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Resumen
El presente estudio tuvo la finalidad de aislar y caracterizar bacterias acido lacticas de dos fenotipos de
quinua (variedad Tunkahuan): blanca y roja, para la bioconservacién de dos hortalizas: brdcoli (Brassica
oleracea var. Itdlica) y calabacin (Cucurbita pepo) considerando diferentes concentraciones de solucion
probidtica, siendo una idea novedosa que da apertura a nuevas investigaciones para el desarrollo de
métodos técnico ecoldgicos en la bioconservacidn de hortalizas minimamente procesadas. La
investigacion se llevé a cabo en los laboratorios de las Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE sede
Santo Domingo. El aislamiento de bacterias probidticas se realizé de mostos fermentados de quinua a
las 72 horas, y se sembrd en agar MRS. La solucion bacteriana se prepard con caldo MRS suspendiendo
en un buffer de acido citrico/citrato de sodio y las concentraciones probidticas se determinaron por
densidad dptica. El modelo estadistico utilizado fue un bifactorial con dos niveles (Hortalizas: brécoli,
calabacin, Concentracidén de la solucién probidtica: 1,0E+07 y 2,0E4+07 UFC/mL) en un disefio de bloques
completamente al azar con 4 tratamientos y 4 repeticiones. Las variables de respuesta del modelo
fueron pH, acidez, sdélidos solubles, pérdida de peso y conteo bacteriano, para los grupos de significancia
se aplicd una prueba de Tukey (p < 0,05). La bacteria aislada del mosto fermentado correspondio a
Lactococcus lactis subsp. lactis. Los resultados mds destacables del estudio demuestran un incremento
de la vida util de las muestras tratadas, observandose la conservacién de las variables evaluadas en los

10 dias de bioconservacién del calabacin y de 5 dias para el brdcoli sin refrigeracién.

Palabras claves: bacterias dcido Idcticas, bioconservacion, hortalizas, quinua, solucion probidtica
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Abstract
The purpose of this study was to isolate and characterize lactic acid bacteria from two phenotypes of
quinoa (Tunkahuan variety): white and red, for the biopreservation of two vegetables: broccoli (Brassica
oleracea var. Itdlica) and zucchini (Cucurbita pepo) considering different concentrations of probiotic
solution, being a novel idea that opens new research for the development of ecological technical
methods in the bioconservation of minimally processed vegetables. The research was carried out in the
laboratories of the University of the Armed Forces ESPE in Santo Domingo. The isolation of probiotic
bacteria was carried out from fermented musts of quinoa at 72 hours, and they were sown on MRS agar.
Bacterial solution was prepared with MRS broth suspended in a citric acid/sodium citrate buffer and
probiotic concentrations were determined by optical density. The statistical model used was a bifactorial
with two levels (Vegetables: broccoli, zucchini, Concentration of the probiotic solution: 1,0E+07 and
2.0E+07 CFU/mL) in a completely randomized block design with 4 treatments and 4 repetitions. The
response variables of the model were pH, acidity, soluble solids, weight loss and bacterial count, for the
significance groups a Tukey test was applied (p < 0.05). The bacteria isolated from the fermented must
corresponded to Lactococcus lactis subsp. lactis. The most notable results of the study show an increase
in the useful life of the treated samples, observing the conservation of the variables evaluated in the 10

days of biopreservation of the zucchini and 5 days for the broccoli without refrigeration.

Keywords: lactic acid bacteria, biopreservation, vegetable, quinoa, probiotic solution
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Capitulo |

Introduccién
En la ultima década gran parte de los paises han destinado sus recursos a potenciar la
produccién agricola, sin embargo, un problema critico que afrontan los agricultores son las pérdidas
poscosechas que hasta la actualidad no han recibido la atencidn requerida. En este contexto, las
pérdidas poscosechas incluye las pérdidas de alimentos en el proceso de distribucién y almacenamiento,
y en términos generales hacen referencia a la pérdida de la calidad y contenido nutricional de los

mismos (Kumar & Kalita, 2017).

En Ecuador, este problema no es ajeno a la realidad ya que las pérdidas poscosecha ascienden al
40%; esto es debido a la falta de conocimiento, tecnologia inadecuada e infraestructura deficiente para
el proceso de almacenamiento, lo que sugiere pérdidas abismales en especial para los productos
horticolas y fruticolas del pais, los cuales son mas susceptibles al deterioro por almacenamiento debido
a que parametros especificos como temperatura y humedad incrementan su tasa de deterioro (FAO,
2019). Este es el caso de ciertas hortalizas como el brécoli y el calabacin los cuales son susceptibles al
deterioro en cortos periodos de tiempo que van de 2 a 5 dias y que la aplicacion de bajas temperaturas

afecta la integridad de los mismos.

En este sentido, la implementacion de tecnologias que permitan incrementar la vida atil de
productos horticolas y que se ajusten a la tendencia de alimentos libres de conservantes quimicos es
necesaria para afrontar la realidad que atraviesa el pais. Por lo que una alternativa novedosa es la
bioconservacion que se basa en el empleo de microorganismos capaces de producir compuestos con

actividad antimicrobiana natural.

