materias primas no aptas para el consumo humano; d) ocultar técnicas y
procesos defectuosos de elaboracion, manipulacion, almacenamiento y transporte; e)
reemplazar ingredientes en los productos que induzcan a error o engafo sobre la

verdadera composicion de los mismos, y f) alterar los resultados analiticos de los
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productos en que se agreguen. Se establecen los siguientes grupos de aditivos segun
su funcion:

1. Acentuadores de sabor: Sustancia o mezcla de sustancias destinadas a
realzar los aromas o los sabores de los alimentos.

2. Acidulantes, alcalinizantes y reguladores de pH: Sustancia que modifica o
mantiene la acidez o alcalinidad de los productos.

3. Acondicionadores de masa: Sustancia que se utiliza en panificacion para
mejorar diversas cualidades de la masa.

4. Antiaglomerantes: Sustancia o mezcla de sustancias que se agrega a los
productos o aditivos para evitar su cohesion.

5. Antiespumantes: Sustancia o0 mezcla de sustancias que, adicionada durante
la elaboracién de los productos, disminuye la formacién de espuma.

6. Antihumectantes: Sustancia que disminuye las caracteristicas higroscopicas
de los productos.

7. Antioxidantes: Sustancia o mezcla de sustancias destinada a retardar o
impedir la oxidacion y enranciamiento de los productos.

8. Antisalpicantes: Sustancia o mezcla de sustancias que, afiadidas a las grasas
emulsionadas con agua, evitan que al calentarlas se esparzan.

9. Clarificantes: Sustancia que elimina la turbidez en un liquido, dejandolo claro.

10. Colorantes y pigmentos: Sustancia que tiene la propiedad de impartir color
al medio que lo contiene segun la solubilidad que tenga en el medio, ya sea un medio
hidrofilico o lipofilico o a otro material o0 mezcla, elaborado por un proceso de sintesis
o similar, por extracciébn o por separacion, obtenido de una fuente animal, vegetal o
mineral y que posteriormente se ha sometido a pruebas fehacientes de seguridad que
permiten su uso en alimentos y que, directamente o a través de su reaccion con otras
sustancias, es capaz de impatrtir el color que le caracteriza.

11. Conservadores: Sustancia o0 mezcla de sustancias que previene, retarda o
detiene la fermentacion, el enmohecimiento, la putrefaccidn, acidificacion u otra
alteracion de los productos causados por algunos microorganismos y por algunas

enzimas.
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12. Edulcorantes no nutritivos: Sustancia natural o sintética, que puede sustituir
parcial o totalmente el dulzor del azucar.

13. Emulsificantes, emulsivos, estabilizadores, espesantes y gelificantes:
Sustancia o0 mezcla de sustancias que mantiene homogéneos a los productos
constituidos por dos o mas fases inmiscibles, impidiendo su separacion.

14. Enturbiadores: Sustancia 0 mezcla de sustancias que al agregarse a un
liguido le resta claridad, o sirve para equilibrar la baja densidad de los aceites
esenciales en un producto determinado.

15. Enzimas: Sustancia proteica producida por células vivas que catalizan
reacciones especificas en diversos procesos de elaboracion de productos.

16. Espumantes: Sustancia que, adicionada a un liquido, modifica su tensién
superficial y estabiliza las burbujas formadas, o favorece la formacion de espuma.

17. Gasificantes para panificacién o polvos para hornear: Sustancia o mezcla de
sustancias que adicionadas durante el proceso de elaboracion de productos de
panaderia favorece el desprendimiento de di6xido de carbono.

18. Humectantes: Sustancia 0 mezcla de sustancias destinadas a prevenir la
pérdida de humedad de los productos.

19. Leudantes: Levadura de cerveza prensada, humeda o deshidratada,
obtenida por proliferacion del Saccharomyces cereviceae, empleada en productos de
panaderia para favorecer la formacién del diéxido de carbono.

20. Oxidantes: Sustancia o mezcla de sustancias que por proceso de oxidacion
condiciona o mantiene determinadas caracteristicas en algunos ingredientes de los
productos y que también puede emplearse como blanqueador.

En la legislacion mexicana se consideran 402 aditivos y coadyuvantes, 51
colorantes, 54 enzimas, 386 saborizantes sintéticos artificiales y 2,177 saborizantes
idénticos al natural; esto hace un total de mas de tres mil compuestos usados como
aditivos y que pueden emplearse en la manufactura de alimentos. Por mucho, los

saborizantes son el grupo mas numeroso.
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2.1.9. Buenas Practicas de Fabricacion (BPF).

Todos los aditivos alimentarios regulados por las disposiciones de la Norma
General para los Aditivos Alimentarios CODEX STAN 192-1995 se emplearan conforme
a las condiciones de buenas préacticas de fabricacidn, que incluyen lo siguiente:

a) La cantidad de aditivo que se afiada al alimento se limitara a la dosis minima
necesaria para obtener el efecto deseado.

b) La cantidad de aditivo que pase a formar parte del alimento como
consecuencia de su uso en la fabricacién, elaboraciéon o envasado de un alimento y
gue no tenga por objeto obtener ningun efecto fisico o técnico en el alimento mismo, se
reducira en la mayor medida que sea razonablemente posible.

c) El aditivo sera de una calidad alimentaria apropiada y se preparara y
manipulara de la misma forma que un ingrediente alimentario (CODEX STAN 192-1995,
2018)

2.1.10. Bioconservadores.

El uso de compuestos acidulantes en la conservacién y mejora de propiedades
organolépticas en alimentos es extenso. En particular, los &cidos que contiene uno o
mas carboxilos son aditivos alimentarios importantes. Estos acidos, genéricamente
denominados &cidos organicos, son intermediarios o productos terminales de ciclos
metabdlicos basicos por lo cual ocurren en una gran variedad de organismos vivientes,
tales compuestos incluyen los &cidos citrico, malico, lactico, acético, tartarico, fumarico
y gluconico (Garcia-Garibay et al. 2004).

El efecto conservador parece que hay que atribuirlo a la elevada concentracién
de &cidos grasos de cadena corta, es decir, las moléculas normalmente responsables
del aroma intenso de estas plantas, grupos fendlicos y otras sustancias con accion

irritativa como son los picantes.
2.1.11. Aceites Esenciales.

Actualmente existe la tendencia por consumir alimentos naturales, seguros y de

buena calidad, los aceites esenciales extraidos de plantas y especias se distinguen por
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tener efectos antimicrobianos, razon por la cual se han convertido en un area de
investigacion, con la finalidad de sustituir conservadores sintéticos por naturales.
Sun-Og et al. (2007) definen como aceites esenciales o simplemente esencias
aquellas sustancias liquidas hidrofébicas concentradas que contienen compuestos de
aromas volatiles y que se obtienen de las plantas. Estas esencias se pueden encontrar

generalmente en las hojas, las flores, los frutos y las semillas de las plantas.

2.1.11.1. Clavo de Olor.

Originaria de Indonesia y también cultivada en México, su hombre es Syzygium

aromaticum o Eugenia caryophytalla o comunmente clavo de olor, es una especia
perteneciente a la familia Myrtaceae, la cual se caracteriza por habitar en ambientes
tropicales. Se obtiene de un arbol perenne que florece dos veces al afio. Los clavos
son los capullos sin abrir. El aceite de clavo de olor ha sido ampliamente investigado
debido a su popularidad y alto rendimiento, de hecho, se considera por sus propiedades
medicinales como estimulante contra trastornos digestivos (Pinto et al. 2009). En la
tabla 2.2 se muestran la ficha técnica y algunas propiedades fisico-quimicas de la

Eugenia caryophytalla.

Tabla 2.2. Algunas Propiedades del Clavo de Olor.

Ficha Técnica

Identificacion Quimica

Clavo de Especia, aceite
Eugenia caryophyllata, Thunb

Nombre Botanico

Punto de Inflamacién >62°C
Punto de Ebullicion 251 °C (760 mmHg)
Aspecto Liquido

Marrén Palido-Marrén Oscuro
Afrutado, Dulce, Especiado

|
|
|
|
|
Color |
|
Propiedades Fisico-quimicas
|
|
|

Olor

Minima Maxima
Densidad 20 °C 1.040 1.065
indice de Refraccion 20 °C 1.5300 1.5450
Rotacion Optica (°) -1.0 1.0
Eugenol (%) 85.00
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En la figura 2.3 se muestra imagen del clavo de olor, Kamel Chaieb et al. (2007),
mencionan que el clavo de olor posee amplios efectos dentro de las que destacan el

antiséptico, analgésico, antibacteriano, antifingico, anestésico y antimutagénico.

Figura 2.3. Clavo de Olor (Syzygium aromaticum).

2.1.11.2. Tomillo.

De origen francés, el Thymus vulgaris 0 mejor conocido como Tomillo es un
subarbusto de la familia Lamiaceae, que es perenne y aromatica, rica en aceite
esencial, cuyo principal componente es el timol, se comercializa principalmente por sus
hojas y aceite esencial. El aceite esencial esta constituido principalmente por fenoles
monoterpénicos, como timol, carvacrol, p-cimeno, gammaterpineno, limoneno, bor-neol
y linalol. No obstante, se ha de tener en cuenta que la composicion del aceite esencial
es variable segun la época y lugar de la cosecha (Boruga et al. 2014).

El aceite esencial de tomillo tiene un efecto antiséptico y antifingico superior al
del fenol y al del agua oxigenada. De hecho, en el siglo XIX y primera mitad del XX,
cuando todavia no se conocian los antibidticos, el tomillo era considerado como un

eficaz desinfectante.
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2.1.11.3. Lemon Grass (Hierba Limén).

El Cymbopogon citratus, conocido comunmente como zacate limon, té limon o

hierba limén en México, se muestra en la figura 2.4, es una planta que pertenece a la
familia de las gramineas y se cultiva en casi todos los paises tropicales y subtropicales.
Se usa para la elaboracion de bebida aroméatica y se emplea en la medicina tradicional
en diversas partes del mundo (Schaneberg y Khan, 2002). Wannissorn et al. (1996)
reportaron que el citral es el principal componente activo del aceite esencial del
Cymbopogon citratus, otorgandole un olor caracteristico a limén (Parikh y Desai, 2011).
Diversos estudios han demostrado que algunos componentes del aceite de
Cymbopogon citratus presentan efectos antimicrobianos y antifangicos (Mohd et al.
2010).

Figura 2.4. Hierba Limén (Cymbopogon Citratus).

2.1.12. Aflatoxinas.

La Norma Oficial Mexicana NOM-187-SSA1/SCFI-2002, define como
aflatoxinas, a los metabolitos secundarios producidos por varios mohos, cuya estructura
quimica es heterociclica, pertenecientes al grupo de las bisfurano cumarinas. Poseen
toxicidad aguda y crénica, asi como efectos mutagénicos y carcinogénicos en animales

y hombre.
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Son hongos con potencial micotoxigénico, pertenecen principalmente a los
géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium. Las aflatoxinas, producidas por el género
Aspergillus, pueden contaminar grano de maiz en diferentes etapas, estas toxinas en
concentraciones muy bajas tienen efectos negativos en la salud.

Aspergillus Flavus y Aspergillus Parasiticus, son las especies aflatoxigénicas de
mayor impacto para la humanidad y estan ubicadas en la seccion Flavi (Peterson et al.
2000). Son las sustancias carcinbgenas mas potentes hasta ahora conocidas, por lo
que son las micotoxinas mas estudiadas y controladas. Durante afios se penso que a
través del proceso de nixtamalizacién podia eliminarse gran parte de unas sustancias
téxicas producidas por hongos comunes en el maiz; desafortunadamente, hoy en dia
se sabe que esto no es del todo cierto. El efecto tdxico de las aflatoxinas depende en
algunos casos de las dosis, duracién de la ingestion, edad, especie, sexo y del estado
nutricional de la persona o animal que la ingiere (Martinez et al. 2013). La Agencia
Internacional para Investigacion del Cancer (LARC), clasifica a las micotoxinas de la

siguiente manera (ver tabla 2.3).

Tabla 2.3. Clasificacion de Micotoxinas de Acuerdo al Riesgo que Representan para
la Salud Humana.

Micotoxina Clasificacion
Aflatoxinas 1
Aflatoxina M1 2B
Citrinina 3
Esterigmatocistina 2B
Fumonisina B1 2B
Ocratoxina A 2B

Patulina

3
Zearelanona 3
Deoxinivalenol 3
Nivalenol 3
3

3

Fusarenonan X
Toxina T-2
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Dénde:

1 ‘ Agente carcinbgeno en humanos

Agente posiblemente carcinégeno pero la evidencia en humanos es
limitada y tampoco existe suficiente evidencia en animales de
experimentacion.

3 ‘ Agente no clasificable como carcinogénico en humanos

Los responsables de la salud publica se enfrentan a un problema complejo, las
micotoxinas deberian de eliminarse de los alimentos, sin embargo, como estos
metabolitos secundarios se encuentra presenta en ciertos alimentos funcionales, debe
tolerarse la exposicion de la poblacion a algun nivel de micotixinas. En la tabla 2.4 se
muestran los limites maximos permisibles de aflatoxinas en productos derivados de

maiz.

Tabla 2.4. Especificaciones de Aflatoxinas (NOM-187-SSA1/SCFI-2002).

Producto Limite Maximo (ug/kg) ‘
Masa 12
Tortilla de maiz nixtamalizado 12
Tostada de maiz nixtamalizado 12

Harinas de maiz nixtamalizado para

. 12
preparar tortilla y tostadas

2.1.13. Aspergillus Flavus.

Uno de los grupos de hongos filamentosos mas estudiados es la seccion Flavi,
al contener dos especies de Aspergillus; como el Aspergillus Flavus y el Aspergillus
Oryzae (Rokas et al. 2007). El Aspergillus Flavus es el responsable de la produccion
de una micotoxonina potente, con caracteristicas carcinogénicas, las aflatoxinas. Mas
recientemente, ha sido descrito como la segunda causa de aspergilosis en pacientes
inmunodeprimidos (Hedayati et al. 2007; Rokas et al. 2007). EIl Asperguillus Flavus se
describe, macroscépicamente, como un hongo aterciopelado, de color amarillo a verde

0 marrén, con reverso dorado a rojo-marron (Figura 2.5).
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Figura 2.5. Aspergillus Flavus.

2.1.14. Vida Util de un Alimento.

El periodo de tiempo durante el cual se produce un deterioro tolerable de calidad
se define como vida util de un alimento, siempre que se garantice las condiciones de
conservacion que se indican en el etiquetado. La calidad es un concepto que viene
determinado por la conjuncion de distintos factores relacionados con la aceptabilidad
del alimento, como sus caracteristicas quimicas, fisicas y microbiol6gicas. Cuando
alguno de ellos empieza a modificarse de manera negativa, el producto ha llegado al
final de su vida util.

En la tabla 2.5 se muestra la vida util en dias de algunos alimentos, donde se
observa la rapidez con se descomponen estos. Una practica comun para fijar la vida
atil de un alimento es mediante el uso de referencias bibliograficas o rangos
establecidos por empresas en el ramo de alimentos, lo cual no garantiza la calidad e
inocuidad del alimento, sino también pone en riesgo el prestigio de la empresa

manufacturera.
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Tabla 2.5. Vida Util de Almacenamiento de Tejidos Vegetales y Animales (Casp y

Abril, 2003)
Producto Dias de Almacenamiento
az2l°C

Carne 1-2
Pescado 1-2
Aves 1-2

Carne y Pescado desecado, 360 y més

salado o ahumado

Frutas 1-7

Frutas secas 360 y mas
Hortalizas de hojas verdes 1-2
Raices 7-20

Semillas secas 360 y mas

Determinar la vida util es la principal problematica a la que se enfrenta la industria
de alimentos procesados. Y mas aun en la introduccién al mercado de nuevos
productos se presenta la desventaja de requerir informacién sobre su evolucién a lo
largo del tiempo de almacenamiento. Para esto se han desarrollado los estudios de
vida util acelerados.

Los métodos mas utilizados para estimar la vida util de un alimento se muestran
a continuacion:

a) Prueba de vida util en tiempo real: Este tipo de estudio consiste en mantener al
alimento en las condiciones previstas para su almacenamiento, principalmente
la temperatura.

b) Prueba acelerada de vida util: Este tipo de estudios sobreexponen al alimento a
determinadas condiciones, para asi obtener datos rapidamente, los cuales son
modelados y analizados para obtener informacién sobre la vida de un producto

bajo condiciones normales de uso.
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2.2. Descripcion del Problema.

Los seres humanos han procesado alimentos durante siglos, para preservar
su tiempo de vida. Uno de los alimentos que méas se consume en México y de forma
procesada es el maiz y el principal producto es la tortilla, que es el componente mas
importante de la alimentacion en la poblacion mexicana. La tortilla de maiz es altamente
perecedera y es afectada a nivel microbiolégico por hongos como el Aspergillus
(aflotoxina) (Salim et al. 2015). Razon por la cual dentro del proceso de elaboracion de
la tortilla se utilizan diferentes productos quimicos para mejorar la apariencia, sabor y
durabilidad de la misma, siendo los conservadores mas populares el propionato de
sodio, sorbato de potasio y el benzoato de sodio, cuyos efectos nocivos en la salud han
sido registrados en diferentes publicaciones (Zengin et al. 2011; Saieh y Lagomarsino,
2009; Ibafiez y Garcia, 2008; McCann et al. 2007, Kaczewer, 2002). Es aqui donde
surge el interés de investigar, desarrollar y aplicar un conservador de alimentos de
origen natural que sea seguro, eficiente y econémico.

Algunos aceites esenciales tienen efecto conservante, siendo los mas
efectivos los aceites esenciales ricos en fenoles como el tomillo (Thimus Vulgaris), el
clavo de olor (Syzygium Aromaticum). Es por eso que se pretende usar aceite esencial
de clavo de olor, tomillo y hierva limén como conservadores organicos para preservar
la vida de anaquel de la tortilla de maiz, y prevenir su deterior por hongos, inhibiendo
el crecimiento del hongo Aspergillus Flavus.

2.3. Preguntas de Investigacion.
1. ¢En qué grado los aceites esenciales de Clavo de olor, Tomillo y Hierba limén
inhiben el crecimiento del hongo Aspergillus Flavus en tortilla de maiz?

2. ¢De qué manera la aplicacion de los aceites esenciales de Clavo de olor,
Tomillo y Hierba limon como conservador de alimentos en tortilla de maiz, no
afecta significativamente las propiedades del producto y preserva la vida de

anaquel?
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2.4. Hipotesis.
Ha: El uso de los aceites esenciales de Clavo de olor, Tomillo y Hierba limon como
conservadores organicos preserva de mamera significativa la vida de anaquel de la

tortilla de maiz; inhibiendo el crecimiento de los hongos Aspergillus Flavus.

Hs: A través de Metodologias de la Ingenieria de Confiablidad, es posible evaluar la
efectividad de los aceites esenciales de Clavo, Tomillo y Hierba limén como
conservadores de alimentos, minimizando el efecto de crecimiento de hongos en la

tortilla de maiz y maximizando su vida en anaquel.

2.5. Objetivos.

A continuacién, se muestran los propésitos fundamentales de esta investigacion.

2.5.1. Objetivo General.

Evaluar la eficiencia de los aceites esenciales de Clavo de olor, Tomillo y Hierba
limén como bioconservadores mediante ingenieria de confiabilidad para determinar el
tiempo en que se produce un deterioro en la calidad de la tortilla de maiz y asi garantizar

las condiciones de conservacion del producto.

2.5.2. Objetivos Particulares.
a) Determinar la concentracion minima inhibitoria de aceite esencial de clavo de

olor, tomillo y hierba limén que inhiba el crecimiento del hongo Aspergillus
flavus.

b) Determinar mediante pruebas aceleradas de almacenamiento, la estabilidad
y vida util en tortilla de maiz adicionada con aceites esenciales de Clavo de

olor, Tomillo y Hierba limon como biconservador.
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2.6. Justificacion.

El maiz ademéas de contener nutrientes, contiene sustancias fisiolégicamente
activas que desempefian una funcion beneficiosa en la reduccion de enfermedades.
Datos proporcionados por la ENA (Encuesta Nacional Agropecuaria, 2015), estima que
cada habitante de México consume en promedio 188 kilogramos de maiz al afio, lo que
equivale a poco menos de medio kilogramo por dia, considerando su consumo en
diferentes presentaciones como son harinas, tortillas y botanas, entre otras.

La tortilla es un producto perecedero y la principal causa de descomposicion de
las tortillas es el crecimiento de los hongos, los cuales ademéas de cambiar sus
propiedades organolépticas producen micotoxinas, sustancias toxicas que afectan la
salud de quienes las ingieren. Los aditivos son sustancias que, una vez son
incorporadas por parte de la fabricacion industrial, no representan un coste, sino un
beneficio, pero también los problemas de salud que desencadenan por el consumo de
alimentos procesados.

En el proceso de elaboracion de tortilas de maiz se emplean diferentes
conservadores quimicos, como el Propionato de Sodio, Propionato de Calcio, Sorbato
de Potasio, Benzoato de Sodio y algunos acidificantes para incrementar la vida de
anaquel de la tortilla de maiz, la Norma Oficial Mexicana NOM-187-SSA1/SCFI-2002,
no marca un limite maximo en la adicién de propionato de sodio en tortilla de maiz
nixtamalizada, solo se basa en las buenas practicas de fabricacion (BPF). Al no tener
una regulacion bien definida sobre la adicion de conservadores quimicos no existe
proteccion para el consumidor. Es necesario elaborar productos procesados con una
vida de anaquel prolongada, pero que a su vez no afecte la calidad del producto.

Actualmente el consumidor muestra interés por consumir productos sanos y
libres de conservadores. De aqui que esta investigacion propone la adicion de aceites
esenciales de Clavo de olor, Tomillo y Hierva limén como bioconservadores, de manera
que inhiban el crecimiento del hongo en tortilla de maiz, y se reduzca los posibles
efectos nocivos en la salud causados por el consumo de conservadores quimicos y se
ofrezca al consumidor un producto nutricionalmente mas sano, manteniendo las

cualidades nutritivas de la tortilla y preservando su vida en anaquel. Asi mismo, esta
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investigacion, se justifica en el hecho de que, hasta el momento, en la literatura revisada
no se ha encontrado estudios de vida util, utilizando ingenieria de confiabilidad

aplicados a bioconservadores en tortilla de maiz.

2.7. Delimitaciones.

Se evaluara la factibilidad y viabilidad de los aceites esenciales de Clavo de olor,
Tomillo y Hierba limén como una alternativa de conservacion de producto de tortilla de
maiz para preservar su vida de anaquel, vida atil, consumo preferente etcétera,
cumpliendo con las expectativas actuales del consumidor, asi como la aceptabilidad

del producto, manteniendo las cualidades nutritivas del alimento.
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3. MARCO TEORICO.

En seguida se muestra una serie de conceptos que funcionan como supuestos
tedricos que posibilitan el proceso de investigacion. Se abordan conceptos de
degradacion entre otros que se consideraran mas adelantes.

La industria del maiz se siente motivada por desarrollar nuevos productos que
registren alta duracién, que sean confiables al consumir y sobre todo que tengan una
alta calidad. Esto ha motivado a implementar métodos en ingenieria y ampliar el uso de
disefios de experimentos para productos y asi mejorar su proceso. Las pruebas de vida
aceleradas son muy usadas en la industria manufacturera, particularmente para
obtener informacion de la confiabilidad de sus componentes y materiales.

Los modelos de pruebas de vida acelerada tienen las siguientes dos
componentes: Una distribucién de vida que representa la dispersion de la vida del
producto y la relacion vida esfuerzo. Las distribuciones més usadas para pruebas de

vida son: exponencial, normal, lognormal, Weibull, entre otros (Nelson, 2004).

3.1. Modelos de Falla.

Los tiempos de falla o vida de los productos se pueden estimar por medio de
pruebas de confiabilidad completas, disefiando estas con el fin de provocar la falla 'y de
determinar las causas de falla para efectuar modificaciones al disefio, determinar la
confiabilidad de las partes del disefio, establecer tiempos de garantia, etc. Las pruebas
de vida acelerada son disefiadas para comprobar si los productos pueden cumplir con
los requerimientos establecidos por el cliente desde el punto de vista de su confiabilidad
para realizar su funcion de disefio.

Meeker y Escobar (1998), Nelson (2004) y Ebeling (2010) coinciden en definir
confiabilidad como la probabilidad de que un dispositivo trabaje sin fallas, por un
periodo preestablecido de tiempo, bajo condiciones normales de operacién. De esta

definicion es posible relacionar el concepto de probabilidad con una funcién de
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densidad de probabilidad (fdp), la cual podra ser determinada mediante los datos
generados en la prueba de vida acelerada. El periodo preestablecido de tiempo servira
para establecer el tiempo y el tipo de prueba necesario para predecir la vida de los
dispositivos en su uso normal de campo. Las condiciones de uso normal mencionadas
en la definicidbn seran utilizadas para establecer la condicion o condiciones (estrés
multiple) de estrés en la prueba.

Los estudios de campo, el disefio de las pruebas de vida acelerada, el nimero
de piezas probadas requieren un analisis cuidadoso y son de alto costo, lo que conlleva
a una meticulosa planeacién del plan de prueba. Una de las cuestiones a resolver al
establecer un plan de prueba es, primeramente, el nimero de unidades a probar que
nos permita estimar una fdp y calcular los cuartiles, tal como el percentil 1 o la mediana.
La siguiente cuestidén a resolver es sobre el tiempo de prueba necesario para hacer
estimaciones correctas. Una idea sencilla y facil de llevar a cabo es incrementar el
namero de unidades de prueba y el tiempo de prueba, lo cual necesariamente mejora
la precision de la estimacion.

Las propiedades de los planes de prueba se deberan basar, principalmente,
sobre el modelo en el disefio y los parametros del modelo, lo cual sera fundamental
para estimar el efecto que el tamafio de la muestra y el tiempo de prueba tendran sobre
los resultados de los planes de prueba. Generalmente, la informacién basica se obtiene
de especificaciones de disefio, opiniones de expertos, 0 experiencia previa en
materiales o productos similares. (Meeker y Escobar, 1998).

Yang (2007) menciona que el incremento en la competitividad a nivel mundial ha
establecido una gran presion sobre los fabricantes para desarrollar productos con una
mayor confiabilidad, a un menor costo y en un tiempo menor. Los cambios en el
mercado internacional han obligado a los fabricantes a introducir programas para el
mejoramiento de la confiabilidad, que incluyan pruebas de vida acelerada ALT
(Accelerated Life Test por sus siglas en inglés). Unos productos sometidos a una ALT,
a niveles de estrés mayores que los de uso normal sufrirdn un acortamiento en sus
periodos de aparicion de fallas. Los datos obtenidos son extrapolados mediante una

relacion vida-esfuerzo para estimar su distribucién de vida a condiciones normales.
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La fuerte competencia internacional en los mercados actual ha reducido los
tiempos para el lanzamiento de nuevos productos, y, por ende, los tiempos para
efectuar pruebas de vida acelerada. Los avances en tecnologias de disefio, materiales
y capacidades de manufactura han incrementado la confiabilidad de los productos, de
tal manera que la aparicion de fallas en los productos en ALT sea mucho menor a
niveles de bajo estrés, lo que dificulta el analisis de datos de vida y en consecuencia,
hacer inferencias vélidas sobre funciones de comportamiento de la confiabilidad. Asi
entonces, para algunos productos con caracteristicas de desempefio que sufren una
degradacion con el tiempo, se dice que tienen una falla cuando el nivel de desempefio
cruza un limite especificado, y, por tanto, la degradacion de la caracteristica indica un
deterioro de la confiabilidad.

Las pruebas de degradacion tienen algunas ventajas sobre una prueba de vida
acelerada. La primera de ellas es que, el analisis de la confiabilidad usando datos de
degradacion directamente, relaciona la confiabilidad del producto con las
caracteristicas fisicas del mismo. Esto hace que, al observar el proceso de degradacion
de la caracteristica de desempefio, sea posible establecer el comportamiento de la
confiabilidad, aun antes de que el articulo haya fallado, lo que hace que se acorte de
manera considerable el tiempo de prueba (Yang, 2007).

Meeker y Escobar (1998) coinciden con Yang (2007), al afirmar que los datos de
degradacion sin fallas (datos censurados) o con algunas fallas proveen
considerablemente mas informacién que los datos tradicionales de tiempo de falla
censurados. Asimismo, mencionan que la observacion directa de la degradacion fisica
permitird el modelado del mecanismo de la causa de falla, generando una mejor

estimacion y una mayor credibilidad de la confiabilidad.

3.1.1. Conceptos Béasicos de Analisis de Supervivencia.
El analisis de supervivencia es una técnica inferencial cuyo principal objetivo es
examinar y modelar el tiempo que se toma para que ocurra un determinado suceso.

Generalmente, dada las innumerables aplicaciones de estas técnicas en el ambito
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meédico, el suceso es comunmente denominado muerte y el tiempo como tiempo de

vida.

Este andlisis consiste en un seguimiento continuo de una serie de individuos
desde que comienza el estudio hasta que finaliza. Segun Kleinbaum y Klein (2012), la
variable de interés es conocida como tiempo de vida o tiempo de supervivencia;
ademas, se consideran las observaciones censuradas, que son aquellas
observaciones que desaparecen del estudio o aguellas observaciones en las que no

se produce el suceso de interés antes de finalizar el estudio.

3.1.1.1. Datos Censurados.

Al realizar un analisis general en tiempos de vida se espera utilizar todos los
datos que se encuentren disponibles, pero en el analisis de tiempos de vida a menudo
ocurre que todos o algunos de los datos presentan el problema de estar incompletos

o incluyen incertidumbre respecto a cuando ocurri6 la falla.

Por esto, los datos de vida son clasificados en dos categorias: Completos o no
censurados; donde toda la informacion esta disponible y, censurados; donde un poco

de la informacion esta perdida (Lucijanic y Petrovecki, 2012).

Un dato en el tiempo t se dice que es completo si representa el tiempo exacto

en el que ocurrid la falla de la unidad o individuo (tiempo de vida).

En muchos casos cuando los datos de vida son analizados, y todas las
unidades o individuos en la muestra podrian no haber fallado (el evento de interés no
fue observado) o los tiempos exactos de vida (tiempos en que ocurrieron las fallas) de
las unidades no son todos conocidos, se denominan datos censurados (Gomez et al.
1992).

Se introduce una notacién para los datos censurados, donde n individuos tienen
tiempos de vida representados por las variables aleatorias Ty, T, ....T,, donde t; es el

tiempo de vida o tiempo censurado.
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_ _ _ 1 Ti == ti
§;=1(T;=t;) = {0 T, >t (3.1
Por otro lado, sea la variable llamada indicador de censura o indicador de
estado para t; , que indica t; es observado en el tiempo de vida, §; = 1 0 presenta

censura de tiempo, §; = 0.
Los principales tipos de censura que suelen considerarse son:

a) Censura tipo I: Se observa un numero de sujetos desde el instante t = 0,
incluyendo el tiempo en el que falla cada uno y finaliza en un tiempo fijado previamente
t = tr. Los sujetos que al finalizar el estudio no presenten fallo, formaran las
observaciones censuradas. Si T denota el tiempo de fallo:

{T <t Observado

T>tC ensurado (3.2)

b) Censura tipo Il: Es donde los individuos son observados hasta que ocurra un
namero determinado de fallas o eventos de interés; esto es, al inicio de un estudio se
decide observar hasta registrar r fallas, en la cual hay dependencia del tamafio de
muestra (denotado por n) y las fallas que se observen. Aqui, todos los individuos son
puestos en estudio al mismo tiempo y se da el término de este cuando r de los n
individuos han presentado el evento de interés, donde r es un nimero entero positivo
determinado previamente por el investigador, y es tal que r < n. En conclusion, la
censura tipo | es deterministica y la censura tipo Il es aleatoria.
C) Censura aleatoria: Este tipo ocurre sin ningun control del investigador ya que
pueden ser por diversas casusas. Por ejemplo, en un estudio biomédico:

Desidia: el paciente abandona el ensayo.

Salida obligada: los efectos del tratamiento le mandan a dejar el estudio.

Fin del estudio: termina el ensayo y no se produce el suceso de interés.
d) Censura por la derecha: Se define asi porque el limite inferior en el tiempo de
vida es valido para algunos individuos. Los datos censurados por la derecha pueden

ocurrir por varias razones; cuando las pruebas se planifican, por ejemplo, si se decide
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terminar la prueba antes de que todos los articulos tengan fallas. Cuando las pruebas
no se planifican, este tipo de censura ocurre si el tiempo exacto de vida t de un
individuo no es observado, pero se conoce que excedio un cierto tiempo, por ejemplo,

t* en lafigura 3.1.

Figura 3.1. Censura por la Derecha.

e) Censura por la izquierda: Este tipo de censura resulta cuando se sabe que el
tiempo exacto t de la falla de una unidad ocurrié antes de un cierto tiempo t* como se
muestra en la figura 3.2. Por ejemplo, se puede conocer que cierta unidad fall6 antes
de las 100 horas pero no se conoce exactamente cuando. En otras palabras, tal unidad
podria haber fallado en algun tiempo entre 0 y 100 horas. Esto es idéntico a datos
censurados por intervalos en los cuales el tiempo de inicio del intervalo es cero, como

se describe posteriormente (Kartsonaki, 2016).

>
o+

-

Figura 3.2. Censura por la lIzquierda.
f) Censura por intervalo: la observacion de los sujetos no sucede de forma
continua por lo que entre un tiempo de fallo y otro hay un periodo largo de observacion.
3.2. Funciones de Confiabilidad.

Lucijanic y Petrovecki (2012) mencionan que sea T el tiempo de supervivencia,

considerado T como una variable aleatoria continua. Se denota f(x) como su fdpy F(x)
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como su funcién de distribucion. Por ejemplo, en la distribucion Exponencial dichas

funciones son expresadas en las ecuaciones 3.3 y 3.4:
f(x) =2e (3.3)

Flx)=1—e ™ (3.4)

Las siguientes funciones permiten dar respuesta en muchas de las preguntas
gue surgen en este tipo de estudios. La confiabilidad engloba varias actividades y una
de ellas es el planteamiento de modelos de confiabilidad, esto es basicamente la
probabilidad de supervivencia del sistema y se expresa como una funcion de las
confiabilidades de los componentes o subsistemas, que generalmente, se encuentran

dependiendo del tiempo.

a) Funcion de distribucién acumulada: Es llamada distribucion de vida y se
denota como F(t), se interpreta como la proporcibn de componentes,
equipos, productos que fallas hasta el tiempo t. Pohar y Stare (2006)
describen que la funcién de distribucién acumulada en la ecuacion 3.5 de la

siguiente forma.

F(t) = jtf(x)dx, t € [0, ] (3.5)
0

Donde t es la variable aleatoria que indica el tiempo de fallas. La funcion de
distribucion acumulada se interpreta de la siguiente manera: La probabilidad o
seguridad de un producto falle antes de t unidades de tiempo. Y la fracciéon de la

poblacién que falla antes de t unidades de tiempo (Aakshi, 2016).

b) Funcion de confiabilidad: Se centra en los productos que no fallan en un
tiempo t, es un complemento de la funcion de distribucién acumulada, y se
define como se muestra en la ecuacion 3.6 (Kartsonaki, 2016). Esta funcion
se interpreta como la probabilidad de que un producto no falle antes del

tiempo t, como se muestra en la figura 3.3.

37



R(t) =1—-F(t) (3.6)

R

Figura 3.3. Gréfica de Funcion de Confiabilidad.

c) Funcion de riesgo o tasa de fallo instantanea: Segun Sparling et al. (2006),
en esta funcion los productos que la tasa de falla h(t) son nUmeros de
entidades que fallan por unidad de tiempo. h(t) no es una probabilidad y
pude tomar valores arriba de 1. La funcién de riesgo especifica la tasa de

muerte en el tiempo t, dado que un objeto ha sobrevivido hasta el tiempo t.

(3.7)

TF(t.t + Af) = lF(t + At) — F(t)l [Rgt)]

t+At—t

Donde:
F(t + At), es la funcién de probabilidad acumulada en el tiempo t + At.
F(t), es la funcion de probabilidad acumulada en el tiempo t.
R(t), funcion de confiabilidad.

h(t), se obtiene cuando el incremento de t es cercano a cero y se define

como en la ecuacion 3.8.
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h(t) = lim TF(t,t + At) = L Fe+AD - FO _F(@©) _ f0)
At—0

R(b) At T R(t) R(t) (3.8)

De esta manera h(t) aproxima la probabilidad de falla de muerte en el intervalo

de tiempo (t, t + At), dado que sobrevive hasta el tiempo t.

3.2.1. Probabilidades a Analizar

Yang (2007) menciona que en los eventos independientes estan las fallas o la
sobrevivencia de n opciones elegidas aleatoriamente operando independientemente.
Es decir, la probabilidad que n productos idénticos independientes, cada uno con una
funcién de confiabilidad de R(t), sobreviva después de t horas es [R(t)]™.

La probabilidad que al menos uno de los n productos idénticos independientes

falle en el tiempo t esta dada por la ecuacion 3.9:

I1-[ROI"=1-[1-F@®)]" (3.9)

Si se considera un sistema compuesto por n productos idénticos, todos operando
independientemente, en términos de trabajar y fallar cada uno de ellos. Sila distribucién
de vida de los productos en F(t) y la probabilidad del sistema cuando no esta fallando
hasta el tiempo t es [R(t)]" y si el sistema falla cuando el primero de estos productos
falla ademas indica la funcion de distribucion de vida para la poblacion de este sistema

F;(t), la regla de complementos es como se marca en la ecuacion 3.10.

Fs(t) =1—=[R(O]" (3.10)

3.3. Funcién Acumulada de Falla.
H(t), se obtiene integrando la funcién de tasa de falla en un intervalo de 0 <

t < oo,
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H(E) = f R0 dx (3.11)

La integral de la ecuacion 3.11 se puede expresar de la siguiente manera (Xie
y Liu, 2005).

H(t) = —InR(t) (3.12)

Conociendo lo anterior mostrado en la ecuacion 3.12, se despeja R(t),

obteniendo lo siguiente:

R(t) = el7H®] (3.13)
1= F(t) = el Jo®ax] (3.14)
F(t) = 1 — e~ Johtax (3.15)

La ecuacion 3.15 establece la relacion entre la funcion de riesgo y la funcion de

distribuciéon acumulada.

3.4. Métodos No Paramétricos.
Los métodos incluidos con el andlisis de supervivencia se pueden clasificar en
métodos paramétricos y métodos no paramétricos. Entre los métodos no
paramétricos, los méas usados son el estimador de Kaplan-Meier y la comparacion de

curvas de supervivencia.

Segun Manish et al. (2010), el principal objetivo del estimador de Kaplan-Meier
es estimar la probabilidad de supervivencia en un grupo de sujetos en un intervalo de
tiempo definido; es el método mas usado para estimar las funciones mencionadas

anteriormente.

Para datos no censurados se puede estimar la funcion de supervivencia
mediante la funcion de supervivencia empirica, menciona que dada una muestra de n

observaciones obtiene:
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S,(t) = % Card {i:t; >t} (3.16)

Donde:
Card (A) es el numero de elementos de A.

S, es un estimador consistente de S(t).

5050 3.17)

vt, nSn(t)~Bi[n,S()]; vt, Sn(t) —N |5,

En el caso de que esta investigacion tenga observaciones censuradas, el
estimador de Kaplan-Meier es un poco mas complejo. Segun la censura a la derecha,
observamos dos pares formados por (¥;,8;); i=1....n

5 = {1 si T; < C;(observado)
;=

Y; = min{T;, C;} 0 si T; < C;(censurado)

(3.18)

Los tiempos esperados observados permiten construir un conjunto n’' <n

intervalos.

I; = (Vi—1, Y1) parai=1,....n (3.19)

Sean los parametros:
ni: persona vivas y no censuradas justo antes que y;.
di: personas que fallecen en y;.
pi= Pr[(sobrevivir a I;|vivo al comienzo de I;)] = Pr[(T > y;|T > y;_1)]
gi=1 — p; = Pr[(fallo en I;|vivo al comienzo de I;)] = Pr[(T < y;|IT > y;i_1)]

A continuacion, se muestran los estimadores de Kaplan-Meier (Aakshi, 2016):

a) Funcion de supervivencia. Aplicando la probabilidad condicional

(Pr[A n B] = Pr(A|B)Pr(B)) se obtiene la siguiente expresion para S(t) (ver ecuacion
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3.20).

S(t) = Pr[T > t] 1—[ p; (3.20)

iy;st

Por tanto, considerando los estimadores de las ecuaciones 3.21y 3.22:

H ——di 3.21

P1 L_ (3.21)
G.=1—9 —_1—ﬂ_ i-di (3.22)
q1 P1 i 1 .

Se obtiene el estimador no paramétrico de la funcibn de supervivencia
propuesto por Kaplan-Meier:

S(t) = 1_[ p1 = 1_[ & _,d (3.23)

i:yist i:y;st i

k= Yy St <<tjyq1

b) Estimacion de la tasa de fallo instantanea. Que mediante el estimador de Kaplan-

Meier en un intervalo, se muestra en la ecuacion 3.24:

i: t; <t< tivq (324)

c) Estimacion de falla acumulada. Mediante estimadores de Kaplan-Meier:

_ . i —d;
AW =-m[$®] = -in | [ 2= (3.25)
i:y;st '
S d;
Var[A()] = Z (3.26)
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d) Estimacion del tiempo medio de vida truncada. Habitualmente, el tiempo medio

de vida se estima a través de la ecuacion 3.27:

Yn
E[T] = f S()dt (3.27)
0

Cuando y,, = max{y;} no esté censurada, la integral anterior coincide con la que

se obtiene en el intervalo [0, «); pero en el caso de que esté censurada, el gim S() #0,

por lo que a integral en el intervalo definido anteriormente no esta definida. Para evitar
este problema, se considera y, como si no estuviera censurada, obteniendo el
estimador de la media sesgado (ver ecuacion 3.28), el cual coincide con la curva de

Kaplan-Meier:

EIT) = ) [y = %110 (3.28)

=1

Otro problema de interés en el analisis de supervivencia que se aborda a través
de métodos no paramétricos es la comparacion de curvas de supervivencia. Trata de
contrastar la igualdad de dos funciones de supervivencia, o bien, la igualdad de dos
funciones de distribucién de tiempos de supervivencia F1y F2, siendo la hipétesis nula
Ho: Fi= F2. En la figura 3.4 se muestra una situacion como la anterior descrita, con la

representacion de las estimaciones de Kaplan- Meier.

< —— GROUP = Radiacién previa

g ---- GROUP = Sin radiacion previa

=

o

S A A

s o | L i + -t —+

L]

[N

=

D_ 11 ] 1 ] ] ]

T T | T | T II T |

0 2 4 ] a 10 12

Tiempo primer BBD hasta la muerte (en afios)

Figura 3.4. Estimacion de la Funcién de Supervivencia (Velazco, 2015).
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Para esta comparacion, el método no paramétrico mas utilizado es la
construccion de tablas de doble entrada para cada fallo (ver tabla 3.1), siempre
considerando ambos grupos (Rich et al. 2010).

Se supondra que los tiempos observados son t; < t, < -+ < t,,, expresando el

numero total de casos en riesgo de la siguiente forma n; = nj; + nj,.

Tabla 3.1. Tabla de Doble Entrada
Tiempo: tg Grupo 1 Grupo 2 Total

Fallos

No Fallos

Bajo la hipotesis nula, una vez que tenemos fijadas las marginales, la variable X;
“numero de fallos en el grupo 1 en el instante j” se distribuye segun una distribucion

hipergeométrica:

lenj,n]l, dJ~H[n],n]1,dj] (329)

Por lo tanto, se obtiene la siguiente media y varianza:

nid;
E[x] =22 (3.30)
n;
vart) = LU (1 ) e ) 331)

Las distribuciones condicionadas son asintéticamente independientes:

X]|r[t]],r1[t]],D] ] =1....n

Jager et al. (2008) menciona que tanto los valores observados como los
esperados se pueden comparar con el siguiente estadistico, convirtiéndose en una

distribuciéon chi-cuadrado asintéticamente como se muestra en la ecuacién 3.32:
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nj1d;
2 (i~ 2)

= (3.32)
T njynjd; (n; — d; )
=1 Z(Tl] _ 1)
O por una ponderacion adecuada w|t;]:
nj1d;
Yiiawly] (djl - ]ﬁ. >
1 (3.33)
Z njlnjzd (n; — d)
51 ni(nj — 1)

Bajo H,:G~x?, diversos estadisticos propuestos en este esquema de

ponderacion son los siguientes:
a) w(tj) =1 para todo j=test de log-rangos de Mantel-Haenszel.
b) w(¢;) = n; para todo j=test de Wilcoxon generalizado.
C) w(tj) = raiz cuadrada (n;) para todo j=test de Tarone y Ware
d) w(tj) = [Stj_l] para todo j=test de Fleming-Harrington siendo S‘tj_l un

estimador de K-M.

3.5. Métodos Paramétricos.

Una cantidad grande de modelos paramétricos son utilizados en el analisis de
datos de tiempo de fallo. Pero algunas distribuciones de probabilidad ocupan un papel
importante en esta clase de modelos, por ser ampliamente utilizadas en un gran nimero
de situaciones practicas. Segun Boyce (1999), las distribuciones de probabilidad mas

usadas en los métodos paramétricos son:

1. Distribucion Exponencial, T~Exp(4) para A > 0:

a) f(t)=2Ae M (3.34)
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b) S(t) =eM (3.35)
¢) h() =2 (3.36)

d H(t)=AaAt (3.37)

2. Distribucibn Gamma, una variable aleatoria tiene una distribucion gamma si su

funcién de densidad esta dada por (Muioz, 2014):

t

f@) = th-le 1 (3.38)

AT (k)

Parat > 0;k,A> 0.
3. Distribucion Weibull, T~W (B, a)con B, a > 0 (Valencia, 2019):

a) f(t)zg(é)ﬁ T (3.39)
b) S(t) = e-@H (3.40)
) h(t) = f;g Bath~1 (3.41)
d) H(t) = ath (3.42)

4. Distribucion del valor extremo, tipo Gumbel, EV (u, @) con — oo < u < o, g > 0:

a) () =2el% ] _oo < pcoo (3.43)
b) S(t) = elmex 59 (3.44)
) k(o) =§e[¥] (3.45)
d) H() = 7] (3.46)
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5. Distribucion log-normal, T~LogN (A, a)con A, > 0:
1 2
a) f(t) = (2n) zat texp [—%lnz()lt)] con¢p F.D.P. N(0,1) (3.47)

b) S(t) =1— ¢aln(i)] (3.48)

6. Distribucién log-logistica, LogLog (A, @)con A, > 0 (Ibafiez, 2011):

a) f(t) = da(At)* 11+ (A6)F] (3.49)
b) S(t) = — (;t)a (3.50)
) h(t) =% (3.51)

La estimacion de los pardmetros de estas distribuciones se hace mediante
maxima verosimilitud. Sparling et al. (2006), menciona que los modelos de regresion al
igual que en otros métodos estadisticos, pueden plantearse mediante modelos de
prediccion del tiempo de fallo en funcidn de otras variables potencialmente predictoras.
A continuacién, se muestran los principales modelos paramétricos de regresion en el
analisis de supervivencia. Todos estos modelos expresan la tasa de fallo instantanea
en funcion de las variables predictoras.

a) Modelo de Regresién Exponencial. EI modelo de regresion exponencial
fue sugerido por Breslow en 1974. En él se supone que los tiempos de vida tienen una
distribuciéon exponencial con pardmetro A. Por consiguiente, la funcién de riesgo es
constante y es precisamente A, la cual depende de un conjunto de variables regresoras
(Godinez y Ramirez, 2003). Si T~Exp(4) con A > 0, la tasa de fallo instantanea es
constante respecto del tiempo. El modelo se encuentra en funcién de una combinacion

lineal de las d variables predictoras X.

h(tlx) = ho(t) exp(x‘B) = Aexp(x'B) = Aexp(Bixy + -+ Byxa) (3.52)

La funcion h,(t) se denomina funcion de riesgo base, correspondiente a

valores nulos de las covariantes.
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In[h(t|x)] = In(A) + Bixy + -+ Baxy (3.53)

Las covarianzas se comportan de forma multiplicativa sobre la tasa de fallo
instantanea y de forma aditiva sobre el logaritmo de dicha tasa.