Los microorganismos mayormente utilizados para desempenfar esta tarea son las bacterias acido

lacticas (BAL) las cuales son muy bien caracterizadas y su potencial para producir acido lactico y algunos
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compuestos antimicrobianos como las bacteriocinas incentiva su aplicabilidad en productos horticolas
para incrementar caracteristicas organolépticas y extender la vida util de los productos (Singh, 2018).
Ademds, las BAL son catalogados como microorganismos no patégenos y seguros para el consumo lo
gue motiva su aplicacidn a productos horticolas al no generar una accién independiente a la deseada

que es la bioconservacién.

Las BAL al ser un género ampliamente distribuido se pueden obtener de la fase media y tardia
de la fermentacion de diversos productos e incluso se ha observado la obtencién de BAL a partir de
granos germinados, este es el caso de la quinua la cual representa en la actualidad un atractivo
novedoso debido a su elevado contenido nutricional y su perfil de aminoacidos, es asi que varios
estudios realizados fuera del pais han destacado la presencia de Lactococcus lactis con una elevada

actividad antimicrobiana de la fermentacidon espontdnea de harinas de quinua.
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Objetivos
Objetivo general
Aislar y caracterizar bacterias acido lacticas obtenidas de la fermentacidn discontinua de quinua
blanca y roja (Chenopodium quinuoa), para la bioconservacion de brdcoli (Brassica olerace var. italica) y

calabacin (Cucurbita pepo).

Obijetivos especificos
Caracterizar las propiedades fisico-quimicas y microbioldgicas de las muestras fermentadas de

quinua blanca y roja.

Aislar e identificar bacterias acido lacticas presentes en la fermentacidn discontinua de quinua

blanca y roja.

Evaluar el efecto de la aplicacién de diferentes concentraciones de bacterias acido lacticas en la

bioconservacion de brdcoli (Brassica olerace var. italica) y calabacin (Cucurbita pepo).

Determinar mediante analisis fisicoquimico y microbiolégico la influencia del bioconservante

aplicado en las hortalizas.
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Hipdtesis
Hipotesis del Factor A (Hortalizas)
Ho: La aplicacién de bacterias acido lacticas no influye sobre la bioconservacién de brécoli y

calabacin.

Ha: La aplicacion de bacterias acido lacticas si influye sobre la bioconservacion de brécoliy

calabacin.

Hipdtesis para el Factor B (Concentraciones de BAL)
Ho: La aplicacién de diferentes concentraciones de bacterias acido lacticas, no influye en la

bioconservacion de brécoli y calabacin.

Ha: La aplicacidon de diferentes concentraciones de bacterias acido lacticas, si influye en la

bioconservacion de brdcoli y calabacin.
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Capitulo Il

Revision de Literatura
La quinua
Generalidades
La quinua es una planta herbacea autéctona de la regidon andina de América del Sur. La especie
se considerd un alimento sagrado para la civilizacién Inca. Sin embargo, en el periodo colonial el cultivo
de quinua fue remplazado por otros cereales, no obstante, la prevalencia de ciertos cultivos en tierras
comunales, permitid el desarrollo de diferentes variedades de quinua que ofrecen varios perfiles

nutricionales, asi como diferentes aspectos visuales (Angeli et al., 2020).

Las semillas de quinua son de forma esférica y tiene un didmetro de 1.4 a 1.6 mm. En la parte
exterior la semilla esta formada por un pericarpio de dos capas. En el interior, un embridn curvo con un
eje hipocétilo radicular. Los componentes proteicos y lipidicos de la semilla de quinua se localizan en el

embriéon (Gdmez-Ramirez et al., 2017).

La produccidn de quinua en la ultima década ha incrementado notablemente, debido al aporte
de varios estudios que han destacado el valor nutricional y funcional de este cereal, lo que ha
incentivado a la industria alimentaria a implementar el uso de quinua para potencializar el perfil
nutricional de varias matrices alimentarias. Ademas, en la composicion lipidica de la quinua se destaca la
presencia de acidos grasos poli saturados, lo que representa un aporte significativo a la dieta del

consumidor (Zambrano & Solorzano, 2019).

Taxonomia
La quinua pertenece al género Chenopodium que comprende al menos 150 especies anuales
distribuidas por todo el mundo. En América del Sur, prevalece la especie Chenopodium quinoa que ha

sido utilizada para varios programas de propagacion (Sukhorukov & Zhang, 2013).
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Tabla 1

Clasificacion Taxonomica de la Quinua

Reino Plantae
Dominio Eukarya
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Subclase Caryophyllidae

Orden Caryphyllales

Familia Chenopodiaceae

Genero Chenopodium

Especie Chenopodium quinua

Fuente: Recuperado de (Wilson, 1980).
Variedades

En Ecuador, la creacién del Banco Nacional de Germoplasmas de quinua por el Instituto Nacional
de Investigacion Agropecuaria (INIAP), permitié en 1992 la liberacién de dos variedades de quinua de
bajo contenido de saponinas “INIAP Ingapirca” e “INIAP Tunkahuan”, asi también en 2007, se liberé la
variedad “INIAP Pata de