S(tlx) = {—h(t|x)t} = exp{ tefrxa*+Paxa} (3.54)

b) Modelo de tiempo de fallo acelerado. Es un modelo de regresion log-lineal

para T donde se modela W como funcién lineal de las variables explicativas X.
W=In(T) =x'p +Z* (3.55)
Z*con cierta distribucion. Asi, exp{x*f} actia como un factor multiplicativo en el
tiempo de supervivencia T.

T = exp{x‘B}exp{Z*} = exp{x‘B}T* (3.56)
para T* = exp{Z"}

El tiempo transformado T* = exp{Z*} dispone de una funcion de riesgo hg(t™),

gue es independiente de las covariantes o variables explicativas (Coppini et al. 2000).

C) Modelo de riesgos proporcionales de Cox. EI modelo de regresion de Cox
(1972) es usado para datos de supervivencia en area médica, en este modelo el riesgo

para el i-ésimo individuo se define mediante:

A6 Z() = 2o(t)eP4® (3.57)

Donde Z;(t) es el vector de covariables para el i-ésimo individuo en el tiempo t.
Se dice que es un modelo semiparamétrico debido a que incluye una parte paramétrica

y otra no paramétrica:
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i. La parte paramétrica es r;(t) = ef%4i® |lamada puntaje de riesgo y S es el vector
de parametros de la regresion.
ii. La parte no paramétrica es 1,(t), llamada funcién de riesgo base y es una funcion
arbitraria no especificada.
El modelo de regresion de Cox, es también llamado modelo de riesgos
proporcionales debido a que el cociente entre el riesgo para dos sujetos con el mismo

vector de covariables es constante sobre el tiempo, es decir:

At Z; (1) 2o(D)ePZ®  eFZi®

A2 ) 2,()efZ® — FZO (3.58)

Si ha ocurrido una muerte en el tiempo t*, entonces la verosimilitud de que la

muerte le ocurra al i-ésimo individuo y no a otro es:

@)  _ nl®)
2 G )n() X, Y (E)r(t)

Li(B) = (3.59)

El producto L(B) =[] L;(B) se llama la verosimilitud parcial y fue introducida por
Cox en 1972, la maximizacién de log(L(ﬁ)) da una estimacion para S sin necesidad de

estimar el pardmetro ruido A,(t) (Borges, 2005).

3.5.1. Relacion Vida Esfuerzo.

La relacion existente entre la vida y el esfuerzo no siempre es el mismo, este
puede ser constante o no. Ortega et al. (2015) mencionan que las variables de
aceleracion mas comun son la temperatura, voltaje y presion, dependiendo de éstas se
aplica una relacion vida esfuerzo especifica, por ejemplo, si el esfuerzo es temperatura,
la relacion usual es la de Arrhenius, aunque cabe aclarar que ésta no siempre se aplica
en situaciones donde la variable de aceleracion es temperatura ya que en algunos
casos no se tiene un buen ajuste del modelo. Algunas aplicaciones de esta relacion
son: aislantes eléctricos y dieléctricos, estados sélidos y semiconductores, celdas de

bateria, lubricantes, plasticos, ldAmparas incandescentes, alimentos, etcétera.
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Si el esfuerzo aplicado en la prueba es voltaje, la relacibn mas comuan es la de
potencia inversa.

En cualquier caso, se necesita el uso de una distribucion de prueba de vida,
dependiendo de la distribucion utilizada, se tiene los modelos para pruebas de vida
acelerada, por ejemplo, si la relacion es potencia inversa y se usa la distribucion
Weibull, se tiene el modelo potencia inversa Weibull. Se han realizado investigaciones
previas para determinar el tiempo de vida en alimentos donde el esfuerzo utilizado es
la temperatura y la distribucion de vida que se emplea es la lognormal, por lo que se

usa el modelo Arrhenius-lognormal (Pifia, 2015).

3.5.2. Linealizacién de las Funciones de Confiabilidad.

Este procedimiento es realizado con dos objetivos principales, seleccionar la
distribucion de probabilidad que mejor modele los tiempos de fallo. En este caso la
distribucion mas adecuada produce graficos aproximadamente lineales y verificar
indicios de violacion de la igualdad de los parametros de escala del modelo de
regresion.

Una cantidad grande de modelos paramétricos son utilizados en el analisis de
datos de tiempo de fallo. Pero algunas distribuciones de probabilidad ocupan un papel
importante en esta clase de modelos, en esta investigacion se hace énfasis en las
distribuciones exponencial, weibull y la lognormal, como las mas utiles en la practica de

analisis de datos acelerados.

3.5.3. Distribucion Exponencial.

En la distribucion gamma cundo el parametro a toma un valor entero positivo,
se llama distribucién Erlang. Cuando ese entero positivo es igual a uno (a = 1), la
distribucion de Erlang se reduce a la distribucion exponencial, siendo un caso especial
de distribucibn gamma. La distribucién exponencial es utilizada para determinar la
probabilidad de que en cierto tiempo suceda un determinado evento. En Arrollo et al.
(2014), se define que una variable aleatoria X tiene una distribucion exponencial si su

funcién de densidad esta dada por:
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(e, six>0;,1>0
fle ) = {0, de otra manera (3.60)

Donde 4 esigual a %.

De esta manera, se puede interpretar a la distribucion exponencial como el lapso
que transcurre hasta el primer evento de Poisson. Las aplicaciones de la distribucién
exponencial son situaciones en donde se aplica la metodologia de Poisson. Cabe
destacar, que la distribucion de Poisson es una distribucién con un solo parametro A,
donde A representa un numero medio de eventos por unidad de tiempo. Si la variable
aleatoria X descrita por el tiempo que se requiere para que ocurra el primer evento en
una distribucién de Poisson, se encuentra que la probabilidad de que no ocurra algun
evento en un periodo hasta el tiempo t, descrita en la ecuacién 3.61.

e—lt(/lt)o ~

= oMt (3.61)

p(0,At) = P(X = 0) =

Si X es el tiempo para primer evento de Poisson, la probabilidad de que la
duracion del tiempo hasta que el primer evento exceda x es la misma probabilidad de
que no ocurra un vento Poisson en x, dado por e~*t da como resultado lo expresado

en la ecuacion 3.62.

PX>x)=eM (3.62)

Asi la funcion de distribucion acumulada para X esta dada por

POSX<x)=1—eH (3.63)

Con la finalidad de reconocer la presencia de la distribucién exponencial, se
diferencia la funcion de distribucion acumulada (Ecuacion 3.62) para obtener la funcion
de densidad.

f(x) = le™™ (3.64)
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1

Que es la funcion de densidad de la distribucion exponencial con AzE

(Walpole, 2007).

3.5.4. Distribucion Weibull.

La distribucion Weibull es una distribucién continua y triparamétrica, es decir,
esta completamente definida por tres pardmetros y es la mas empleada en el campo
de la confiabilidad. El uso de la distribucion de Weibull en confiabilidad se debe a la
gran diversidad de formas que este modelo puede tomar, dependiendo de los valores
de los parametros caracteristicos, esto permite usar un mismo modelo
independientemente de la forma en que varie la tasa de fallos del componente o articulo

estudiado, simplificando la tarea de analisis de los resultados (Quifionez et al. 2015).

La distribucion de Weibull es un modelo estadistico que representa la
probabilidad de fallo después de un tiempo t(R(t)) en funcidn del tiempo transcurrido
0 de una variable analoga, es decir, R(t) es la probabilidad de que los componentes
de un conjunto sobrevivan hasta el momento t. Esta funcién de fallo o funcién de
fiabilidad R(t), esta dada por:

R(t) = exp [— (”LTT”)Bl (3.65)

Donde;

i. a,eselparametro de escala o vida caracteristica. Este parametro representa el
tiempo y entre mayor sea a, mayor sera el intervalo de tiempo en que se
produciran los fallos.

ii. vy, es el parAmetro de translacion, se usa cuando no se producen fallos en un
periodo de tiempo t y a partir de ese instante la fiabilidad del producto se puede
aproximar a la distribucion Weibull (caso y > 0); o cuando hay fallos antes de

empezar los ensayos (caso y < 0).
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ii. B, es el pardmetro de forma o perfil y determina la forma de la distribucion. En la
representacion grafica del modelo, este parametro coincide con la pendiente de
la recta y da una idea de la dispersion de la muestra.

A partir de R(t) se puede definir la probilidad de que un componente falle antes
del momento t, que se indica como F(t). Esta funcion es util en estudios de

confiabilidad y se representa como:

F(t) =1—-R(t) (3.66)

También se puede definir la funcion de densidad de probabilidad f(t), que
muestra la probabilidad que tiene un componente o articulo de fallar en un tiempo dado.
Esta coincide con la derivada temporal de F(t) y su expresion es la que se muestra en

la ecuacion 3.67 (Bueno y Bevilacqua, 2011).

g
£ = % - %tﬁ_lexp [— (%) l (3.67)

3.5.5. Distribucién Lognormal.

Cordon y Garcia (2016) mencionan que el tiempo T desde el origen hasta el
evento no tiene una distribucion simétrica y su rango de variaciéon es entre 0 y el maximo
tiempo posible. Por ello la distribucion normal no es apropiada para describir el
fendmeno al poder tomar valores negativos. Puede suceder que, aunque los tiempos T
no sean normales, el logaritmo de los tiempos si siga una distribucion normal. Asi se
define como modelo lognormal aquel en el que los tiempos de supervivencia sigan una
distribucién normal con media S y desviacion tipica o.

En este caso los valores de los tiempos de los casos perdidos en el origen no
pueden ser asumidos ya que log t no esta definido cuando t=0.

La supervivencia se ha definido como 1 — F(t) donde F(t) es la funcion de la
variable aleatoria T , que no es mas que la probabilidad acumulada de que el tiempo
de supervivencia sea menor o igual que t. Esta probabilidad es lo mismo que obtener

la probabilidad de que la distribucion normal de Log(T) sea menor que log (t) , es decir:
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F(t) = ® (M) (3.68)

Donde @ es la distribucion normal estandar N(0,1).

Asi la supervivencia se obtiene como:

SO =1-F(@)=1-d (W) (3.69)

A partir de la relacion que existe entre la supervivencia y la tasa de riesgo

instantanea se puede obtener esta como el cociente entre la densidad de la distribucién

1®

y la supervivencia h(t) = SO

Asi la tasa de riesgo es:

Este tipo de distribucibn es apropiada para periodos de incubacion de
enfermedades infecciosas y crénicas como por ejemplo el SIDA.
La tasa de riesgo acumulada a partir de la relacibn con la supervivencia

acumulada H(t) = —log[S(t)].

H(t) = —log[S(D)] = —log [1 _ o (@)} (3.70)

3.5.6. Distribucion Beta Generalizada.

Gonzalez et al. (2014), en estudio de sobrevivencia publica que la distribucion
beta representa una familia de distribuciones de probabilidad continuas con soporte en
el intervalo (0,1). La densidad beta es caracterizada por dos parametros positivos,
indicados generalmente por a y B 6 u y v, que son parametros de localizacion y de
escala. La distribucion beta ha sido aplicada para modelar el comportamiento de
variables aleatorias limitadas a intervalos de amplitud finita, en una gran variedad de
areas.

Su funcién de densidad de probabilidad es:

['(u+v)

m (x)u_l(l - X)v_lj X € (0,1) (371)

f&) =
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Puede tener variados comportamientos dependiendo de los valores de los
parametros, desde comportamientos simétricos hasta totalmente asimétricos.

La distribucion beta generalizada naci6 de manera natural para dar mayor
flexibilidad al soporte acotado, donde su funcion de densidad es definida como:

['(u+v)
h¥+v=1T(w)T'(v)

fx) = (x—a)*I(h—x)""Yx € (a,a+h) (3.72)

Donde, del mismo modo que en el modelo estandar, los parametros u y v son
positivos. Si X es una variable aleatoria con distribucion Beta Generalizada, entonces
la notacion sera X ~ BG,(u, v) o equivalentemente X ~ BGy 4,q.p)-

Los siguientes elementos son los que generalmente son presentados el andlisis

y comparar evasiones.

i. Esperanza
E(X) = ——h + 3.73
T u+v 4 (3.73)
ii. Segundo Momento
(u+ Du u
E(X?) = 2 2 2 3.74
@ (u+v+1)(v+u)h +u+v ah+a ( )
iii. Varianza
+1 2
Varx) = — DU W, (3.75)

u+v+Dw+uw (u+v)?

3.5.7. Distribucion Gamma.
Este modelo es una generalizacion del modelo Exponencial ya que, en
ocasiones, se utiliza para modelar variables que describen el tiempo hasta que se

produce p veces un determinado suceso, su funcion de densidad es:
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1 X

fo) ={grr(a) © Paf™ stx >0 (3.76)
0

six <0

Como se observa, este modelo depende de dos parametros positivos:ay £ .La
funcién I'(a)es la denominada Funcion Gamma de Euler que representa la ecuacion
3.77:

I'a) = joox“‘l e *dx (3.77)
0

Que verifica T'(p + 1) = pI'(p), con lo que, si p es un nimero entero positivo,
Ma+1)=q;

Dentro de las propiedades de la distribucion Gamma estan:

1. Su esperanza matematica es af8

2. Su varianza es af3?

3. Ladistribucion Gamma, S, @« = 1 es una distribuciéon Exponencial de parametro
B. Es decir, el modelo Exponencial es un caso particular de la Gammacona = 1.

4. Dadas dos variables aleatorias con distribucion Gammay parametro ¢ comun.

X~G(a,p)yY ~ G(a,pz)
Se cumplird que la suma también sigue una distribucion Gamma.
X+Y ~G(a,p; + po).

Una consecuencia inmediata de esta propiedad es que, si tenemos k variables
aleatorias con distribucion exponencial de parametro a (comun) e independientes, la
suma de todas ellas seguird una distribucion G (a, k) (Kara et al. 2017).

Los modelos estadisticos mas utilizados para el analisis de la supervivencia son
los no paramétricos y dentro de ellos estan el Método Kaplan-Meier, LogRank vy
Regresion de Cox.

56



3.5.8. Método Kaplan-Meier.

El método Kaplan-Meier calcula la supervivencia cada vez que un paciente
muere. Y da proporciones exactas de supervivencia debido a que utiliza tiempos de
supervivencia precisos.

Este método se conoce como el limite-producto. Caracterizandose porque la
proporcion acumulada que sobrevive se calcula para el tiempo de supervivencia
individual de cada paciente y no se agrupan los tiempos de supervivencia en intervalos.

La probabilidad de ser censurado debe ser independiente del efecto de interés.

Es decir, no puede aplicarse el método de Kaplan Meier (Tineo et al. 2016).

3.5.9. Logrank Test.

El logrank test es un método para comparar la sobrevivencia de grupos, que
incluye todo el periodo de seguimiento y no la sobrevida en un punto arbitrario de las
curvas. Otra ventaja es que no requiere tener conocimiento sobre el comportamiento o
la forma de las curvas o de la distribucién de las mismas. El logrank test tiene como
hip6tesis nula que no existe diferencia entre as poblaciones para la ocurrencia de un
evento en ninglin momento de seguimiento. El andlisis es basado en el tiempo de los
eventos de cada grupo que se comparan con el numero esperado de vénetos sino

hubiera diferencias entre los grupos (Arribalzaga, 2007).

3.5.10. Modelo de Riesgos Proporcionales (Regresion de Cox).

El modelo de riesgos proporcionales de Cox (MRPC) constituye un modelo
multivariado que puede ponderar un efecto de algunas series de variables cualitativas
y cuantitativas sobre un desenlace dicotomico a través del tiempo.

Al hablar de supervivencia gran parte del ejercicio clinico relacionado con la
atencion médica, la toma de decisiones implica el conocimiento del curso clinico de la
enfermedad, es decir, la estimacion del tiempo transcurrido hasta que un evento suceda
(Pérez et al. 2014).

El modelo de regresién mas utilizado en analisis de supervivencia es el MRPC,

dada su flexibilidad y dado que, al momento de interpretar coeficientes resulta ser mas

57



simple que el resto de los modelos propuestos. Este modelo trabaja principalmente con
la funcidn de riesgo (hazard function) y es utilizado para detectar relaciones existentes
entre el riesgo que se produce en un determinado individuo en un estudio y algunas
variables independientes y explicativas; por lo que este modelo permite evaluar dentro
de un conjunto de variables cuales tienen relacion, sobre la funcién de riesgo y la
funcién de supervivencia, ya que ambas funciones estan conectadas.

Segun Flores et al. (2008), el analisis de supervivencia es un &rea estadistica
donde la variable de respuesta es el tiempo que transcurre entre un evento inicial (la
inclusion del individuo en el estudio) y un evento final (llamado falla) y ocurre cuando el
individuo presenta caracteristicas para terminar el estudio (muerte, alta de la
enfermedad, etc.).

Este modelo se ha convertido en uno de los métodos mas utilizados, siendo los
temas relacionados como la salud, una de las areas en las que se ha tenido mayor
aplicacion, es particularmente Gtil para comparar grupos en los que se estudia el tiempo
transcurrido hasta la ocurrencia de un evento, pudiendo analizar conjuntamente el
efecto de varias variables (Pérez et al. 2014)

La funcion de riesgo en este modelo se muestra en seguida:

h(t|x) = ho(t)exp (x'B) (3.78)

Se cuenta con un modelo semiparamétrico ya que el riesgo basal, h,(t) puede
tomar cualquier forma. Las covariables entran a través de un modelo lineal con sus
correspondientes paradmetros en dos puntos diferentes x; y x,, la proporcion de riesgo

para dichas observaciones son:

A(tlxy) _ ho(t) exp(xif) _ exp (xiB)
R(tlx,) ~ ho() exp(36)  exp (i)

= exp [(x1 — x3)B] (3.79)

58



La ecuacion 3.79 es conocida como hipétesis de riesgos proporcionales o razén
de riesgos. Se puede observar que es constante e independiente al tiempo ¢, por ello,
el modelo también es conocido como modelo de riesgos proporcionales.

Asi, la funcion de supervivencia esta dada por:

S(t]x) = exp (—f h(ulx)du) = exp (—exp (x’,B)f ho(u)du>
0 0

" exp (x'B) (3.80)
= (exp <— f ho(u)du>> = (So(D))xP &'A
0
Mientras que la funcién de densidad de probabilidad de t dado x es:
f(t1%) = ho()exp(x'B) (So(£)) PP (3.81)

Dentro de este modelo encontramos dos generalizaciones importantes:
a) hy(t) puede permitir que varien los datos especificos en su subconjunto.

b) x puede depender del tiempo, es decir x = x(t).

3.5.10.1. Estimacion.

En seguida se describe como obtener las estimaciones de los parametros del
MRPC B = (B4, B2, .-, Bp)" mediante méaxima verosimilitud.

En el MRPC, se emplea la funcién de verosimilitud parcial, dado que la férmula
de probabilidad s6lo considera probabilidades para aquellos sujetos u objetos que
mueren, fallan o perecen y no considera probabilidades para aquellos sujetos u objetos
gue son censurados. Sin embargo, en el calculo de las probabilidades de tiempos de
muerte si se consideran los sujetos objeto de riesgo al inicio de los diferentes tiempos
de muerte. La verosimilitud parcial se puede expresar como el resultado de diversas

probabilidades.
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K
L= L)Ly o (L) = HL,- (3.82)
=1

J

El MRPC propone una verosimilitud parcial para evitar la presencia de las

funciones hy(.) Yy Hy(.). Se parte de la idea de que los tiempos asociados a datos

censurados (6; = 0) no aportan informacion sobre tiempos de fallo. Si no existen

coincidencias de fal

los, se consideraran los tiempos de fallos observados ordenados:

tl < tz < e < tD (383)

Con sus covariantes respectivas asociadas x(;), Xy, .-, Xpy. Sea R(t;) un

conjunto de individuos en situacion de riesgo en el instante de i-ésimo fallo, incluyendo

los casos censurados, con censura mayor que t;:

a) Suceso “sobrevivir hasta el instante t;"= V;

b) Suceso “entre los casos R(t;) en riesgo hay un fallo en t;"= M;

c) Suceso “un individuo con X = x;falla en el instante t;"= 4;

Asi, la verosimilitud

L’{=Pr[

V(t) N M(t;)

parcial del i-ésimo individuo que falla es:
A(xii ti) l — PT'[ A

i
_PT'[Ai ﬂVinMi] _ PT[AL' nVl’]
— o Prvinm] P[40 M
_ Pr[A;/vi]Pr[Vi] Pr[A;/V;]

= PriM,/VIPrIv] ~ @ TPrM;] (3.84)
__ h@/xp) _ ho(texn{xiyf)
Yjerep h(ti/xiB)  Xjere, ho(t)exp{x{ B}

exp{x{B}

B ZjeRti exp{x; B}

(1) Donde Ai N Ml' = Ai
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(2) Dado que V;, M; son independientes.
La expresion mostrada en la ecuacion 3.84 puede ser considerada como una
verosimilitud parcial que no depende de la funcion de riesgo base. La verosimilitud

parcial conjunta de la muestra esta dada por la ecuacién 3.85.
D D
exp{x;f}
L*(B) = nﬁ — 1_[ (3.85)
L1M7 L LS exp e

Y la log-verosimilitud parcial esta definida por la ecuacion 3.86:

NORIAOESY leb’ —in| ) ewixip) (3.86)

JERL;

Asi, los estimadores de maxima verosimilitud de § se obtiene maximizando la
funcioén log-verosimilitud parcial, aplicando el método de Newton-Raphson, y es llevado
a cabo mediante derivadas parciales y resolviendo un sistema de ecuaciones:

. )
B: B

0 (3.87)

A partir de estos estimadores, se aplican test de razén de verosimilitud, test de

Wald y test de Score, basandose en la propiedad asintética.

B~*Ny, (B, ®~(B)) (3.88)
Siendo ®(B):
ot (B)
e(B) = FIEra (3.89)

Si existen coincidencias en los tiempos de fallo, se aplicara alguno de los
siguientes métodos: Método de Breslow, Método de Efron, Método “Exac partial
likehood”.
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Sea:
a) U; el conjunto de individuos que fallan en el instante t;.

b) m; la multiplicidad de t;, es decir, el nimero de fallos en el instante t;. mg; =

card{U;}
c) r; = card{Rt;}
d) z; = ZjeUi Xi

Si el tiempo es continuo, las multiplicidades son pequefias o iguales a 1. En este
caso se pueden aplicar los siguientes métodos.

a) Método de estimacion de las funciones de supervivencia de linea base. La
estimacion de los parametros en el modelo de regresion de riesgos proporcionales de
Cox se lleva a cabo aplicando el método de maxima verosimilitud parcial propuesto por
Cox con la correlacion de Breslow, para los casos en que se haya producido mas de
un evento en mas de un determinado momento (Cordon y Garcia 2016). De esta
manera, se considera que el método de verosimilitud parcial efectia la estimacion en

base al producto de las verosimilitudes de todos los cambios ocurridos.

D

t
£ (B) = 1—[ exp{z; B}

" (3.90)
i=1 [ZjERti exp{xitﬁ}] @

b) Método de Efron. En 1979, Bradley Efron desarrolla y publica un analisis formal
de Bootstrap. EI nombre bootstrapping fue usado por Efron para seguir las ideas de
Tukey en 1958, quien usé el nombre de jacknifing para describir su método de

remuestreo (Tineo et al. 2006). Maximiza la verosimilitud:

t.
Lz(B) = m exp{Z(l)ﬁ}

i 3.91
1 T[S ens exp ) S e, explx( )| -

Cuando los tiempos son observados en tiempo discreto, los empates son

empates verdaderos, es decir, los fallos pasan realmente en el mismo instante de
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tiempo. Cox (1975) propone este caso mostrado en la ecuacion 3.92. Asumiendo que

las fallas ocurren en momentos distintos t(;) < -+ < (. Si el conjunto de riesgo en el
tiempo t; — 0, que es el conjunto de individuos que no han fallado ni han sido
censurados en ese momento, z, denotara el valor de z para el k-€simo individuo y z;,
es el valor para el individuo que falla en el momento ¢ ;.

exp (B%z(j)
j ZKERj exp (B'z)

(3.92)

Donde R; es el conjunto de los subconjuntos de sujetos que pueden formarse
con los incluidos en el conjunto de riesgo R(¢;). En la estimacion de la funcion de riesgo
base, el MRPC es considerado como un modelo semiparamétrico porque la funcion de
riesgo base hy(t) se estima de forma no paramétrica. En resumen, se usa solo la
funcion con valores no nulos en los tiempos de fallo observados, y asi hy(t) sera una
funcién escalonada.

si§; =1 - y; tiempo de falla (t)

(yj’ 61):] =Lomn {si 6; = 0 - y; tiempo de Censura (3.93)

Se considera que los tiempos de fallo (ordenados) t; <t, < - <tp, con
covariantes asociadas, respectivamente, x,, x,, ..., xp. La funcién de verosimilitud viene

dada por:
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L1, oo, Vs hoy By X1, ve s X))

n

= Af(}’j)gjs(}’j)l_aj

.
Il
-

E

= [ron%isGn)

~.b
1l
—

E

=| [hOp*exn{-H()} (3.94)

.
Il
-

E

= | [thoGmexpl)]” exp {~Hotrpexnixip))

j=1

= ﬂho(ti)exp{xfﬁ}] exp ZHOO’J)GXP {7}
L i=1

j=1

Considerando hy(t;) = hy, i =1,..,D, ho(t) =0 Vt no observado, con h,

desconocidas, que son estimadas. La funcion acumulada es:

Ho(y) = z ho, (3.95)
iit;<y
Asi,
L(y1, e Y hoy X1 oon s X))

- D 1 n ]

o | e e
Li=1 11 Jj=1 iiticy ]
) 1l o ]

([ Trocmoian| [ Jomw o 3 emtatn
L (=1 11i=1 j:yj>ti

Dado que;
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{ryj =2t} ={:j e R(tD} =R(&)
D

LYy ey Vi3 Ry X1y wes X)) = l_[ ho,exp{x{B}exp { —hy, Z exp{x; B}

i=1 JERL;

Considerando a f como estimador de maxima verosimilitud parcial obtenido

anteriormente y tomando logaritmos, se tiene la ecuacion 3.94:

I(hy) = Z In(ho,) + x{ B — hy, Z exp{xf} (3.96)

JEREL;

La estimacion de los valores hy, i = 1,...,D se puede obtener maximizando la

ecuacion log-verosimilitud:

TN ewplxip)=0 = L
ET exp\XipPy = 0; = 5 3.97
Oho; o, JERE; l z:J'ERti exp{xitﬁ} ( )
B)= Y fo= -
oY) = 0; — 5 3.98
iit;<y iit;<y ZjER(ti) exp{x]tﬁ} ( )
En caso de empate, se usa el método de Nelson-Aalen-Breslow:
~ ~ m
Ho(y) = z ho, = z g e (3.99)
&2 &2 Diera explxfB)

e _ o e s 1exp (B)
Asi, So(y) = exp[—Ho(y)] y por lo tanto S(y) = [Se(»)]

Los métodos de estimacion de esta funcién no paramétrica son: Método Nelson-

Aalen-Breslow y Método Efron.
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1

ﬁo()’) = z

- i—1 3.100
i:tiSYZZERti exp {xzt,B _]TiZleUi exp{xitﬁ}} ( )

La estimacion también se puede complementar con intervalos de confianza,
normalmente el procedimiento que se utiliza para obtener un intervalo de confianza al
95% para la influencia de cada variable en la funcion de riesgo consiste en calcular el
exponencial del intervalo de confianza asintdtico obtenido para los parametros o

coeficientes del predictor lineal (Kleinbaum y Klein, 2012).
IC = exp [ﬁl + 1.96 / V’drﬁll (3.101)

3.6. Ajuste de los Modelos de Regresion.

Para interpretar datos de mediciones de degradacién bajo una condicion
acelerada es necesario contar con un modelo que relacione diferentes niveles de
esfuerzo de la variable de aceleracion, en este caso la temperatura, y los tiempos a la
falla para cada nivel de esfuerzo. Con este modelo se pretende extrapolar la
informacion para inferir los tiempos a la falla bajo esfuerzo de uso normal. A partir del
comportamiento de los tiempos a la falla en diferentes niveles de estrés.

Segun Nelson (2004), los modelos de regresion empleados en el andlisis de
estrés, son también llamados de localizacion y escala. Estos modelos son construidos
para el logaritmo de tiempo de fallo t, es decir y = In (t). La principal caracteristica de
estos modelos es que los tiempos de fallo tienen una distribuciéon con parametro de
localizacion u(x), que depende de la variable de aceleracién x, y parametro de escala
a > 0 constante.

Los modelos de localizacion y escala tienen la siguiente forma:

y =ulx) +ae (3.102)

donde ¢ es el error aleatorio independiente de x asi y =In (t). Se puede

observar a partir de esta ecuacién que el modelo de regresién es lineal para el logaritmo
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de los tiempos de fallo. EI parametro de escala a se obtiene a partir de la distribucion
de probabilidad del modelo de tiempo de fallo y parametro de localizacion u(x) viene
dado por un modelo determinista denominado relacion aceleracion/respuesta. De esta
forma los tiempos de fallo t, son obtenidos por las pruebas aceleradas en la escala

original y transformados en la escala logaritmica.

3.6.1. Relacion Vida Esfuerzo Arrhenius.

Nelson y Labuza (1994) mencionan que la temperatura es una de las variables
de aceleracion del mecanismo de la falla mas comunmente utilizada, sobre todo cuando
implicitamente estd involucrada alguna reaccién quimica. La relacion vida-esfuerzo
Arrhenius es la mas ampliamente utilizada cuando el mecanismo de aceleracion de la
falla es la temperatura. Esta relacion describe el efecto que tiene la temperatura en la
tasa de una reaccion quimica sencilla. La relacion de Arrhenius propone una ecuacion
simple, pero muy exacta, esta ecuacion establece la relacion de la tasa de una reaccion
quimica y la temperatura. En la relacion Arrhenius se menciona que para que los
reactivos se puedan transformar en productos, es necesario que adquirieran suficiente
energia para formar un complejo activado (Salinas et al. 2007). Este minimo de energia
fue lo que denomind como energia de activacion (E,) para la reaccion. En una situacion
de equilibrio térmico, a una temperatura absoluta T, la fracciébn de moléculas que tienen

una energia cinética mayor que (E,) puede calcularse de la constante de los gases

ideales y es proporcional a e’ rr . Esta expresion nos conduce a la ecuacion propuesta

por Arrhenius para la tasa de reaccion.

k = A'exp[—Eq/(RT)] (3.103)
Donde k es la constante de velocidad de reaccion, R es la constante de los gases

ideales, 8.314472 —L_ E.esla energia de activacion en L Tesla temperatura

mol-K'’ mol’
absoluta en Kelvin, A es el factor pre-exponencial caracteristico del mecanismo de falla

del producto cuyas unidades son iguales a la de la constante de velocidad.
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Un elemento falla cuando una reaccién quimica alcanza una cantidad critica, es
decir, cuando ha transcurrido un tiempo determinado (tiempo a la falla) a una tasa de
reaccion determinada se alcanza un nivel de reaccion que provoca la falla.

Asi:

Cantidad Critica = (Tiempo de falla)(Tasa de Reaccion)

Cantidad
Tasa de Reaccion

Tiempo de Falla =

De modo que la cantidad critica de reaccion quimica es una constante, asi, el
tiempo nominal de falla t (vida) es inversamente proporcional. Esto produce la relacién

de vida de Arrhenius.

1= Aexp[Eq/(RT)] (3.104)

La ecuaciéon 3.104 indica que el tiempo a la falla dependera de una constante
relacionada con el mecanismo de falla del producto y las condiciones de prueba (A) y
dependera de la energia de activacion de la reaccion de oxidacion (E;). A mayor
energia de activacion, mayor sera el tiempo a la falla. Contrariamente, a una
temperatura de prueba mas alta, el tempo a la falla se reducir4 exponencialmente. Esta
es larazon por la cual se transforma de manera logaritmica la escala de vida del modelo

de prediccion acelerado (Paternina et al. 2018).

3.6.1.1. Modelo Arrhenius-Exponencial.

La distribucién exponencial es a menudo una aproximacion razonable para la
distribucion de tiempos de falla para un sistema electrénico complejo, sin embargo, a
menudo es una aproximacion engafiosa de la distribucion de la vida util de un
componente o material. Este modelo combina la distribucion de probabilidad
exponencial con la relacion de Arrhenius (Nelson, 2004). La aplicacién de este modelo
implica los siguientes supuestos:

1. A cualquier temperatura absoluta T, la vida tiene una distribucién exponencial,

2. Ellogaritmo natural de la vida media 8, es una funcion lineal de la inversa de T.
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In[6(T)] =yo + (11 /T) (3.105)

Los parametros del modelo y, y y;, son caracteristicos del producto y método de

prueba. El logaritmo natural de la taza de falla A = 1/6 es:

In[A(T)] = —yo — (11/T) (3.106)

Estos supuestos provocan la funcion de distribucién acumulada y los percentiles
siguientes. Para una temperatura absoluta determinada T, la funcion de distribucion
acumulada para los tiempos de fallo de un producto en el tiempo t esta dada por la

ecuacion 3.107:

t

F(t;T)=1—exp [— =1—exp[—tA(T)]

6(T) (3.107)
= 1—exp{-texp[—yo — i/}
A una temperatura absoluta T, el percentil es:
7p(T) = 6(T)[—1In(1 — P)] = exply, + y1(1000/T)][~In (1 — P)] (3.108)

3.6.1.2. Modelo Arrhenius-Weibull.

La vida de algunos productos y materiales en una prueba acelerada de
temperatura se describe como una distribuciéon de Weibull. Este modelo combina la
distribucién de probabilidad de Weibull con la relacion Arrhenius (Pifia et al. 2015; Bayle
y Mettas, 2010). Los supuestos del modelo de Arrhenius-Weibull son:

1. A una temperatura absoluta T, la vida del producto tiene una distribucion de
Weibull; de manera equivalente, el logaritmo natural de la vida tiene una
distribucion de valor extremo.

2. El pardmetro de forma B es una constante independiente de la temperatura
equivalente, de la distribucién de valores extremos del logaritmo natural de la

vida teniendo un parametro de escala constante § = 1/8.
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3. El logaritmo natural de la vida caracteristica de Weibull a es una funcién lineal

de lainversade T:

Infa(T)] =vo+ (r1/T) (3.109)
Los parametros y,, y; y B son caracteristicos del producto y método de prueba;
se estiman a partir de datos. Las suposiciones del modelo Arrhenius - Weibull producen
una funcion de distribucion acumulada de tiempo de fallo y de los percentiles. Para una
determinada temperatura absoluta T, la funcién de distribucion acumulada para este

modelo esta dada por la ecuacién 3.110.

F(T) =1 - exp{~[t/a(D)F} = 1 - exp{-[texpl-vo - (i/DI"}  (3.110)

Los valores de los tiempos correspondientes a los percentiles, de acuerdo con

la expresién anterior, se muestra por la ecuacién 3.111.

p(T) = a(T)[—In(1 — P)]% = explyo + y1(1000/T)][—In (1 — P)]% (3.111)

donde P es el valor de probabilidad dado por la funcion de distribucion

acumulada.

3.6.1.3. Modelo Arrhenius-Lognormal.
Este modelo combina la distribucién de probabilidad Lognormal con la relacion
de Arrhenius. El modelo Arrhenius-lognormal es usado basado en la experiencia de la

ingenieria. El uso de este modelo implica en las siguientes suposiciones (Nelson, 2004).

1. En una temperatura absoluta T, los tiempos de fallo tienen distribucion
Lognormal, de manera equivalente el logaritmo de los tiempos de fallo tiene una
distribucion normal.

2. La desviacion estdndar o de la distribucion de y =1In (T) es constante e
independiente de la variable de aceleracion (temperatura).

3. El logaritmo de la vida media 7,5(T)T es una funcion lineal de la inversa de la

temperatura absoluta.
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loglros(T)] = p1+ (B,/T) (3.112)

La cual se llama relacion de Arrhenius. Los parametros f;, f, y o son
caracteristicas del producto y del método de prueba, los cuales son estimados de los
datos. La media u(x) del logaritmo de la vida es una funcién lineal de x = 1000/T, como

se muestra en la ecuaciéon 3.113

p(x) = Py + Box (3.113)

El valor de 1000 se usa como escala de la temperatura. Con lo anterior, a una
temperatura absoluta T, la funcién de distribucién acumulada al tiempo t se comporta
como la ecuacion 3.114.

F(t) = o [log(t) M(X)I

(3.114)

Donde ¢[ ] es la funcién de distribucién acumulada de una normal estandar.

En conclusion, la relacion existente entre la vida y el esfuerzo no siempre es el
mismo, éste puede ser constante o no, en esta investigacion sélo se analizaran pruebas
con esfuerzo constante, ya que es mas comun que las unidades trabajen con el mismo
esfuerzo durante el tiempo de la prueba. A niveles altos de esfuerzo (temperatura) la
vida disminuye y viceversa. Cuando el tiempo de la prueba se especifica y algunas
unidades no han fallado hasta ese momento, se dice que éstas estan censuradas o que
se tienen datos censurados por la derecha. En esta investigacién, las variables de
aceleracion a usar en esta investigacion son la temperatura, tiempo de empaque
(humedad dentro del empaque) y pH, por lo cual uno de los modelos usados en las
pruebas de vida acelerada es Arrhenius, temperatura-humedad y MRPC. El objetivo
principal de las pruebas de vida acelerada es obtener datos de falla mas rapidamente
sometiendo al producto a ambientes de aceleracion superiores a los que normalmente

se encuentra. Para extrapolar los datos de falla del producto en condiciones aceleradas,
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o de estrés, a condiciones nominales de operacion se hace uso de los modelos de
aceleracion, los cuales cuentan con una funcion de distribucion de probabilidad
analizadas anteriormente y con ello se puede obtener el factor de aceleracion de las

pruebas.

72



4. MATERIALES Y METODOS.

En este capitulo se establece toda la metodologia empleada para confirmar la

hipotesis y llegar a cabo los objetivos.

4.1. Material, Equipo y Reactivos.

Material:

1. Matraces Erlenmeyers de 100, 250 y 500 mL.
Cajas de Petri.
Pipetasde 1, 2,5y 10 mL.
Probetas de 10, 100, 250 mL.
Vasos de precipitado de 5, 10, 20, 50 y 100 mL.
Espétula.
Asa de Kolle para siembra bacteriolégica.

Escobillas lava tubos.

© © N o o b~ N

Pinza estéril.
. Micropipetas de 20, 100, 500 pL.
. Horadador

e I
N B O

. Frasco graduado 1000 mL.

Equipo:

1. Autoclave.
Balanza analitica.
Parrilla eléctrica.
Estufa de cultivo.
Mechero de Bunsen.

Incubadora Automatica.

N o g A~ Wb

Refrigerador.
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8. Software Image tool®
9. Software Minitab 18®
10. Software SPSS Statistics 22®
11. Computadora personal en ambiente Windows®
Reactivos:
1. Aceites esenciales de Tomillo, Clavo de olor y Hierba limon.
Agua destilada Estéril.
Agar papa dextrosa.
Caldo Nutritivo.

Propionato de sodio.

o o bk w N

Acido Fumaérico.

Para poder determinar el tiempo de vida de la tortilla de maiz es necesario
determinar la concentracidbn minima inhibitoria de los aceites de Clavo de olor, Tomillo
y Hierba limén que evite el crecimiento del hongo Aspergillus Flavus a través de un

medio de cultivo.

4.2. Métodos.

Para determinar la concentracién minima inhibitoria de los aceites de Clavo de
olor, Tomillo y Hierba limén frente a cepas de Aspergillus flavus, se utilizo la técnica de

difusién en agar con diluciones.

4.2.1. Preparacion del Inéculo.

Para la preparacion del inoculo se utiliza cepas del hongo Aspergillus flavus, el
cual es conservado en placas de Petri con agar papa dextrosa (PDA). Las placas con
agar sembradas con el hongo se extraen con un asa de uso bacteriolégico, tomando
una colonia aislada del hongo, para ser transferido a una nueva caja de Petri que
contendran 30 ml de solucion de agar papa dextrosa, se deja reposar el hongo a una

temperatura de 28°C por cinco dias.
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4.2.2. Preparacion de PDA.

Por cada 100 ml de agua purificada, se pesan aproximadamente 3.9 gr. de agar
papa dextrosa y se disuelven en una botella graduada para medio de cultivo con tapa
de 500 ml, se calienta en una parrilla eléctrica hasta desaparecer grumos y hasta llegar
al punto de ebullicion (se deja hervir por un minuto). Se esteriliza la solucién en una
autoclave a 121 Pa. por 15 min. Transcurrido el tiempo se enfria la solucion hasta llegar

aproximadamente a 50°C.

4.2.3. Preparacion de PDA con Aceites Esenciales en Concentraciones de 2%, 1%
y 0.5% y Crecimiento Radial (Experimento General).

Para una concentracion de 0.5% de aceite esencial; en una campana de flujo
laminar vertical previamente desinfectada y con ayuda de una micropipeta se toman
aproximadamente 1.5 ml de aceite esencial de Clavo de Olor y se colocan en un tubo
de centrifuga graduado y se adiciona la solucion de PDA previamente preparada hasta
aforar a 30 ml, se mezcla la solucién y se pasa a cajas de Petri y se deja gelificar la
solucién, lo mismo se hace para los diferentes tipos de aceites esenciales y demas
concentraciones en este primer experimento (ver tabla 4.1). Para darle mayor certeza

al experimento, éste se realiza por triplicado.

Tabla 4.1. Cantidad de Aceite a Diferentes Concentraciones.

A. E. de Clavo

A. E. de Hierba
Limon
A. E. de Tomillo |

Una vez preparadas las cajas de Petri con diferente aceite esencial y diferentes
concentraciones, se inocula el hongo Aspegillus Flavus, con ayuda de un horadador se
generan inéculos con un area de 0.44 cm? aproximadamente y se inocula cada caja de
Petri con ayuda de un asa para siembra. Se sellan las cajas con cinta parafilm y se

almacenan en un cuarto a temperatura de 28°C. Se mide el crecimiento de area cada
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24 horas con ayuda del software Image tool®, hasta llegar a 120 horas. También, realizé

un experimento de control, el cual no contenia ningun tipo de aceite.

4.2.4. Concentraciones Utilizadas en el Experimento.

Las cajas se incubaron durante 120 horas a 28°C; la actividad antimicrobiana se
expresé como la diferencia, en centimetros cuadrados, entre el area del indculo y el
area de crecimiento. El efecto de los aceites esenciales de Clavo de olor, Tomillo y
Hierba limén se compararon con una con una prueba de control donde no contenia
absolutamente ningun tipo aceite esencial.

Posteriormente se corrieron mas pruebas diferentes concentraciones bajo las
mismas condiciones, ya que en las concentraciones antes mencionadas en algunos
casos no hubo crecimiento (Ver tabla 4.2).

Se miden las areas de las zonas de inhibicion completa (incluyendo el didmetro
del disco), usando software Image tool®.

Tabla 4.2. Cantidad de Aceite Usado en Diferentes Pruebas.

Concentracion A. Clavo A. Hierba Limén ‘ A. Tomillo

2.0% 6 ml 6 mi 6 ml

1.0% 3 ml 3 ml 3 ml

0.5% 1.5ml 1.5 ml 1.5 ml
0.4% 120 pl 120 pl 120 pl
0.3% 90 ul 90 ul 90 ul
0.2% 60 ul 60 pl
0.1% 30 ul 30 ul
0.09% 27 pl 27 ul
0.08% 24 pl 24ul

0.07% 21 ul 21 ul
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Tabla 4.2. Cantidad de Aceite Usado en Diferentes Pruebas (Continuacion).

Concentracion A. Clavo A. Hierba Limén A. Tomillo

4.3. Evaluacion In vitro.

La concentracién minima inhibitoria se determiné mediante el método de dilucion
de caldo de los aceites a los cuales se les atribuyé actividad fungistatica, las
concentraciones evaluadas fueron desde; el 2.0% hasta el 0.3% de aceite esencial de
Clavo de olor, del 2.0% hasta el 0.05% para el aceite esencial de hierba limon, y del
2% hasta el 0.02% para el aceite esencial de tomillo. La inhibicién del crecimiento del
micelio se determiné mediante la ecuacion 4.1:

Crecimiento en el Tratamiento

%Inhibicion = [1 - ( )] X100 (4.1)

Crecimiento en el Control

4.4. Evaluacion en Tortilla de Maiz.

Se utiliza harina de maiz comercial nixtamalizado, afiadiendo aceite esencial de
clavo de olor a diferentes porcentajes de concentracién (como marca la tabla 4.3). La
masa se elabora mezclando 100 g de harina de maiz con 160 ml de agua purificada,
previamente, el aceite esencial se agrega en el agua con la que hidrata la harina. La
mezcla se amasa hasta no observar presencia de grumos en la masa.

Siguiendo la metodologia de la patente de Martinez et al. (1996), se elaboraron
discos de masa de aproximadamente 45 gr de masa cada una, con ayuda de una
prensa manual, obteniendo tortillas de un diametro aproximado de 15 cm y un espesor
aproximado de 2 mm. Las tortillas se cocinaron en una plancha caliente a una

temperatura aproximada de 280°C, cada tortilla se cociné por 30 segundos
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aproximadamente por un lado y 40 segundos del otro lado y finalmente 20 segundos,
las tortillas se enfriaron en diferentes tiempos para posteriormente ser empacadas
individualmente en bolsas de polietileno que fueron selladas y almacenadas a cierta
temperatura. La vida util de las tortillas se calcula de acuerdo con el procedimiento
utilizado por Islam et al. (1984), en el que la referencia es el tiempo en que las tortillas

se mantienen sin mostrar rastros aparentes de hongo.

4.5. Determinacion de los Niveles Optimos para la Concentracion de Aceite
Esencial de Tomillo en Tortilla de Maiz.

Una vez encontrada la concentracion minima de inhibicion de los diferentes
aceites esenciales (seccion 4.2.4), considerando como el mejor al que usa menos
porcentaje de aceite esencial, se crea un disefio central compuesto de superficie de
respuesta, donde los factores son la concentracion de aceite esencial de tomillo (0.05%
- 0.1%) y el tiempo de empaque del producto (0 min-30 min) con tres réplicas cada
experimento y a una temperatura de almacenamiento de 28 °C. El disefio creado se
muestra en la tabla 4.3.

Tabla 4.3. Disefio de Superficie de Respuesta para Tortillas.

Concentracion de Aceite Tiempo de
Esencial de Tomillo % Empaque (min)

0.05 0

0.1 0
0.05 30

0.1 30
0.039 15
0.11 15
0.075 (6.213)
0.075 36.213
0.075 15
0.075 15
0.075 15
0.075 15
0.075 15
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4.6. Dependencia de la Temperatura
Como la constante de velocidad de reaccion es funcidn de la temperatura, esta
dependencia es descrita por la ecuacién de Arrhenius. EI modelo Arrhenius de primer
orden describe la relacion de la constante de velocidad de reaccion con la temperatura

segun la ecuacion 3.103. Donde k es la constante de velocidad de reaccion, R es la

constante de los gases ideales, 8.314472 ﬁ Ea es la energia de activacion en ﬁ T
es la temperatura absoluta en Kelvin, 4’ es el factor pre-exponencial caracteristico del
mecanismo de falla del producto cuyas unidades son iguales a la de la constante de
velocidad. Asi, el tiempo nominal de falla t (vida) es inversamente proporcional. Esto
produce la relacion de vida de Arrhenius, mostrada en la ecuacion 3.104.

1= Aexp[E,/(RT)] (3.104)

Se cocinaron 10 tortillas para cada tratamiento, tal como lo marca el apartado
4.4. adicionando aceite esencial de tomillo a una concentracion de 0.09%.
Posteriormente las tortillas se enfrian a temperatura ambiente por 31 min para después
ser empaquetadas individualmente en bolsas de polietiieno, que son selladas y
almacenadas en una Incubadora Automatica marca Hertherm a temperaturas de estrés
de 25°C, 30°C, 35°C y 40°C. El experimento termina cuando aparecen colonias de
microorganismos visibles en la tortilla. Para tener un punto de comparacion, se realiza
el mismo experimento adicionando propionato de sodio como conservante a las tortillas

a una concentracion del 0.2% y estrazando el producto a las mismas temperaturas.

4.7. Dependencia de la Temperatura-Humedad
Se realiz6 un disefio de bloques totalmente aleatorizado, donde los factores son
la temperatura en 4 niveles (25, 30, 35y 40 °C) y el tiempo de empaque en 4 niveles
(0, 15, 30 y 45 min) con 10 réplicas cada uno.
Se cocinaron 10 tortillas para cada tratamiento, tal como lo marca el apartado
4.4. adicionando aceite esencial de tomillo a una concentracion de 0.09%.
Posteriormente las tortillas se enfrian a temperatura ambiente por 0, 15, 30 y 45 min

para después ser empaquetadas individualmente en bolsas de polietileno (con ayuda
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de un higrometro se mide la humedad dentro del empaque hasta que se ya no se
muestra variacion en el equipo), las bolsas son selladas y almacenadas a temperaturas
de estrés de 25°C, 30°C, 35°C y 40°C. El experimento termina cuando aparecen
colonias de microorganismos visibles en la tortilla. Para tener un punto de comparacion,
se realiza el mismo experimento adicionando propionato de sodio como conservante a
las tortillas a una concentracion del 0.2% y estrazando el producto a las mismas

temperaturas y tiempo de empaque.

4.8. Modelo de Riesgo Proporcional de Cox.

Se realizé un disefio cuadrado latino, donde intervienen los siguientes factores:
un factor principal, el pH del agua en 4 niveles (3, 4, 5y 6) y dos factores secundarios
o variables de bloque, que son la temperatura en 4 niveles (25, 30, 35y 40 °C) y la
humedad relativa dentro del empaque (63, 52, 37 y 35 min), con 10 repeticiones cada
experimento.

Se cocinaron 10 tortillas para cada tratamiento, tal como lo marca el apartado
4.4, pero modificando el pH del agua con el que son fabrican las tortillas adicionando
acido fumarico hasta medir un pH de 3, 4, 5y 6, se adicionando aceite esencial de
tomillo a una concentracion de 0.09%. Posteriormente las tortillas se enfrian a
temperatura ambiente por 0, 15, 30 y 45 min para después ser empaquetadas
individualmente en bolsas de polietileno (con ayuda de un higrémetro se mide la
humedad dentro del empaque hasta que se ya no se muestra variacién en el equipo),
las bolsas son selladas y almacenadas a temperaturas de estrés de 25°C, 30°C, 35°C
y 40°C. El experimento termina cuando aparecen colonias de microorganismos visibles
en la tortilla. Si consideramos que los tres factores son de efectos fijos, temperatura,
humedad y las letras latinas representadas por el pH, 3(A), 4(B), 5(C) y 6(D), el modelo

estadistico para este disefio es el mostrado en tabla 4.4.
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Tabla 4.4. Cuadrado Latino para Tortilla de Maiz.

Temperatura
°C
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5. ANALISIS DE RESULTADOS.

En este capitulo se presentan los resultados y las discusiones, de los datos
obtenidos en la experimentacion para asi confirmar las hipétesis planteadas

anteriormente.

5.1. Experimento General.

Como un primer paso en el proceso de experimentacién, fue necesario
determinar los niveles de concentracion minimos, de los aceites esenciales
seleccionados, de manera que fuera posible tener una referencia respecto de la
concentracion minima en donde inicia el proceso de crecimiento del hongo Aspergillus
Flavus, ya que en procesos experimentales subsecuentes es necesario conocer la

concentracion minima de inhibicién del hongo.

In vitro se evaluaron areas de crecimiento del hongo Aspergillus Flavus, con
aceite esencial de Clavo de Olor, Hierba Limén y Tomillo en concentraciones de 0.5%,
1.0% y 2.0%, tal como se menciona en el apartado 4.2.3. De las areas de crecimiento
obtenidas y con ayuda de Minitab 18® se calcularon los rangos y se evalué en un
analisis de varianza (ANOVA, Analysis of Variance, por sus siglas en ingles), como se
muestra en latabla 5.1. Se analiza los blogues que son las repeticiones del experimento
en tres niveles, los tres diferentes tipos de aceite esencial y las diferentes

concentraciones en 3 niveles, asi como el tiempo en cinco niveles.
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Tabla 5.1. Analisis de Varianza, Experimento General.

Fuente ‘ GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Bloques ‘ 1.7 0.87 0.00 0.996
Aceite Esencial ‘ 15187.5 | 7593.75 | 30.75 | 0.000
15187.5 | 7593.75 | 30.75 | 0.000
28.5 7.12 0.03 | 0.998
30619.3 | 246.93
61024.5

El valor p calculado para las repeticiones y el tiempo son mayores a 0.05, lo que
indica que, no son significativas, no asi para la concentracion y el tipo de aceite
esencial. Se procede a realizar experimentos por separado para cada aceite esencial
(Tomillo, Clavo, Hierba limén), considerando el tiempo en horas como los bloques y el

porcentaje de concentracion de aceite esencial como los tratamientos.

5.2. Primer Experimento para Clavo de Olor.

Dado que en las corridas primarias si hubo crecimiento para el aceite esencial
de clavo de olor a la concentracién de 0.5%, se corrieron nuevamente pruebas a las
condiciones mencionadas en el apartado 4.2.4. con concentraciones de 0.3%, 0.4%,
0.5% y 0.6% de aceite esencial de Clavo de Olor, durante 120 horas, tomando lecturas

de area de crecimiento cada 24 horas. Los resultados se muestran en la tabla 5.2.

Tabla 5.2. Areas de Crecimiento en cm? para el Clavo de Olor a Diferentes
Concentraciones.
Area de Crecimiento cm? a Diferentes

Replicas Tiempos
24 hrs  48hrs | 72hrs 96 hrs 120 hrs
Control
1 1.48 | 6.69 | 12.95 [ 21.57 | 32.54
2 1.47 | 6.65 | 12.71 | 20.68 | 30.11
3 145 | 6.47 | 1252 | 2049 | 28.63
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Tabla 5.2. Areas de Crecimiento en cm? para el Clavo de Olor a Diferentes

Concentraciones (Continuacion).

Area de Crecimiento cm? a Diferentes

Replicas Tiempos
24 hrs \ 48 hrs | 72hrs 96 hrs 120 hrs
Clavo de Olor 0.6%
1 0 0 0 0.01 0.05
2 0 0 0 0.02 0.06
3 0 0 0 0 0.04
1 0.03 0.03 0.08 0.30 0.45
2 0 0 0.06 0.31 0.45
3 0.02 0.02 0.04 0.29 0.46
Clavo de Olor 0.4%
1 0.33 0.77 0.87 1.07 1.37
2 0.3 0.74 0.80 0.96 1.32
3 0.26 0.71 0.83 0.90 1.31
Clavo de Olor 0.3%
1 0.14 0.90 3.13 7.01 9.18
2 0.12 0.96 3.35 6.98 9.11
3 0.11 0.88 3.15 6.63 8.98

Se realiza ANOVA (tabla 5.3) ajustado a un modelo lineal general, los factores
son; los bloques (las tres replicas), la concentracién de aceite esencial (0.3%, 0.4%,
0.5% y 0.6%) y el tiempo en horas (24 hrs., 48 hrs., 72 hrs., 96 hrs. y 120 hrs.), la

respuesta son los rangos de las areas de crecimiento en cm?2.

Tabla 5.3. ANOVA, Modelo Lineal General para los Rangos de las Areas de
Crecimiento con Aceite Esencial de Clavo de Olor.

Fuente GL Valor F Valor p

SC Ajust.

MC Ajust.

I 2 45.5 22.75 1.07 | 0.348
Sl elo )M 4 | 28512.8 | 7128.21 | 336.05 | 0.000
Gl 4 | 5085.6 | 1271.41 | 59.94 | 0.000
=go]@ 64 | 1357.5 21.21
Il 74 | 35001.5

84



El valor p para las repeticiones es 0.348 mayor a 0.05, lo que indica que, no son
significativas las repeticiones, no asi para la concentraciéon y el tiempo. Con un
coeficiente de determinacién R? de 96.12% y un R? ajustado de 95.52%, se tiene un

buen ajuste lineal simple.

Para poder determinar cuél de las concentraciones en aceite esencial de Clavo
de Olor usadas logra inhibir el crecimiento del hongo Aspergillus Flavus, en
comparacion con el experimento de control, donde no se adicion6 ningun aditivo, se
utiliza la prueba de Dunnett. Se realiza el andlisis de varianza con las areas para

obtener el cuadrado medio del error (ver tabla 5.4).

Tabla 5.4. ANOVA, Modelo Lineal General Aceite Esencial de Clavo de Olor.

0.88 0.440 3.16 0.056
2239.87 | 559.967 |4018.92 | 0.000
605.21 151.303 | 1085.91 | 0.000

2.49 0.311 2.23 0.051

1.01 0.126 0.90 0.525
1165.15 | 72.822 | 522.65 | 0.000

4.46 0.139
4019.07

En valor p, para la interaccion entre las repeticiones contra el tiempo, asi como
las repeticiones contra la concentracion son mayores a 0.05, lo que indica que no es
significativa, no asi para las demas. En la figura 5.1 se muestra la gréfica de interaccion
entre las diferentes concentraciones con respecto al tiempo, entre mayor es la
concentracion menor crecimiento radial de hongo se presenta, entre mayor es el tiempo
existe la posibilidad que el aceite esencia pierda sus propiedades y se presenta

crecimiento de hongo.
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Grafica de interaccion entre Concentracion y Tiempo (Clavo de Olor)
Medias de datos
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Figura 5.1. Gréfica de Interaccion Entre las Diferentes Concentraciones de Aceite
Esencial de Clavo de Olor Contra el Tiempo.

De la tabla 5.2 se calculan los promedios para cada tratamiento (porcentaje de
aceite esencial). Dichos promedios, junto el cuadrado medio del error y los grados de
libertad del error de la tabla 5.4 y los rangos de Dunnett, se realiza la prueba de Dunnett.
En esta prueba asumiendo que el tratamiento 5 es el control, a=1 (a es el nimero de
tratamientos), a-1=4, =32 (f son los grados de libertad del error), con un nivel de
significaciéon de 0.05, de Montgomery, (2012) se interpola y se encuentra el valor

do.os(4,32) = 2.246. Por lo tanto, la diferencia critica es:

dy.0s(4,32) (@) — (2.246) w= 0.5295

En consecuencia, un tratamiento debe considerarse significativamente diferente
del control si la diferencia es mayor que 0.5295 o menor de —0.5295. Las diferencias

observadas son:
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Clavo 0.6% Vs Control: Yy, -y, = 0.0120-13.2273 = -13.2273  Diferente

Clavo 0.5% Vs Control:  V,—VY, = 0.1693-13.2273=  -13.2153 Diferente
Clavo 0.4% Vs Control: V¥, -V, = 0.8360-13.2273=  -13.0580 Diferente
Clavo 0.3% Vs Control: Vs — Y, = 3.6420-13.2273=  -9.5853 Diferente

Esto indica que en todas las concentraciones evaluadas existe una diferencia
significativa al ser comparadas con el control; por lo tanto, se concluye que al evaluar
el aceite esencial de clavo de olor a las concentraciones de 0.3%, 0.4%, 0.5% y 0.6%

si existe cierto grado de inhibicion del hongo Aspergillus Flavus.

Grafica de efectos principales (Clavo de Olor)
Medias de datos
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Figura 5.2. Gréfica de Efectos Principales Clavo de Olor.

En la grafica de efectos principales (Figura 5.2), se observa que entre menor es
la concentracion de aceite se presenta mayor area de crecimiento y entre mayor es el

tiempo transcurrido, mayor posibilidad de crecimiento se presenta.
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5.3. Primer Experimento para la Hierba Limén.

En el experimento general no hubo crecimiento de hongos para el aceite esencial
de hierba limén en concentraciones del 2%, 1% y 0.5%, se tomd la decision de bajar
las concentraciones a 0.05%, 0.06%, 0.07%, 0.08% y 0.09% se analizaron nuevamente
bajo las mismas condiciones que los demas experimentos. El experimento se realizd

por triplicado, los datos se muestran en la tabla 5.5.

Tabla 5.5. Areas de Crecimiento en cm? Para la Hierba Limon a Diferentes

Concentraciones.

Area de Crecimiento cm? a Diferentes Tiempos

24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs 120 hrs
Control
1.48 6.69 12.95 21.57 32.54
1.47 6.65 12.71 20.68 30.11
1.45 6.47 12.52 20.49 28.63

~ lemonGrass009%

0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0

Lemon Grass 0.08%

0 0 0 0 0
0 0 0 0 0
0 0 0 0 0

Lemon Grass 0.07%

Lemon G

rass 0.06%

0 0.93 1.92 6.5 11.38
0 1.03 1.85 6.23 11.33
0 0.97 1.83 6.13 11.07

Lemon G

rass 0.05%

0 1.67 3.52 7.28 14.75
0 1.67 3.32 7.31 14.79
0 1.64 3.27 7.25 14.89

0.01 1.81 4.35 10.72 19.29
0.02 1.88 4.23 10.17 19.28
0.02 1.75 4.32 9.93 19.12
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Los bloques son cada una de las repeticiones de experimento, la concentracion
en cinco niveles y el tiempo en horas por 5 dias, fueron analizados en el siguiente

ANOVA, modelo lineal general, mostrado en la tabla 5.6.

Tabla 5.6. ANOVA, Modelo Lineal General Para el Aceite Esencial de Hierba Limon.

‘GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p

Fuente
Bloques 2 0.98 0.490 4.27 0.021
Concentracion 5 | 2163.62 | 432.724 | 3766.60 | 0.000
Tiempo 4 | 1767.52 | 441.881 | 3846.30 | 0.000
Bloques*Concentracion ‘ 10 2.48 0.248 2.16 0.042
8 1.07 0.134 1.17 0.343
Concentracion*Tiempo ‘ 20 | 1233.21 | 61.661 | 536.72 | 0.000
Error ‘ 40 4.60 0.115
Total ‘ 89 | 5173.48

El valor p calculado para la concentracion, bloques, tiempo y algunas
interacciones son menores a 0.05, lo que indican que, si son significativas, tienen
efectos significantes en el crecimiento del hongo, no asi para interaccion entre los
blogues contra el tiempo con un valor p de 0.343. Con un coeficiente de determinacién
R? de 99.91% y un R? ajustado de 99.80%, se puede decir que se tiene buen ajuste en
el modelo. En la figura 5.3 se muestra la grafica de interaccion entre las diferentes
concentraciones con respecto al tiempo, entre menor es la concentracién de aceite

esencial de hierba limén se evidencia mayor crecimiento radial de hongo.
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Grafica de interaccidn entre Concentracion y Tiempo (Hierba Limén)
Medias de datos
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Figura 5.3. Gréfica de Interaccion Entre las Diferentes Concentraciones de Aceite
Esencial de Hierba Limon Contra el Tiempo.

Se realiza la prueba de Dunnett para determinar si las concentraciones usadas
con aceite esencial de hierba limén logran inhibir el crecimiento del hongo Aspergillus
Flavus. De la tabla 5.5 se calculan los promedios de las areas de crecimiento obtenidas
para cada concentracion de aceite esencial usada. Usando el cuadrado medio del error
y los grados de libertad de los del error de la tabla 5.6 y junto con los rangos de Dunnett,

se obtiene:

2 CME (2)(0.115)

) = (2310) [———= 04522

doos(5.40) |(
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En consecuencia, un tratamiento debe considerarse significativamente diferente

del control si la diferencia es mayor que 0.4522 o menor de —0.4522. Las diferencias

observadas son:

Lemon Grass 0.09% Vs Control: Y, —y, = 0.0000-13.2273 = -13.2273  Diferente
Lemon Grass 0.08% Vs Control: Y, -V, = 0.0000-13.2273=  -13.2273  Diferente
Lemon Grass 0.07% Vs Control: Y, -y, = 4.0780-13.2273 = -9.1493 Diferente
Lemon Grass 0.06% Vs Control: Y-V, = 5.4240-13.2273=  -7.8033 Diferente
Lemon Grass 0.05% Vs Control: ~ Ys—YV,= 7.1266-13.2273 = -6.1007 Diferente

Esto indica que en todas las concentraciones evaluadas existe una diferencia
significativa al ser comparadas con el control; por lo tanto, se concluye que al evaluar
las concentraciones de 0.09%, 0.08%, 0.07%, 0.06% y 0.05% si existe cierto grado de

inhibicion del hongo Aspergillus Flavus.

Para la estimacion por minimos cuadrados de los coeficientes de un modelo de
regresion, solo es necesaria la suposicion de linealidad, la normalidad de los mismos,
en base a la cual se realizan los contrastes de hipétesis, esta basada también en las
suposiciones de normalidad y homoscedasticidad. Por consiguiente, se generaron los
residuos de las areas de crecimiento del aceite esencial de hierba limon, para asegurar
qgue se cumpla lo anterior. En el andlisis de los residuos se contrasta que el i-ésimo
residuo e, i=1, ..., n provienen de una poblacién normal con media 0 y varianza o2 con
ayuda de las pruebas de ji-cuadrado, Ryan Joiner, similar a Shapiro-Wilk (Ver figura
5.4).
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Grafica de Residuos para la Hierba Limon
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Figura 5.4. Grafica de Residuos Para la Hierba Limon.
El valor p calculado de la figura 5.4 es 0.087, mayor a 0.05 lo que indica que los
datos son normales. En la figura 5.5 se muestra el gréafico de efectos principales, en las
réplicas no hubo variacién, la concentracion minima de inhibicibn para el hongo

Aspegillus Flavus con aceite esencial de hierba limén es de 0.08%.

Grafica de efectos principales (Hierba Limén)
Medias de datos
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Figura 5.5. Grafica de Efectos Principales Para la Hierba Limon.
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5.4. Primer Experimento Para el Tomillo.

En el experimento general se usaron concentraciones de 0.5%, 1.0% y 2.0% de
aceite esencial de tomillo, a esas concentraciones no hubo crecimiento del hongo
Aspergillus Flavus, se decidio bajar las concentraciones a 0.05%, 0.1% y 0.2%, pero
de igual manera no hubo crecimiento de hongo, se opt6 por probar concentraciones
todavia menores a las anteriores (0.02%, 0.03%, 0.04% y 0.05%) de aceite esencial de
tomillo, bajo las mismas condiciones de temperatura y tiempo, el experimento
nuevamente se realiz6 por triplicado. Las areas de crecimiento se muestran en la tabla
5.7.

Tabla 5.7. Areas de Crecimiento en cm? para el Tomillo a Diferentes Concentraciones.

Area de Crecimiento cm? a Diferentes Tiempos

24 hrs 48 hrs 72 hrs 96 hrs 120 hrs
Control

1 1.48 6.69 12.95 21.57 32.54

2 1.47 6.65 12.71 20.68 30.11

3 1.45 6.47 12.52 20.49 28.63

1 0 0 0 0 0

2 0 0 0 0 0

3 0 0 0 0 0
Tomillo 0.04%

1 0 0 0 0.19 0.36

2 0 0 0 0.2 0.44

3 0 0 0 0.2 0.36
Tomillo 0.03%

1 0 0.39 0.91 2.1 2.94

2 0 0.44 1.02 2.01 3.12

3 0 0.41 1.02 2.18 3.17
Tomillo 0.02%

1 0.19 1.97 4.15 8.1 13.13

2 0.23 2.06 4.27 8.32 12.65

3 0.22 1.97 4.22 8.03 13.34
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Con los datos anteriores se realiza un ANOVA, modelo lineal general para el
aceite esencial de tomillo, los resultados se muestran en la tabla 5.8, donde se analiza
la concentracion de aceite esencial de tomillo en 4 niveles, el tiempo en 5 niveles y los

blogues en tres niveles (réplicas).

Tabla 5.8. Andalisis de Varianza, Modelo Lineal General Para el Aceite Esencial de

Tomillo.

‘ gl ‘ SC Ajust. MC Ajust. Valor F | Valor p

Fuente
Bloque‘ 2 0.51 0.256 1.75 0.190
Concentracion ‘ 4 | 2234.45 | 558.612 | 3816.08 | 0.000
Tiempo‘ 4 | 783.14 | 195.784 |1337.47 | 0.000
Bquue*Concentracion‘ 8 2.81 0.351 2.40 0.037
Bquue*Tiempo‘ 8 0.94 0.117 0.80 0.605
Concentracion*Tiempo ‘ 16 | 1143.90 71.494 | 488.40 | 0.000

Error ‘ 32 4.68 0.146
74| 4170.43

El valor p calculado para los blogues y la interaccién entre los bloques y el tiempo
son 0.190 y 0.605 respectivamente, lo que indica que para el experimento son
irrelevantes, no asi para las concentraciones y el tiempo y las demas interacciones.
Con un ajuste del modelo bueno dado que el coeficiente de determinaciéon R? es de
99.89% y un R? ajustado de 99.74%.

interaccidn entre las diferentes concentraciones con respecto al tiempo, entre menor es

En la figura 5.6 se muestra la grafica de

la concentracion de aceite esencial de tomillo se evidencia mayor crecimiento radial de

hongo.
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Grafica de interaccién entre Concentracion y Tiempo (Tomillo)
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Figura 5.6. Gréfica de Interaccion Entre las Diferentes Concentraciones de Aceite
Esencial de Tomillo Contra el Tiempo.

Se realiza la prueba de Dunnett para determinar si las concentraciones usadas
con aceite esencial de Tomillo inhiben el crecimiento del hongo Aspergillus Flavus. De
la tabla 5.7 se calculan los promedios de las areas de crecimiento obtenidas para cada
concentracion de aceite esencial usada. Usando el cuadrado medio del error y los
grados de libertad de los tratamientos y del error de la tabla 5.8 y junto con los rangos

de Dunnett, se obtiene:

dy 05 (432) (“#) = (2.246) w: 0.5427

En consecuencia, un tratamiento debe considerarse significativamente diferente

del control si la diferencia es mayor que 0.5427 o menor de -0.5427. Las diferencias

observadas son:
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Tomillo 0.05% Vs Control: Y, -y, = 0.0000-13.2273 = -13.2273  Diferente

Tomillo 0.04% Vs Control: Y.—Y,= 0.1166-13.2273=  -13.1107 Diferente
Tomillo 0.03% Vs Control: V,—V, = 1.3140-13.2273=  -11.9133 Diferente
Tomillo 0.02% Vs Control: Vs -V, = 5.5233-13.2273=  -7.7040 Diferente

Esto indica que en todas las concentraciones evaluadas existe una diferencia
significativa al ser comparadas con el control; por lo tanto, se concluye que al evaluar
las concentraciones de 0.05%, 0.04%, 0.03% y 0.02% si existe cierto grado de

inhibicién del hongo Aspergillus Flavus.

Se grafican los residuos para saber si los datos se comportan normalmente, la
grafica se muestra en la figura 5.7, el valor p es ligeramente superior a 0.05, lo que
indica que los datos son normales. En la Figura 5.8. se muestra el grafico de efectos
principales, donde se observa que entre mayor sea el tiempo mayor crecimiento de
microorganismos existe, en la replicas se mantuvo constate, la concentracion minima
de aceite esencial de tomillo donde no hubo crecimiento del hongo Aspergillus Flavus
es de 0.05%.
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En resumen, concentraciones minimas de inhibicidn para los aceites esenciales
se muestran en la tabla 5.9. Son las concentraciones que se usaran en el producto
(tortilla de maiz nixtamalizada) como bioconservador, se evaluara si el efecto de la
temperatura de coccion afecta las propiedades de inhibicién del producto.

Tabla 5.9. Concentraciones Minimas Inhibitoria de Aceites Esenciales.
Concentracion

minima de
inhibicion
Clavo 0.6%
Hierva 0.08%
Limon
Tomillo 0.05%

Puede notarse que en dos de los tres casos aun siendo el bloque (réplicas)
insignificante, el gran efecto de los tres diferentes aceites esenciales hace parecer
relevantes las interacciones entre los bloques y estas concentraciones, sin embargo,
no debe perderse de vista que los efectos de las réplicas no representan una
contribucion significativa a la variacion. Si se consideran como referencia de la
magnitud de la variacion Unicamente las sumas de cuadrados, puede observarse que
la suma de cuadrados de la concentracion es mucho mayor que la suma de cuadrados
para el tiempo, por lo que en la estimacion del grado de significancia de estas variables
con las réplicas (bloques), resulta significante para la concentracion y no asi para el
tiempo.

5.5. Evaluacion In vitro.

De la seccidn 4.3, las cajas de Petri previamente inoculadas, se incubaron a una
temperatura de 28 °C. el crecimiento del micelio del hongo Aspergillus flavus se registro
a cinco tiempos diferentes (24 hrs, 48 hrs, 72 hrs, 96 hrs y 120 hrs). Los valores de
crecimiento de los micelios de 120 hrs se usaron para calcular el porcentaje de
inhibicion de crecimiento radial de micelio, usando la ecuacion 4.3. los porcentajes de
inhibicién se muestran en la tabla 5.10.

En la figura 5.9 (a) se muestra el comportamiento del porcentaje de inhibicién

del aceite esencial de Clavo de olor, se observa que a mayor concentracion es mas
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efectiva la inhibicion del aceite, en el apartado (b) de la figura, se observa que a partir
de la concentracion de 0.07% el aceite esencial de hierba limon empieza a perder
efectividad, en el apartado (c) se grafican los porcentajes de inhibicion para el aceite
esencial de tomillo, se muestra que a concentracion de 0.04% empieza a registrarse
crecimiento radial.

Tabla 5.10. Porcentajes de Inhibicion de los Diferentes Aceites Esenciales a

Diferentes Concentraciones.

Porcentaje de Inhibicion

A. Hierba

Concentracion A. Clavo _ A. Tomillo
Limon

2.0% 100 % 100 % 100 %
1.0% 100 % 100 % 100 %
0.6% 99.8357 % |
0.5% 98.5012 % 100 % 100 %
0.4% 97.0834 % 100 % 100 %
0.3% 71.5585 % 100 % 100 %
0.2% 100 % 100 %
0.1% 100 % 100 %
0.09% 100 % 100 %
0.08% 100 % 100 %
0.07% 73.3535 % 100 %
0.06% 51.1809 % 100 %
0.05% 38.2297 % 100 %
0.04% 98.7161%
0.03% 89.8435%
0.02% 57.0141%
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5.6. Determinacion de los Niveles Optimos para la Concentracion del Tomillo.

Con el procedimiento descrito en la secciébn 4.4 se analizaron los datos
correspondientes a un disefio central compuesto para dos variables donde x;:
Corresponde a la concentracion del aceite esencial del tomillo y x,: Tiempo de
empaquetado del producto, la cual corresponde a la humedad contenida al momento
de empaquetar el producto. El disefio y los tiempos de vida del producto se muestran
en la tabla 5.11. Las mediciones se tomaron en intervalos de 2 horas registrando el
tiempo de vida hasta observar presencia visible de hongo. Para fines practicos, los
niveles en los puntos axiales se redondearon o aproximaron al valor factible mas
cercano, en el caso de la concentracion a la maxima resolucion del instrumento de
medicion (hasta diezmilésimas), y para el tiempo de empaque del valor negativo se
consideré 0 minutos y para el valor axial mayor se consideré6 como un valor entero de

36 minutos.

Tabla 5.11. Datos de Vida Para Tortilla de Maiz Adicionada con Aceite Esencial de

Tomillo de Diferentes Concentraciones y a Diferentes Tiempos de Empaque.

_ Tiempo de Vida (Hrs) Vida (Hrs) Vida (Hrs)
Concentracion

Empaque Replica 1 Replica 2 Replica 3
0.05 0 36 42 36
0.1 0 42 48 54
0.05 30 42 48 42
0.1 30 48 66 60
0.03964466 15 42 42 42
0.11035534 15 42 66 66
0.075 -6.21320344 36 42 66
0.075 36.2132034 66 66 48
0.075 15 42 60 54
0.075 15 42 66 72
0.075 15 42 66 66
0.075 15 42 48 72
0.075 15 60 42 66
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Se realiza la prueba de normalidad a los datos obtenidos y se analizan con Ryan-
Joiner, asi se obtiene la figura 5.10, donde se tiene un valor p de 0.032 lo que indica

gue los datos no son lo suficientemente normales.

Grafica de probabilidad de Vida en horas

Normal
99
Media 52
Desv.Est. 11.71
95 N 39
RJ 0.965
920 Valorp 0032

Porcentaje
w
o

20

Vida

Figura 5.10. Grafica de Residuos Para la Vida de Tortilla Adicionada con Aceite

Esencial de Tomillo

Como los datos no son los suficientemente normales, se opt6 por ranquearlos,

asi se obtiene el siguiente andlisis de varianza, ver tabla 5.12.
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Tabla 5.12. Analisis de Varianza, Vida de Tortilla Adicionada con Aceite Esencial de

Tomillo.
Fuente ‘ GL SC Ajust.  MC Ajust. Valor F Valorp
Modelo ‘ 5 | 1661.90 | 332.381 3.71 0.009
2 | 1289.78 | 644.890 7.21 0.003
1 807.65 807.655 9.03 0.005
1 482.12 482.125 5.39 0.027
2 371.79 185.896 2.08 0.141
Concentration*Concentration ‘ 1 323.56 323.560 3.62 0.066
Packaging Time*Packaging Time ‘ 1 85.23 85.226 0.95 0.336
Interaccion de 2 factores ‘ 1 0.33 0.333 0.00 0.952
Concentration*Packaging Time ‘ 1 0.33 0.333 0.00 0.952
Error ‘ 33 | 2953.10 89.488
3 110.43 36.810 0.39 0.762
Error puro ‘ 30 | 2842.67 94.756
Total ‘ 38 | 4615.00

En valor p, para las diferentes concentraciones usadas de aceite esencial de
Tomillo, asi como para el tiempo de empaquetado son menores a 0.05 lo que indica
que son significativas. La concentracién de aceite al cuadrado, el tiempo de empaque
al cuadrado y la interaccion entre los dos factores son mayores a 0.05, lo que indican
gue no son significativas. Continuando el andlisis en las figuras 5.11y 5.12, se muestran
la superficie de respuesta y el contorno de respuesta respectivamente. Dado que la
falta de ajuste, en suma de cuadrados, solo representa el 2.39% se considera
irrelevante, adicionalmente una probabilidad de cometer el error alfa (valor p) superior
al nivel de significancia disefiado, en este caso 0.05, indica que el modelo lineal se
ajusta adecuadamente a la superficie de respuesta.

Para la prueba de ajuste se consideran las siguientes hipotesis:

Hy: No existe falta de ajuste
H,: Existe falta de ajuste

Nuevamente, dado que el valor p es de 0.762, H, no se rechaza.
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Superficie de Respuesta de Concentracion, Tiempo de Empaque contra Vida en Horas
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Figura 5.11. Superficie de Respuesta de la Vida en Horas contra Concentracion y
Tiempo de Empaque
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Figura 5.12. Grafica de Contorno de la Vida en Horas contra Concentracién y Tiempo

de Empaque.
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Utilizando el optimizador de Minitab® se encuentran los niveles de un maximo

local para la vida correspondiente a:

C)ptima Concentr Packagin
D 0.7166 Alto 0.1104 36.2132
T Act [0.0928] [31.0706]
Predecir Bajo 0.0396 -6.2132

O

c8
Maximo
y = 28.1561
d = 0.71660

Figura 5.13. Optimizador de Respuesta.

De la figura 5.13 se obtiene los valores éptimos para la concentracion de aceite
esencial de Tomillo (0.09%) y el tiempo de empaque (31 minutos). Con estos resultados

se procede a realizar el experimento correspondiente para la prueba de estrés.

5.7. Dependencia de la Temperatura.

Un alimento es un sistema fisicoquimico y biolégico activo, por lo que la calidad
del mismo es un estado dinamico que se mueve a diferentes niveles (mas bajos)
respecto al tiempo. Con el procedimiento descrito en la seccion 4.6 se obtiene la vida
en horas de la tortilla de maiz adicionada con aceite esencial de tomillo a una
concentracion de 0.09%, y enfriada por 31 min para después ser empaquetada y
estresada a cuatro niveles de temperatura (25 °C, 30 °C, 35°C y 40°C). Los resultados

se muestran en la tabla 5.13.
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Tabla 5.13. Datos de Vida de la Tortilla de Maiz Adicionada con Aceite Esencial de

Tomillo, Estresada a Diferentes Temperaturas.

25 °C 30°C 35°C 40°C
84 78 60 36
72 60 48 48
84 78 66 40
78 72 60 44
Vi () R BN N
84 72 60 36
90 78 48 40
84 78 60 44
84 60 54 36

Grafica de Probabilidad de Vida (hrs) para Tortilla de Maiz
Normal

929

Media 63.1
Desv.Est. 16.75
N 40
KS 0.138
Valor p  0.053

Porcentaje
(%)
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vida (hrs)

Figura 5.14. Grafica de Probabilidad Para la Vida en Horas de la Tortilla de Maiz

Adicionada con Aceite Esencial de Tomillo al 0.09%.

106



Se realiza la prueba de normalidad a los datos mostrados en la tabla 5.13 y se
analizan con la prueba de Kolmogorov-Smirnov asi se obtiene la figura 5.14, donde se

tiene un valor p de 0.053 lo que indica que los datos son lo suficientemente normales.

Con los datos anteriores se realiza un ANOVA de un solo factor, donde la
respuesta es la vida en horas de la tortilla hasta donde muestra presencia visible de
hongo, los factores es la temperatura en 4 niveles (25 °C, 30 °C, 35 °C y 40°C) los

resultados de la ANOVA se muestran en la tabla 5.14.

Tabla 5.14. Analisis de Varianza de un Solo Factor para Tortillas de Maiz Estresada a

Diferentes Temperaturas.

Fuente GL ‘ SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Temperatura (°C) & 9421 3140.40 | 74.26
Error gef8) 1522 42.29

eIl 39 | 10944

El valor p calculado es menores a 0.05, lo que indican que es significativa la
temperatura con respecto al tiempo de vida de la tortilla. Con un coeficiente de
determinacion R? de 86.09% y un R? ajustado de 84.93%, se puede decir que se tiene
buen ajuste lineal.

Puesto que la constante de velocidad de reaccién es funcién de la temperatura,
esta dependencia es descrita por la relacion de vida de Arrhenius, mostrada en la

ecuacion 3.104. Donde k es la constante de velocidad de reaccion, R es la constante

kcal

, Tesla
mol

. kcal . . .z
de los gases ideales, 1.987 x10-3 ﬁ Ea es la energia de activacion en

temperatura absoluta en Kelvin, A es el factor pre-exponencial o factor de frecuencia.
Al aplicar logaritmos se obtiene la ecuacion de una linea recta con pendiente EJ/R, asi

se obtienen los siguientes datos (ver tabla 5.15) y se obtienen los valores de S, vy B;.
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Tabla 5.15. Dependencia de la Temperatura

Temperatura °C  Vida (hrs) K UT Vida? In Vida!
25 84 298.15 | 0.00335402 | 0.01190476 | -4.4308168
25 72 298.15 | 0.00335402 | 0.01388889 | -4.27666612
25 84 298.15 | 0.00335402 | 0.01190476 | -4.4308168
25 78 298.15 | 0.00335402 | 0.01282051 | -4.35670883
25 78 298.15 | 0.00335402 | 0.01282051 | -4.35670883
25 90 298.15 | 0.00335402 | 0.01111111 | -4.49980967
25 84 298.15 | 0.00335402 | 0.01190476 | -4.4308168
25 90 298.15 | 0.00335402 | 0.01111111 | -4.49980967
25 84 298.15 | 0.00335402 | 0.01190476 | -4.4308168
25 84 298.15 | 0.00335402 | 0.01190476 | -4.4308168
30 78 303.15 0.0032987 | 0.01282051 | -4.35670883
30 60 303.15 0.0032987 | 0.01666667 | -4.09434456
30 78 303.15 0.0032987 | 0.01282051 | -4.35670883
30 72 303.15 0.0032987 | 0.01388889 | -4.27666612
30 54 303.15 0.0032987 | 0.01851852 | -3.98898405
30 72 303.15 0.0032987 | 0.01388889 | -4.27666612
30 72 303.15 0.0032987 | 0.01388889 | -4.27666612
30 78 303.15 0.0032987 | 0.01282051 | -4.35670883
30 78 303.15 0.0032987 | 0.01282051 | -4.35670883
30 60 303.15 0.0032987 | 0.01666667 | -4.09434456
35 60 308.15 | 0.00324517 | 0.01666667 | -4.09434456
35 48 308.15 | 0.00324517 | 0.02083333 | -3.87120101
35 66 308.15 | 0.00324517 | 0.01515152 | -4.18965474
35 60 308.15 | 0.00324517 | 0.01666667 | -4.09434456
35 66 308.15 | 0.00324517 | 0.01515152 | -4.18965474
35 60 308.15 | 0.00324517 | 0.01666667 | -4.09434456
35 60 308.15 | 0.00324517 | 0.01666667 | -4.09434456
35 48 308.15 | 0.00324517 | 0.02083333 | -3.87120101
35 60 308.15 | 0.00324517 | 0.01666667 | -4.09434456
35 54 308.15 | 0.00324517 | 0.01851852 | -3.98898405
40 36 313.15 | 0.00319336 | 0.02777778 | -3.58351894
40 48 313.15 | 0.00319336 | 0.02083333 | -3.87120101
40 40 313.15 | 0.00319336 0.025 -3.68887945
40 44 313.15 | 0.00319336 | 0.02272727 | -3.78418963
40 44 313.15 | 0.00319336 | 0.02272727 | -3.78418963
40 44 313.15 | 0.00319336 | 0.02272727 | -3.78418963
40 36 313.15 | 0.00319336 | 0.02777778 | -3.58351894
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Tabla 5.15. Dependencia de la Temperatura (Continuacion)

Temperatura °C  Vida (hrs) K UT Vida? In Vida!
40 40 313.15 | 0.00319336 0.025 -3.68887945
40 44 313.15 | 0.00319336 | 0.02272727 | -3.78418963
40 36 313.15 | 0.00319336 | 0.02777778 | -3.58351894

Para las cuatro temperaturas de estrés se aplicd el modelo de Arrhenius, en la

forma como se expresa la ecuacion 4.3 aplicando logaritmos a ambos lados de la

ecuacion y se obtiene el siguiente grafico del In(k) en funcién a 1/T.
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-4.0

-4.1

In (k)

-42
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-4.4

-4.5

Grafica de dispersion de In (k) vs. 1/T (1/°K)
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/T (1/°K)

Figura 5.15. Grafico del In(k) en Funcion de 1/T.

La ecuacion de regresion lineal simple que se obtiene es:
In(k)=9.7848 — 4245.3 1/T (1/°K)

Con un coeficiente de determinacion R? de 95.90% y un R? ajustado de 93.86%,

(5.1)

se puede decir que se tiene buen ajuste lineal. La energia de activacion, es la energia
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minima necesaria para que se produzca una reaccidn quimica. Datos teoricos
reportados por Vega et al. (2006), sugieren que para harina de maiz (Zea mays L.) se
tiene una energia de activacion promedio de 8.2480 kcal/mol. Como Eis/R=£;, VY In
(A)=pB, asi:
Ea=(4245.3)(1.987x10-3)=8.4354 kcal/mol
A=e¢~97848 =5 630090x10°

Sustituyendo valores en la ecuacion 4.2, se obtiene la vida media a 21 °C.

( 8.4354 )
k = 5.630090x10°¢\(1.987x1073)(294.15)/ = 104.3356 horas

104 hrs es el tiempo pronosticado de vida para la tortilla de maiz adicionada con
aceite esencial de tomillo al 0.09% a una temperatura de 21 °C. También se estima el

factor de aceleracion de la vida media a entre 21°C y 40 °C.

Af = e[(?)(%‘%)] = e[(1.9%§ii3-3)(21+2173.15 4o+2173.15)] = 2.40048

Asi, una tortilla de maiz se mantiene sin crecimiento de microorganismo 2.4
veces mas tiempo a 21 °C que a 40 °C. en otras palabras, si una tortilla presenta
presencia de microorganismo después de una hora a los 40 °C, la vida util de la tortilla
habr& sido 2.4 horas a los 21 °C, de manera similar si una tortilla no muestra presencia
de microorganismos en una hora a 40 °C, la tortilla habria sobrevivido 2.4 horas a los
21 °C.

Asi mismo se calculé la vida util de tortilla adicionada con propionato de sodio al
0.2% y se estresO bajo las mismas condiciones que la tortilla adicionada con aceite
esencial de tomillo a 0.09% como marca la seccién 4.6, la comparacién de los tiempos
de vida util de las tortillas adicionadas con aceite esencial de tomillo y propionato de

sodio a diferentes temperaturas de almacenamiento se muestran en la tabla 5.16.
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Tabla 5.16. Prediccion del Tiempo de Vida Util de la Tortilla de Maiz Adicionada con
Aceite Esencial de Tomillo al 0.09% y Tortilla de Maiz Adicionada con Propionato de
Sodio al 0.2%.

Aceite Esencial de Tomillo 2 0.09% Propionato de Sodio al 0.2%

Temperatura (°C)  Tiempo de Vida Util (Horas)  Tiempo de Vida Util (Horas)

15 140.9142 115.2023
20 109.6029 94.5926
25 85.9706 78.1940
28 74.6015 69.9686
30 67.9762 65.0524
35 54.1594 52.4488

5.7.1 Ajuste del modelo de Regresion.
Entre los modelos disponibles estan: Arrhenius-Exponencial, Arrhenius-Weibull
y Arrhenius-Lognormal. El criterio AIC (Criterio de informacion AKaike) dado por la
ecuacion:
AIC = —2(log — Verosimilitud) + 2k (5.2)

Proporciona un medio para la comparacion entre los modelos de una
herramienta para la seleccién del modelo. Dado un conjunto de datos, varios modelos
pueden ser clasificados de acuerdo a su AIC, con el modelo que tiene el minimo AIC
es la mejor. A partir de los valores de la AIC también se puede inferir que, por ejemplo,

si dos modelos estdn mas o menos empatados y el resto son mucho peores.

Calculando la log-verosimilitud se obtiene los criterios AIC.

Tabla 5.17. Criterio AIC

Modelo de Regresion

417.106
276.302
276.198

Arrhenius-Exponencial ‘
Arrhenius-Weibull ‘

Arrhenius-Lognormal
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En conclusidén, el modelo Arrhenius-Lognormal es el adecuado para analizar los
datos de tiempo de vida de la tortilla de maiz adicionada con aceite esencial de tomillo.

Pero para mayor practicidad se usara el modelo Arrhenius-Weibull.

5.7.2 Modelo Arrhenius-Weibull.

La vida util de algunos productos en una prueba acelerada de vida con respecto
a la temperatura, se describe con una distribucion de Weibull. Los supuestos del
modelo Arrhenius-Weibull son los mencionados en el apartado 3.5.1.2.

La confiabilidad de un dispositivo se define como la probabilidad de que ese
dispositivo realice su funcién por al menos un tiempo determinado bajo ciertas
condiciones. La fdp ajustada a Arrhenius es:

) = g(ﬁ)’“ O 5.3)

a
Considerando la ecuacion (4.2):

s
6 = )) W (5.4)

ol
Ae(%) Ae(%

Con los datos de vida en horas obtenidos se realiza la grafica general de

distribuciones mostrada en la figura 5.16.

112



Grafica de revision general de distribucion para vida (hrs)
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Figura 5.16. Grafica de Revision General de Distribucion Para la Vida en Horas de la
Tortilla de Maiz Adicionada con Aceite esencial de Tomillo al 0.09%, Estresada a

Diferentes Temperaturas.

S es el parametro de forma con un valor de 4.41974, sustituyendo valores en la

ecuacion 5.4 se como ejemplo la probabilidad de que la tortilla dure 3 dias a 21 °C.

B
ﬁ—l _( t >
t Eq
f() = ’BEa = e 2e(f)
4e®) \ 40 (&)
4.41974( 72 )4-41974—1 _(104732356)4-41974
104.3356 \104.3356 e Vo

f(fallaa 72hrs) =

f(falla a 72hrs) = 9.81197x1073

Es decir, la probabilidad de que el producto falle a las 72 horas es 9.81197 x 10

3, También se calcula la funcion acumulada de falla como se muestra en las ecuaciones
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5.5 y 5.6, junto con el parametro de forma obtenido de la figura 5.16, se calcula la

probabilidad acumulada de que el producto viva menos de 72 horas a 21 °C.

F(t) =1— O (5.5)

B
Fit)=1- e_<Ae(§—%)> (5.6)

Sustituyendo valores.

72 4.41974

F(72 hrs) = 1 — e~ (To733%) = 0.1764

La probabilidad de que el producto cumpla satisfactoriamente con la funcion para
la cual fue disefado, tortilla de maiz con aceite esencial de tomillo a 0.09% como
bioconservador durante 72 horas a 21 °C se calcula con la funcidon de confiabilidad de

la siguiente manera.
B
t
(=) 7
R(t) =e nelwf)

Sustituyendo datos.

4.41974

_( 72 )
R(72 hrs) = e \104.3356 = 0.8235

Se sabe que la temperatura minima y maxima de climatizacion de ambiente en
supermercados es de 21 °C a 26 °C. En la tabla 5.18 se muestran probabilidades de
falla calculadas para diferentes temperaturas, asi como la funcion acumulada de falla 'y

la funcion de confiabilidad
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Tabla 5.18. f(t), F(t) y R(t), a Diferentes Temperaturas para la Tortilla de Maiz

Adicionada con Aceite Esencial de Tomillo al 0.09 %.

f(t) F(t) R(t)

3 0.00980 0.17636 0.82363

21 0.01594 0.49938 0.50061
0.01068 0.84356 0.15643

0.01360 0.25840 0.74159

0.01690 0.65564 0.34435

0.00603 0.94263 0.05736

0.01972 0.43197 0.56802

0.01235 0.86693 0.13306

0.000892 0.99551 0.00448

Como se observa en la tabla 5.18 entre menor es el tiempo y la temperatura,
menor es la probabilidad de falla, entre mayor es el tiempo y a temperaturas elevadas

la funcién de confiabilidad disminuye.

5.7.3 Modelo Arrhenius-Lognormal.

Este modelo combina la distribucién de probabilidad Lognormal con la relacion
de Arrhenius. El uso de este modelo implica en los supuestos mencionados en el
apartado 3.5.1.3.

De la tabla 5.15 se muestran los datos completos de la prueba de aceleracion
para la tortilla de maiz adicionada con aceite esencial de tomillo estresada a 25 °C, 30
°C, 35°C y 40°C, las tortillas fueron peridodicamente inspeccionadas y el tiempo de falla
gue se muestra en la tabla es cuando hay evidencia visible de aparicion de hongo en
la tortilla, tiempo en el cual la tortilla fallo. En la figura 5.17 se muestra la dispersion de

los datos de la prueba de vida acelerada
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Grafica de dispersion de Vida (hrs) vs. Temperatura °C
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Figura 5.17. Relacién entre Temperatura y Tiempos de Falla.

Se observa en la figura 5.17 la relacidbn que existe entre temperatura y los
tiempos de falla, a la cual se le aplica la relacion Arrhenius, suponiendo una distribucion
de vida lognormal, el modelo ajustado a datos es el de Arrhenius-Lognormal, cuyos
supuestos se mencionaron anteriormente. Los pardmetros estimados por maxima
verosimilitud (MV) del modelo Lognormal con el pardmetro de escala ¢ constante e
independiente de los niveles de esfuerzo son mostrados en la tabla 5.18. Para estimar
los parametros del modelo ajustado, se define un test para verificar la igualdad de los
pardmetros de escala ¢ para cada uno de los niveles de esfuerzo (4 niveles de
temperatura), se ocupa el estadistico:

Q=21 +L+-+1L-=1 (5.8)

Donde l,,,m=1,2,...,j, y |l es la log-verosimilitud muestral estimada de j-ésimo

nivel de esfuerzo y del total, respectivamente.
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Tabla 5.19. Estimacion de los Parametros con Intervalos de 95% de Confianza.

Estimacién Error Intervalo del 95% de

Parametros

por MV Estandar Confianza
Po -9.83572 0.983118 | (-11.7626, -7.90884)

b 0.367126 | 0.0258814 | (0.316399, 0.417853)
o 0.113734 | 0.0127158 | (0.0913528, 0.141598

La matriz de varianza y covarianza estimada es;

0.966522 —0.0254402 0
V =[-0.025440 0.0006698 0
0 0 0.0001617

La log-verosimilitud total es [ = —134.099

Mientras que log-verosimilitudes estimadas en cada nivel de esfuerzo es:

l,s = —30.918 l30 = —36.067 l3s = —32.480 lyo = —28.135

Sustituyendo datos en la ecuacién 5.12, el valor del estadistico es:
Q =2(—30.918 — 36.067 — 32.480 — 28.135 + 134.099) = 12.998

La distribucion de Q es X? con r = 8 parametros en total para los cuatro niveles de

esfuerzo y k = 4 parametros del modelo ajustado (k) , se tiene r — k = 4 grados de

libertad con un nivel de confianza del 99% de Montgomery, 2012 se tiene X(20_99.4) =

13.28
Q = 12.998 < 13.29 = X2 9.4,

Indica que no existe evidencia suficiente para rechazar que el ajuste del modelo es el

adecuado con pardmetro de escala o constante, u(x) = By + B1x .
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5.7.4. Estimacion de los Tiempos de Fallo.

El modelo para prueba acelerada estudiado ajusta adecuadamente los datos,
permitiendo dar una buena estimacion de la distribucion de los tiempos de fallo de una
tortilla de maiz adicionada con aceite esencial de tomillo expuesta a 21°C, en la tabla

5.20 muestra los cuantiles estimados de dicha distribucion.

Tabla 5.20. Estimacion de los Tiempos de Fallo con Intervalos de Confianza del 95%.

Intervalo de Confianza

Porcentaje Duracion Estimada

Inferior Superior

0.1 73.4212 65.5828 82.1964
0.5 77.8448 70.1155 86.4262
1 80.0853 72.4007 88.5855
5 86.5395 78.9198 94.8948
10 90.1902 82.5502 98.5372
20 94.8176 87.0761 103.247
50 104.342 96.0747 113.321
80 114.824 105.449 125.032
90 120.715 110.489 131.887
95 125.807 114.730 137.954
99 135.946 122.902 150.376

Si lo que se desea estimar la vida a una temperatura de 21°C, la duracion es
104.324 horas aproximadamente. En situaciones reales lo que se quiere es estimar un
cuantil que proporcione garantia a los consumidores, por ejemplo, el 90, 95 o0 99, en
este caso para el cuantil 95 la duracién seria 125.807 horas aproximadamente, lo que
guiere decir, que existe una probabilidad de 0.95 de que la tortilla muestre presencia
visible de hongo (la falla) después de esas horas de estar en el anaquel. Graficamente

se pueden observar las estimaciones de los tiempos de fallo en la figura 5.18.
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Grafica de relacion (ajustada Arrhenius) para Vida
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Figura 5.18. Extrapolacion de Tiempos de Fallo Tortilla de Maiz Adicionada con Aceite

Esencial de Tomillo

5.8. Relacién Temperatura — Humedad
Los alimentos son expuestos a una gran variedad de condiciones ambientales y
de proceso, factores como la temperatura, el tiempo de empaque, la humedad, pueden
desencadenar varios mecanismos de reaccién que pueden conducir a la degradacion
del alimento. Tal como se describe en la seccion 4.7, se realiz6 un disefio de bloques
totalmente aleatorizado, donde los factores son la temperatura en 4 niveles (25, 30, 35
y 40 °C) y el porcentaje de humedad dentro del empaque en 4 niveles (63, 52, 37.4 y

35 %) con 10 réplicas cada uno, los resultados se muestran en la tabla 5.21.
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Tabla 5.21. Datos de Vida de la Tortilla de Maiz Adicionada con Aceite Esencial de
Tomillo, Estresada a Diferentes Temperaturas y Diferentes Tiempos de Empaque
% de Humedad dentro % de Humedad dentro
del Empaque del Empaque

Temperatura
°C

Temperatura

oC 63 52 374 35

63 52 374 35

Se realizé la prueba de normalidad a los datos con Anderson-Darling, Ryan-
Joiner y Kolmogorov-Smirnov y los valores p son menores de 0.01 lo que indica que lo
datos no son normales, se decidid ranquear los residuos de los datos para poder

normalizarlos y se obtuvo la ANOVA que se muestra en la tabla 5.22.
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Tabla 5.22. ANOVA, Modelo Lineal General Para Tortillas de Maiz Estresada a

Diferentes Temperaturas y Diferentes Tiempos de Empaque.

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. ‘ Valor F ‘ Valor p
Temperatura i€ 188904 | 62968.1 | 190.52 | 0.000

Humedad e 87829 29276.2 | 88.58 | 0.000
TemperaturatHumedad e, 13189 1465.5 4.43 0.000
=l(e]@ 144 | 47593 330.5

Il 159 | 337515

Los valores de p para los factores es cero, lo que indica que tanto la temperatura
como la humedad (Tiempo de Empaque) y la relaciébn entre ambas, afectan
significativamente la vida de anaquel del producto. Con un coeficiente de determinacion
de 85.9 % y una R? de 84.43 %. Se realiz6 la prueba de igualdad de varianzas, en la

cual las hipétesis a probar son:
HO:O-l :O-Z :0-3 20'4_
Hl:O'l * 0-2 * 0'3 * 0-4_

Dado que el valor p es, la probabilidad de cometer el error a, rechazar Ho siendo
verdadera, y el valor p obtenido de la prueba de igualdad de varianzas es de 0.000, se
puede rechazar Ho con toda confianza, es decir, se cuenta con suficiente evidencia para
indicar que las varianzas en con respecto a todos los niveles de la temperatura y la

humedad son diferentes. En la figura 5.19 y 5.20 se muestra la prueba de igualdad de

varianzas de la vida con respecto a la temperatura y la humedad.
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Prueba de igualdad de varianzas: Vida vs. Temperatura
Muiltiples intervalos de comparacion para la desviacion estandar, a = 0.05

Comparaciones multiples
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Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Figura 5.19. Prueba de Igualdad de Varianzas, Vida contra Temperatura.

Prueba de igualdad de varianzas: vida vs. Humedad
Muiltiples intervalos de comparacion para la desviacién estandar, o = 0.05

Comparaciones multiples
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Si los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Figura 5.20. Prueba de lgualdad de Varianzas, Vida contra Humedad.
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En muchas aplicaciones, la humedad es usada junto con la temperatura en
pruebas de vida acelerada, con respecto a la inversa de la temperatura absoluta, la
inversa de la humedad, asi como el logaritmo natural de la vida obtenida de la tabla
5.13, se obtiene siguiente ecuacion de regresion lineal multiple:

inf (T, 1) = B + B () + B2 () 59

1 1
Inf(T,H) = —6.7075 + 3073.1066 (F) + 0.3404 (ﬁ)

Como;

<Q+2> (5.10)
L(T,H) = Ae\T'H

Siendo A un factor de frecuencia, e y b son constantes donde; 4 = efo, 8 = B, y

b = B,. Sustituyendo valores en la ecuaciéon 5.9 se obtiene lo siguiente:

(30721066, 03404
L(T,H) = 1.2216x107 3 ¢ T "TH

A una temperatura de 21 °C y a un tiempo de empaque después de 30 min de
enfriamiento (HR 37.4%) de la tortilla de maiz adicionada con aceite esencial de tomillo
al 0.09%, se obtiene el prondstico de vida en horas.

3073.1066 A 0.3404
L(T,H) = 1.2216x1073 e( 79515 0374 )

L(T,H) = 104.5828 Hrs

Si la temperatura de uso es 21 °C y la temperatura de estrés es 40°C, asi como
la humedad relativa de uso es 37.4 % y la humedad relativa de estrés es 63%, se

calcula el factor de aceleracion.

1 1 1 1
F, = () (am) (5.11)
Sustituyendo valores en la ecuacion 5.10 se obtiene:

F, = e3073.1066( +0.3404( L 1 )

;_;) 1 1
294.15 313.15 0374 0.63

F, = 2.7284
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Es decir, una tortilla de maiz adicionada con aceite esencial de tomillo al 0.09%
empaquetada a los 30 min después de enfriar y expuesta a 21 °C dura 2.72 veces mas
que una tortilla de maiz de las mismas caracteristicas empaquetada inmediatamente

después de su fabricacion (0 min) y expuesta a 40 °C.

Asi mismo se calculé la vida til de tortilla adicionada con propionato de sodio al
0.2% y se estresd bajo las mismas condiciones que la tortilla adicionada con aceite
esencial de tomillo a 0.09% como marca la seccién 4.7, la comparacién de los tiempos
de vida util de las tortillas adicionadas con aceite esencial de tomillo y propionato de
sodio a diferentes temperaturas y diferentes tiempos de empaque (Humedad dentro del

empaque) se muestran en la tabla 5.23.

Tabla 5.23. Prediccion del Tiempo de Vida Util de la Tortilla de Maiz Adicionada
con Aceite Esencial de Tomillo al 0.09% y Tortilla de Maiz Adicionada con Propionato

de Sodio al 0.2% a Diferentes Temperaturas y Diferentes Tiempos de Empaque.

Vida Pronosticada en Horas
Aceite Esencial de  Propionato de
Tomillo a 0.09% Sodio al 0.2%

Tiempo de

Temperatura
empaque

72.25600931 67.9762641
15 min 81.00559377 75.8055431
30 min 104.5927213 96.727733
45 min 111.3287548 102.660281
0 min 67.33368423 62.549991
15 min 75.48721724 69.75429
30 min 97.46750939 89.0063453
45 min 103.7446614 94.4653218
0 min 60.67897047 55.3271128
15 min 68.02667459 61.6995049
30 min 87.83461341 78.7284543
45 min 93.49138277 83.5570627
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5.8.1 Modelo T-H-Weibull.

La vida util de algunos productos en una prueba acelerada de vida con respecto
a la temperatura y humedad, se describe con una distribucion de Weibull. Los
supuestos del modelo T-H-Weibull son los mencionados por Nelson (2004).

1. A una temperatura absoluta T y a una humedad relativa H la vida del producto
tiene distribucion Weibull; el logaritmo natural de la vida tiene una distribucion de
valores extremos.

2. El parametro de forma g es una constante independiente de la temperatura y la

humedad; la distribucion del valor extremo del logaritmo natural de la vida tiene

un parametro de escala constante § = 1/ﬁ'

3. El logaritmo natural de la vida en Weibull es una funcion lineal de la inversa de

la temperatura y de la inversa de la humedad relativa.

6 b
= — - 5.12
Inf(T,H) = InA + =+ (5.12)

La funcién de densidad de probabilidad ajustada a la temperatura y la humedad,
considerando la ecuacién 5.3:

fo=E(E) et

a\a

k=AJ%%.ak=a (5.13)

” )
f® = b : e \aclrs) (5.14)

2071\ (747

Con los datos de vida en horas obtenidos se realiza la grafica general de
distribuciones mostrada en la figura 5.21.
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Grafica de revision general de distribucién para Vida
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Figura 5.21. Grafica de Revision General de Distribucion para la Vida en Horas de la
Tortilla de Maiz Adicionada con Aceite Esencial de Tomillo al 0.09%, Estresada a

Diferentes Temperaturas y Diferentes Tiempo de Empaque.

S es el parametro de forma con un valor de 3.98901, sustituyendo valores en la
ecuaciéon 5.18 se calcula como ejemplo, la probabilidad de que la tortilla dure 3 dias a

21 °C, con un tiempo de empaque de 30 min.

B
B t |\
f(t) = (2+2> (2+2) e Ae(T H)
Ae\T H/ \Ae\T H
3.98901 72 |398901-1 (T2
104.5828
104.5828 (104.5828) €

f(fallaa72hrs) =

f(falla a 72hrs) = 9.973369x1073
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Es decir, la probabilidad de que el producto falle a las 72 horas es 9.973369 x
103. También se calcula la funcién acumulada de falla como se muestra en las
ecuaciones 5.5 y 5.19, junto con el parametro de forma obtenido de la figura 5.20, se
calcula la probabilidad acumulada de que el producto viva menos de 72 horas a 21 °C.

FiH)=1- e‘@ﬁ (5.5)

B
| 5.19
Fi)=1-ce <Ae(T+ﬁ)> (5.19)

Sustituyendo valores.

72 3.98901

F(72 hrs) =1 — ¢~ (T075528) = 0.201934
La probabilidad de que el producto cumpla satisfactoriamente con la funcion para
la cual fue disefiado, tortilla de maiz con aceite esencial de tomillo a 0.09% como
bioconservador durante 72 horas a 21 °C a un tiempo de empaque de 30 min, se calcula

con la funcion de confiabilidad de la siguiente manera.

RO = @' (5.20)

B
t
“\ " /6.b\ P
R(t)=e <Ae(f+ﬁ)) (5.21)

Sustituyendo datos.

3.98901

_( 72 )
R(72 hrs) = e~ \1045828 = 0.7980
En la tabla 5.24 se muestran probabilidades de falla calculadas para diferentes

temperaturas y a diferentes tiempos de empaque, asi como la funcion acumulada de

falla y la funcién de confiabilidad
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Tabla 5.24. f(t), F(t) y R(t), a Diferentes Temperaturas y diferentes tiempos de

empaque para la Tortilla de Maiz Adicionada con Aceite Esencial de Tomillo al 0.09
%.

. Tiempo de
Dias Temperatura Empagque f(t) F(t) R(t)
0 min 0.020379512 | 0.626913 0.373087
21 °C 15 min 0.018533639 | 0.464702 0.535298
30 min 0.009970439 | 0.201867 0.798133
0 min 0.019599469 | 0.729211 0.270789
3 23 °C 15 min 0.020043463 | 0.563104 0.436896
30 min 0.012277628 | 0.25827 0.74173
0 min 0.015156293 | 0.861739 0.138261
26 °C 15 min 0.019824992 | 0.714676 0.285324
30 min 0.015945239 | 0.363963 0.636037
0 min 0.005778432 | 0.9552304 | 0.0447696
21 °C 15 min 0.011422033 | 0.860384 0.139616
30 min 0.014506727 | 0.508541 0.491459
0 min 0.002789568 | 0.983689 0.016311
4 23 °C 15 min 0.007980673 | 0.926379 0.073621
30 min 0.015258786 | 0.609871 0.390129
0 min 0.000508271 | 0.99803773 | 0.001962272
26 °C 15 min 0.003157492 | 0.980768 0.019232
30 min 0.014242665 | 0.759564 0.240436
0 min 0.000130334 | 0.99948172 | 0.00051828
21 °C 15 min 0.001318336 | 0.9917291 | 0.0082709
30 min 0.010195001 | 0.822728 0.177272
0 min 1.477x10° | 0.99995567 | 0.000044326
5 23 °C 15 min 0.0003676 | 0.99825951 | 0.001740494
30 min 0.007698293 | 0.8989776 | 0.1010224
0 min 1.2874x10°7 | 0.99999974 | 2.551x10”’
26 °C 15 min 2.11774x10° | 0.9999338 | 0.000066205
30 min 0.003584348 | 0.96894344 | 0.03105656

Como se observa en la tabla 5.21 entre menor es el tiempo y la temperatura y
mayor el tiempo de empaque, menor es la probabilidad de falla, entre mayor es el
tiempo y a temperaturas elevadas y el tiempo de empaque es menor la funcién de

confiabilidad disminuye.
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5.9. Modelo de Riesgo Proporcional de Cox.

El acido fumarico se utiliza en la industria alimenticia como agente reductor,
mejorador de textura, agente de leudado, regulador de pH y agente conservante. Con
el procedimiento descrito en la seccion 4.8 se obtiene la vida en horas de la tortilla de
maiz adicionada con aceite esencial de tomillo a una concentracion de 0.09%, con un
pH modificado en el agua de 3, 4, 5y 6 y un porcentaje de humedad dentro del empaque
de 63,52, 37 y 35% y estresadas a temperaturas de 25, 30, 35y 40) con 10 repeticiones
cada experimento, se agreg6 una columna con 0 y 1 donde O representa que la tortilla
ya muestra presencia visible de hongo y 1 representa que la tortilla aun sigue sin
mostrar presencia visible de hongo. Los resultados del experimento se encuentran en
la tabla A, del anexo. Se realiza la prueba de normalidad a los datos mostrados en la
tabla A y se analizan con la prueba de Ryan-Joiner, similar a Shapiro-Wilk, asi se
obtiene la figura 5.22, donde se tiene un valor p superior a 0.1 lo que indica que los

datos son lo suficientemente normales.

Grafica de probabilidad de Vida de Tortilla de Maiz (Temperatura, Humedad y pH)
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Figura 5.22. Gréafica de Probabilidad Para la Vida en Horas de la Tortilla de Maiz.
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Con los datos anteriores se realiza un ANOVA, donde la respuesta es la vida en
horas de la tortilla hasta donde muestra presencia visible de hongo, los factores son la

temperatura, Humedad y pH, los resultados de la ANOVA se muestran en la tabla 5.25.

Tabla 5.25. Analisis de Varianza para Tortillas de Maiz (Temperatura, Humedad y pH)

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Temperatura 3 | 21639.1 | 7213.02 | 107.37 | 0.000
Humedad 3 4604.1 | 1534.69 | 22.84 | 0.000
pH 3 13125 437.49 6.51 | 0.000
Error 150 | 10077.2 67.18
Falta de ajuste M8 105.6 17.59 0.25 0.957
Error puro 144 | 9971.6 69.25
Total 159 | 37632.8

El valor p calculado para los tres factores es cero, lo que indican que es
significativa la temperatura, la humedad relativa y el pH, con respecto al tiempo de vida
de la tortilla. Con un coeficiente de determinacién R? de 73.22% y un R? ajustado de
71.62%, se puede decir que se tiene buen ajuste lineal.

El MRPC es una alternativa estadistica que nos permiten hacer la estimaciéon de
un riesgo tomando en cuenta el tiempo transcurrido hasta el desenlace. Este tipo de
modelos son bastante utiles en el campo de la salud, especialmente en areas
relacionadas con enfermedades cronicas y enfermedades de alta letalidad, lo novedoso
es usar este tipo de modelo en degradacién de alimentos. El MRPC constituye un
modelo multivariado que puede ponderar una curva de supervivencia con variables
cualitativas o cuantitativas que pueden modificar el efecto final. La funcién de riesgo

para el MRPC puede expresarse mediante la ecuacion 3.78:

h(t|x) = ho(t)exp (x'B) (3.78)
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Donde hy(t) es una funcion de riesgo no negativa y sin especificar, comin a todos
los sujetos del estudio, llamada funcién de riesgo base, y p es el vector de coeficientes
del modelo. Es decir, el MRPC se utiliza fundamentalmente para comparar grupos y
calcular cocientes de riesgo.

Los supuestos que deben cumplirse en el modelo de Cox son los siguientes (Pérez-
Rodriguez et al. 2014):

1. Los datos censurados no estan relacionados con la probabilidad de que
ocurra el evento; es decir, en los sujetos cuyo desenlace desconocemos (sea
cual sea la razon por la que se censuraron sus datos), se presume que la
falta de datos no se relaciona con el evento del desenlace.

2. Las curvas de supervivencia para cada uno de los estratos (tratamientos u
otra variable de agrupacion) deben tener funciones de riesgo que sean
proporcionales en el tiempo; esto debido a que es un modelo lineal y lo que
significa es que cada cambio en el desenlace es proporcional a cada cambio
en la variable de riesgo.

Se obtienen los siguientes resultados utilizando el software SPSS Statistics 22°®.

Tabla 5.26. Resultados del Modelo de Riesgos Proporcionales de Cox.
Variables en la ecuacion

95.0% para Exp(B)
Inferior ~ Superior

SE | Wald gl Sig. Exp(B)

La tabla 5.26 muestra los resultados del analisis de Cox. Como en todos los
modelos de regresion obtenemos valores de B. En este caso el exponente de f
corresponde al Hazard Ratio (HR). En este modelo, la temperatura, la humedad y el pH
del producto son los factores de riesgo. La interpretacion del HR seria de la siguiente

manera: Cada vez que aumentamos la temperatura presenta 1.429 veces mas riesgo
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de que crezca hongo en la tortilla de maiz y se descomponga a las 60 horas. Cada
unidad de pH hacia arriba incrementa el riesgo de crecimiento de hongo en 35%.

El HR también se pueden representar de forma gréafica para mostrar su relacion
con otras variables, donde la linea vertical en el numero 1, es la no asociacion. La
figura 5.23 permite evaluar la significancia estadistica a partir de los intervalos de
confianza (IC) de 95 %, mostrados en la tabla 5.26. Cuando el IC 95 % no toca la unidad
(linea vertical) representa un estudio que es estadisticamente significativo, es decir, la
temperatura, la humedad relativa y el pH en el producto afecta significativamente a la

tortilla de maiz adicionada con aceite esencial de tomillo.

HR (IC 95%)
Temperatura °C 1429 (1.332,1.533)

Humedad % 0.958 (0.944,0.973) -

431 (1.179.1.737)
pH 1431 (1.179.1.737) =

0.8 1 1.2 14 16 18 2

Figura 5.23. Covariantes que Afectan a la Tortilla de Maiz.

En la figura 5.24 se muestra la curva de supervivencia global en la que se
representa graficamente como se van descomponiendo las tortillas de maiz conforme
pasa el tiempo. Para las 60 hrs de seguimiento menos del 20 % de las tortillas continda

en buenas condiciones, sin mostrar presencia visible de hongo.

132



Funcion de supervivencia en la media de covariables
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Figura 5.24. Curva de Supervivencia Global Ajustada por los Cofactores.

La figura 5.25 presenta las curvas de supervivencia ajustadas por la Humedad
dentro del empaque y el pH para cada temperatura, es decir, podemos observar como
incrementa la descomposicion de las tortillas en temperaturas de 25 °C, 30 °C, 35°Cy
40°C. Es evidente que a mayor temperatura el producto se descompone mas
facilmente. Para las 60 hrs todas las tortillas a 40 °C se han descompuesto, mientras

que cerca del 80 % de las tortillas a 25 °C contindan en buen estado.
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Supervivencia acumulada
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Figura 5.25. Curva de Supervivencia por Temperatura.
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6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

En este capitulo, se dan respuestas a las preguntas de investigacion y el analisis
de las hipotesis planteadas, de igual manera, si se lograron los objetivos buscados. Asi
mismo, se presentan las conclusiones y recomendaciones resultantes del desarrollo,

validacion y aplicacion de esta investigacion.

6.1. Respuestas a las Preguntas de Investigacion.

En esta seccion, se analiza si se respondio a las dos preguntas de investigacion

planteadas en este estudio. La primera pregunta fue:

¢En que grado los aceites esenciales de Clavo de olor, Tomillo y Hierba limén

inhiban el crecimiento del hongo Aspergillus Flavus en tortilla de maiz?

Como se planted en el capitulo 4, para poder determinar si los aceites esenciales
inhibieron el crecimiento del hongo Aspergillus Flavus se determiné la concentracion
minima inhibitoria (CMI) de los aceites de Clavo de olor, Tomillo y Hierba limén frente
a cepas de Aspergillus flavus, utilizando la técnica de dilucion de caldo de los aceites a
los cuales se les atribuyé actividad fungistatica, las concentraciones evaluadas fueron
desde; el 2.0% hasta el 0.3% de aceite esencial de Clavo de olor, del 2.0% hasta el
0.05% para el aceite esencial de hierba limon, y del 2% hasta el 0.02% para el aceite
esencial de tomillo. En cinco dias de incubacion, se midié el area de crecimiento
micelial. EI mejor efecto antifUngico se observé en el aceite esencial de Tomillo rojo
(Thymus vulgaris) con una concentracion minima de inhibicion (CMI) de 0.05%. El
aceite esencial de hierba limén (Cymbopogon flexuosus) mostré una concentracion
minima de inhibicion de 0.08%, mientras que el aceite esencial de clavo (Sysygium
aromaticum) mostro el mayor porcentaje de concentracion de 0.6%. Todos los aceites
evaluados tuvieron efecto fungistatico. Siendo el mas efectivo por el porcentaje de
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concentracion el aceite esencial de Tomillo. Con respecto a la primera pregunta de
investigacion, la respuesta a esta seria si, los aceites esenciales inhiben el crecimiento

del hongo Aspergillus Flavus en diferentes concentraciones.

La segunda pregunta fue:

¢De qué manera la aplicacion de los aceites esenciales de Clavo de olor, Tomillo
y Hierba limén como conservador de alimentos en tortila de maiz, no afecta

significativamente las propiedades del producto y preserva la vida de anaquel?

La concentracion minima inhibitoria mas baja que resulté fue de 0.05% del aceite
esencial de tomillo en las pruebas in vitro. Razén por lo cual se decidié usar solo el
aceite esencial de Tomillo en las pruebas de vida acelerada (pruebas in vivo) para no
afectar el sabor del producto final. Se us6 un modelo de superficie de respuesta donde
los factores fueron la concentracion del aceite esencial de tomillo (0.05% - 0.1%),
agregando tiempo de empaque del producto (0 min-30 min) con tres réplicas cada
experimento y a una temperatura de almacenamiento de 28 °C. El andlisis arrojé que
la concentracion ideal para la tortilla de maiz adicionada con aceite esencial de tomillo
es de 0.09% con 31 minutos de tiempo de empaque, a esa concentracién de aceite no

se afectan las propiedades del producto y se preserva la vida de anaquel.

6.2. Analisis de las Hipdtesis de Investigacion

En esta seccion se realiza el analisis de las dos hipotesis planteadas, lo cual le
da validez y fundamento a la investigacion desarrollada. La primera hipétesis se plante6

de la siguiente manera:
El uso de los aceites esenciales de Clavo de olor, Tomillo y Hierba limén como

conservadores organicos preserva la vida de anaquel de la tortilla de maiz; inhibiendo

el crecimiento de hongos.
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Esta hipotesis de investigacion, se planted con la finalidad de determinar si
al adicionar aceite esencial a la tortilla maiz este sirve como un conservador
inhibiendo el crecimiento de hongos y preservando la vida de anaquel del

producto. Se usé la dependencia de la temperatura empleando Arrhenius.

Usando la constante de velocidad de reaccion (k), la constante de los
gases ideales (R), la energia de activacion (E,), el factor pre-exponencial (4) y la
temperatura absoluta en Kelvin (T), se obtuvo la ecuacion de una linea recta. Se
compard la eficiencia del aceite esencial de tomillo y del propionato de sodio y se
obtuvo que 104 hrs es el tiempo pronosticado de vida para la tortilla de maiz
adicionada con aceite esencial de tomillo al 0.09% a una temperatura de 21 °C, y
98 hrs es el tiempo pronosticado de vida para la tortilla de maiz adicionada con
propionato de sodio al 0.2% a una temperatura de 21 °C y bajo las mismas
condiciones. Con el desarrollo, aplicacion y resultados obtenidos en esta
investigacion, se concluye que la primera hipétesis planteada es verdadera y

aceptada.

La segunda hipoétesis se plante6 de la siguiente manera:

A través de Metodologias de la Ingenieria de Confiablidad, es posible
evaluar la efectividad de los aceites esenciales de Clavo, Tomillo y Hierba limén
como conservadores de alimentos, minimizando el efecto de crecimiento de

hongos en la tortilla de maiz y maximizando su vida en anaquel.

La probabilidad de que la tortilla de maiz adicionada con aceite esencial de
tomillo permanezca con la calidad requerida a lo largo del tiempo, fue evaluada
considerando diferentes relaciones de vida-esfuerzo, una de ellas la dependencia
con la temperatura, usando el modelo de Arrhenius, y la otra usando la relacion

temperatura-humedad. Se combiné la distribucion de probabilidad de Weibull con
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la relacion Arrhenius obteniendo una funcion de distribucion acumulada de tiempo
de fallo F(t) y la probabilidad de que el producto cumpla con la funcién para la
cual fue disefiado R(t), teniendo como resultado la probabilidad acumulada de
gue el producto viva menos de 72 horas a 21 °C de 0.1764 y la probabilidad de
gue el producto cumpla satisfactoriamente con la funcién para la cual fue disefiado
de 0.8235. De igual manera se combind la distribucion de probabilidad de Weibull
con la relacion temperatura-humedad obteniendo F(t) y R(t), teniendo como
resultado la probabilidad acumulada de que el producto viva menos de 72 horas
de 0.2019 a 21 °C con una humedad relativa de 37% dentro del empaque y la
probabilidad de que el producto cumpla satisfactoriamente con la funcion para la
cual fue disefiado de 0.7980, por lo tanto, se concluye que la segunda hipotesis

planteada es verdadera y aceptada.

6.3. Verificaciéon del Objetivo de la Investigacion

El objetivo planteado en esta investigacion fue el siguiente:

El objetivo general de esta investigacion, es evaluar la eficiencia de los
aceites esenciales de Clavo de olor, Tomillo y Hierba Ilimén como
bioconservadores mediante ingenieria de confiabilidad para determinar el tiempo
en que se produce un deterioro en la calidad de la tortilla de maiz y asi garantizar

las condiciones de conservacion del producto.

En los capitulos 3 y 4 se desarrolld la metodologia y se determiné el
modelo a usar en esta investigacion, se determind in vitro la concentracién minima
inhibitoria de aceite esencial de clavo de olor, tomillo y hierba limon que inhibe el
crecimiento del hongo Aspergillus flavus. A partir de este punto se hicieron
pruebas in vivo donde se determiné las concentracién optima de aceite esencial
de Tomillo que necesita una tortilla de maiz, asi como el tiempo de empaque ideal

donde se maximiza la vida de anaquel del producto, una vez determinado la
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concentracion, se realizaron las pruebas de estrés necesarias para pronosticar la
vida de la tortilla en diferentes condiciones, es decir, en diferentes escenarios
donde se veria expuesto el producto, como temperatura, humedad, pH. La
aplicacién de la metodologia y su implementacion real confirma que el objetivo
planteado se cumplié y el modelo presentado cumple con las expectativas para lo

gue fue propuesto.

6.4 Conclusiones

Se presentan varias conclusiones de las aportaciones al conocimiento de
esta investigacion. A nivel mundial la prevalencia del cancer, alcanza cifras
alarmantes. Los sistemas de salud estan obligados a indagar las posibles causas
y factores de riesgo asociados con la oncogénesis, las aflatoxinas pertenecen a
la familia de las micotoxinas, que son sustancias quimicas producidas por cepas
toxigénicas de hongos, principalmente Aspergillus flavus. Estas sustancias
pueden causar enfermedad y muerte, tanto en animales como en seres humanos.
La ingestibn de aflatoxinas puede producir una enfermedad conocida como
aflatoxicosis. La aflatoxina B1 es el factor que acelerar el cancer, y es ademas el
tipo de aflatoxina que provoca mayores cambios repentinos y permanentes en los
genes. En México se han desarrollado normatividades para regular la incidencia
de aflatoxinas en cereales. En 2008 se emitio la Norma Oficial Mexicana NOM-
247-SSA1-2008 que indica que el limite maximo permisible de aflatoxinas en
cereales es de 20 ug/kg tanto para el consumo humano como de animales; indica
gue el limite maximo de aflatoxinas en harina de maiz nixtamalizado y masa para
tortillas es de 12 pg/kg. Sin embargo, es notable observar que no existe una
regulacion. Las aflatoxinas carecen de sabor y olor, son resistentes al calor,
soportan entre 260 °C y 320 °C sin descomponerse y a procesos como coccion,

ultrapasteurizacion, nixtamalizacion y fermentacion.

Investigaciones han demostrado que los alimentos contaminados por

aflatoxinas pueden ser detoxificados mediante el uso de sales inorganicas como
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el propionato de sodio, poniendo atencidén que las cantidades no sobrepasen los
niveles permitidos por la normatividad, segun la NOM-187-SSA1/SCFI-2002, no
existe un limite maximo al agregar propionato de sodio a tortillas de maiz, lo deja

a consideracion de las buenas practicas de fabricacion del empresario.

Resultados de estudios, publicados en Science Translational Medicine,
alertan que este conservador, podria estar relacionado al aumento de los niveles
de varias hormonas que estan vinculadas con el riesgo de obesidad, diabetes,
entre otras enfermedades. Hoy en dia la preocupacion por consumir alimentos
saludables y naturales, libres de aditivos y conservantes quimicos ha

incrementado, esto sirve de inspiracion para poder soportar esta investigacion.

Las propiedades de los aceites esenciales derivados de las plantas han
sido reconocidas empiricamente durante siglos, pero cientificamente confirmadas
sblo recientemente, encontrando que pueden ser utilizados como agentes
antimicrobianos y antioxidantes en los productos alimenticios tanto para prolongar
su vida utii como para mantener y potenciar su calidad y caracteristicas
organolépticas. En esta investigacion se usaron tres diferentes tipos de aceites
esenciales, aceite esencial de tomillo, clavo de olor y hierba limén donde se evalu6
su actividad fungistatica. Se determiné la concentracibn minima inhibitoria para
los tres diferentes aceites esenciales mostraron potencial fungistatico en
diferentes concentraciones para inhibir el crecimiento micelial del hongo
Aspergillus Flavus, siendo estas concentraciones 0.6% para el aceite esencial de
Clavo de olor, 0.08% para el aceite esencial de Hierba limon, y 0.05% para el
aceite esencial de Tomillo, siendo este ultimo el de mayor efectividad dado por la
concentracion mas pequefia que se uso para inhibir el crecimiento del hongo. Se
uso solé6 el aceite esencial de Tomillo para las pruebas in vivo en tortilla de maiz,
usando un disefio factorial donde las variables fueron la concentracion de aceite
esencial y el tiempo de empaque, se encontrd que la concentracion ideal para la
tortilla de maiz adicionada con aceite esencial de tomillo como bioconservador es

de 0.09% con un tiempo de empaque de 31 min después de su fabricacién.
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Posteriormente se realizaron las pruebas de vida acelerada con tres diferentes
modelos, relacibn temperatura donde se usa el modelo de Arrhenius
pronosticando el tiempo de falla con respecto a la temperatura. En modelo
Temperatura-Humedad, donde las variables de estrés son la temperatura y la
humedad relativa para pronosticar el tiempo de falla y el modelo de riesgo

proporcional de Cox.

A lo largo de este trabajo de investigacion se ha podido ver la importancia
qgue juega hoy en dia el disefio de pruebas de vida aceleradas en el area de la
industria, donde se requiere de una gran cantidad de productos para operar
durante un largo periodo de tiempo. Las siguientes son algunas de las
conclusiones relevantes al implementar los diferentes modelos. Para la relacion

Temperatura.

1) Los tiempos de fallos de la tortilla de maiz adicionada con aceite

esencial de tomillo son menores cuando esta es expuesta a temperaturas altas.

2) La vida util estimada de la tortilla de maiz adicionada con aceite
esencial de tomillo (0.09%) a 21°C es de 104 hrs. En comparacion con una tortilla
de maiz adicionada con propionato de sodio al 0.2% es de 98 hrs. No existe
evidencia suficiente que garantice que sea usado menos del 0.2% de propionato
de sodio, debe tenerse en cuenta que todo se abandona a las buenas practicas

del fabricante.

3) Las relaciones de Arrhenius con los modelos, Exponencial, Weibull
y Lognormal son aplicables para analizar los tiempos de fallos con la temperatura
como variable aceleradora. Una vez realizado el andlisis estadistico para
seleccionar el mejor ajuste de entre los modelos Arrhenius-Exponencial,
Arrhenius-Weibull y Arrhenius-Lognormal, éste altimo es el mas adecuado para
modelizar los tiempos de fallos de la tortilla de maiz. Pero para mayor comodidad
se uso el modelo Arrhenius-Weibull porque en la industrial es uno de los modelos

con mayor utilidad para establecer tiempos de garantias.
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Con respecto la relacion Temperatura-humedad

4) A partir de pruebas de vida acelerada con esfuerzos escalonados,
se obtuvo la informacién necesaria para determinar el plan Optimo para una
prueba acelerada con dos esfuerzos escalonados, temperatura y humedad
siguiendo el procedimiento desarrollado en este trabajo de investigacion.

5) Los tiempos de fallos de la tortilla de maiz adicionada con aceite
esencial de tomillo son menores cuando esta es expuesta a temperatura y

humedad relativa alta.

6) La vida util estimada de la tortilla de maiz adicionada con aceite
esencial de tomillo (0.09%) a 21°C y a un tiempo de empaque después de 30 min
de enfriamiento (HR 37.4%) es de 104 hrs.

7) El factor de aceleracion es de 2.72, es decir, una tortilla de maiz
adicionada con aceite esencial de tomillo al 0.09% empaquetada a los 30 min
después de su fabricacion y expuesta a 21 °C dura 2.72 veces mas que una tortilla
de maiz de las mismas caracteristicas empaquetada inmediatamente después de

su fabricacion (0 min) y expuesta a 40 °C.

8) La probabilidad acumulada de que el producto viva menos de 72
horas a 21 °C es de 0.20109.

9) La funcion de confiabilidad calculada es de 0.7980, es decir la
probabilidad de que el producto cumpla satisfactoriamente con la funcién para la
cual fue disefiado, tortilla de maiz con aceite esencial de tomillo a 0.09% como
bioconservador durante 72 horas a 21 °C a un tiempo de empaque de 30 min es
del 79.8%.
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6.5. Ventajas y Desventajas del Modelo Propuesto

El modelo propuesto, presenta las siguientes ventajas y desventajas en la

implementacion.

6.5.1. Ventajas del Modelo Propuesto

Las pruebas aceleradas, consisten en una variedad de métodos para
acortar la vida de un producto o para alargar su degradacion. Las principales
ventajas son:

1) Con las pruebas de vida acelerada se pueden obtener datos
rapidamente, los cuales, modelados adecuadamente y analizados, proporcionan
informacion deseada sobre la vida de un producto bajo condiciones normales de
uso.

2) Las fallas se presentan rapidamente en este tipo de pruebas, ya que
los niveles de esfuerzo se incrementan sucesivamente.

3) Si la variable de estrés es la temperatura (T), la relacion de
Arrhenius, es la ideal para pronosticar tiempos de fallos a diferentes temperaturas.

4) Si se modela la vida de un producto mediante una distribucion
Weibull y se combina con la relacién Arrhenius, al modelo se le llama modelo
Arrhenius-Weibull, describe la vida de una unidad como funcién del esfuerzo
constante. El parametro de forma de la distribucion Weibull 8 provee una filosofia
de falla y modela el tiempo de vida de la tortilla de maiz, que no varia con el
esfuerzo.

5) La distribucion Weibull es muy importante en teoria de la
confiabilidad por ser una distribucion muy versatil que puede aproximarse
cualquier distribucion.

6) Comprender y cuantificar los efectos de la temperatura, humedad y
otros factores en la vida de la tortilla de maiz.

7) Desde el punto de vista estadistico permite realizar una mejor
modelacién del tiempo de vida del producto en estudio.

8) El modelo para prueba de vida acelerada ajusta adecuadamente a
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los datos de vida de la tortilla de maiz, permitiendo dar una buena estimacion de
la distribucién de vida, como lo muestran las pruebas realizadas en esta
investigacion Con la estimacion de la distribucion de vida, se pueden tomar
decisiones acerca de la garantia de la tortilla de maiz adicionada con aceite

esencial de tomillo.

6.5.2. Desventajas del Modelo Propuesto

Durante la fabricacion y almacenamiento los alimentos son expuestos a una
gran variedad de condiciones ambientales. Factores tales como la temperatura, la
humedad, el pH de la materia prima, la luz, entre otros y estos pueden
desencadenar varios mecanismos de reaccidon que pueden conducir a la
degradacion del alimento, sin ser considerados en el analisis. Como consecuencia
de estas reacciones los alimentos pueden alterarse causando el deterioro del

producto pudiendo ser de origen quimico, fisico o microbioldgico.

6.6. Recomendaciones

1) Difundir la utilizacion de modelos matematicos de supervivencia en
alimentos.

2) Incentivar el uso de bioconservadores en alimentos, debido a que, de
acuerdo a la literatura revisada los conservadores quimicos, pueden
provocar dafios a la salud y no existe una regulacion.

3) Se recomienda ampliamente establecer certidumbre en la utilizacién de
conservadores quimicos eliminando el término de buenas practicas de
fabricacion.

4) Ademas del modelo desarrollado en esta investigacion, se recomienda la
aplicaciébn para otro tipo materiales involucrados en operaciones de

degradacion, tales como luz, materias primas, etc.
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6.6.1. Futuras Investigaciones Sugeridas

Como consecuencia de este trabajo de investigacion se puede plantear
algunas extensiones y estudios futuros:

1) Desarrollar nuevas modificaciones al modelo utilizando otras
variables de estrés, como pH, diferentes tipos de materia prima, entre otras.

2) Realizar un analisis sensorial para modelar la probabilidad de
rechazo del producto en diferentes concentraciones de aceite esencial de tomillo.

3) Considerar otros tipos de aceites esenciales.

4) Considerar otros tipos de productos, tales como “totopos”, harina
para tortillas, tortillas tostadas, entre otros productos.

5) Realizar un estudio econdémico para saber la factibilidad de poner en

marcha el proyecto.
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ANEXO

Tabla A. Datos de Vida de la Tortilla de Maiz Adicionada con Aceite Esencial de
Tomillo, Temperatura, Humedad y pH.
Humedad

Relativa pH Vida Hrs. Bad-Good
%

Temperatura

°C

25 63 3 60 0
25 63 3 72 1
25 63 3 72 1
25 63 3 78 1
25 63 3 72 1
25 63 3 72 1
25 63 3 54 0
25 63 3 72 1
25 63 3 78 1
25 63 3 72 1
25 52 4 60 0
25 52 4 108 1
25 52 4 60 0
25 52 4 76 1
25 52 4 102 1
25 52 4 78 1
25 52 4 80 1
25 52 4 60 0
25 52 4 76 1
25 52 4 96 1
25 37 5 84 1
25 37 5 72 1
25 37 5 60 0
25 37 5 90 1
25 37 5 72 1
25 37 5 90 1
25 37 5 78 1
25 37 5 78 1
25 37 5 90 1
25 37 5 66 0
25 35 6 72 1
25 35 6 84 1
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Tabla A. Datos de Vida de la Tortilla de Maiz Adicionada con Aceite Esencial de

Tomillo, Temperatura, Humedad y pH (Continuacién).

Temperatura Hume.dad :
°C Relstlva pH Vida Hrs. Bad-Good
(0]
25 35 6 78 1
25 35 6 84 1
25 35 6 72 1
25 35 6 90 1
25 35 6 84 1
25 35 6 90 1
25 35 6 72 1
25 35 6 72 1
30 63 4 68 0
30 63 4 74 1
30 63 4 62 0
30 63 4 62 0
30 63 4 74 1
30 63 4 62 0
30 63 4 68 0
30 63 4 80 1
30 63 4 60 0
30 63 4 62 0
30 52 5 60 0
30 52 5 72 1
30 52 5 84 1
30 52 5 72 1
30 52 5 60 0
30 52 5 72 1
30 52 5 72 1
30 52 5 60 0
30 52 5 72 1
30 52 5 78 1
30 37 6 72 1
30 37 6 78 1
30 37 6 60 0
30 37 6 60 0
30 37 6 60 0
30 37 6 84 1
30 37 6 78 1
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Tabla A. Datos de Vida de la Tortilla de Maiz Adicionada con Aceite Esencial de

Tomillo, Temperatura, Humedad y pH (Continuacién).

Temperatura Hume.dad :
°C Relstlva pH Vida Hrs. Bad-Good
(0]
30 37 6 60 0
30 37 6 78 1
30 37 6 78 1
30 35 3 78 1
30 35 3 84 1
30 35 3 78 1
30 35 3 78 1
30 35 3 72 1
30 35 3 74 1
30 35 3 90 1
30 35 3 96 1
30 35 3 102 1
30 35 3 84 1
35 63 5 48 0
35 63 5 48 0
35 63 5 60 0
35 63 5 54 0
35 63 5 54 0
35 63 5 48 0
35 63 5 48 0
35 63 5 54 0
35 63 5 48 0
35 63 5 48 0
35 52 6 54 0
35 52 6 54 0
35 52 6 60 0
35 52 6 64 0
35 52 6 54 0
35 52 6 60 0
35 52 6 54 0
35 52 6 54 0
35 52 6 64 0
35 52 6 54 0
35 37 3 54 0
35 37 3 66 0
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Tabla A. Datos de Vida de la Tortilla de Maiz Adicionada con Aceite Esencial de

Tomillo, Temperatura, Humedad y pH (Continuacién).

Temperatura Hume.dad :
°C Relstlva pH Vida Hrs. Bad-Good
(0]
35 37 3 54 0
35 37 3 78 1
35 37 3 72 1
35 37 3 78 1
35 37 3 72 1
35 37 3 84 1
35 37 3 54 0
35 37 3 60 0
35 35 4 78 1
35 35 4 66 0
35 35 4 78 1
35 35 4 60 0
35 35 4 72 1
35 35 4 72 1
35 35 4 66 0
35 35 4 60 0
35 35 4 60 0
35 35 4 60 0
40 63 6 40 0
40 63 6 32 0
40 63 6 32 0
40 63 6 36 0
40 63 6 32 0
40 63 6 36 0
40 63 6 32 0
40 63 6 40 0
40 63 6 36 0
40 63 6 36 0
40 52 3 48 0
40 52 3 40 0
40 52 3 52 0
40 52 3 56 0
40 52 3 44 0
40 52 3 52 0
40 52 3 48 0
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Tabla A. Datos de Vida de la Tortilla de Maiz Adicionada con Aceite Esencial de
Tomillo, Temperatura, Humedad y Ph (Continuacion).
Humedad

Relativa pH Vida Hrs. Bad-Good
%

Temperatura

°C

40 52 3 56 0
40 52 3 54 0
40 52 3 56 0
40 37 4 52 0
40 37 4 56 0
40 37 4 48 0
40 37 4 56 0
40 37 4 48 0
40 37 4 52 0
40 37 4 56 0
40 37 4 48 0
40 37 4 52 0
40 37 4 48 0
40 35 5 52 0
40 35 5 52 0
40 35 5 56 0
40 35 5 48 0
40 35 5 48 0
40 35 5 52 0
40 35 5 52 0
40 35 5 52 0
40 35 5 52 0
40 35 5 48 0
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CARTA CESION DE DERECHOS

En Ciudad, Juarez, Chihuahua, México, siendo el dia 1 de septiembre del afio 2021, la
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Divisién de Estudios de Posgrado e Investigacion, manifiesta que es la autora intelectual
del presente trabajo de Tesis bajo la direccién del Dr. Manuel Alonso Rodriguez Morachis
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de investigacion.

Los usuarios de la informacion no deben reproducir el contenido textual, graficas o datos
del trabajo sin el consentimiento expreso de la autora y/o director del trabajo. Este puede
ser obtenido escribiendo a la siguiente direccién: yuliana.mp@cdjuarez.tecnm.mx. Si el

permiso se otorga, el usuario debera dar el agradecimiento correspondiente y citar la
fuente del mismo.
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M.C. Inocente Yuliana Meléndez Pastrana



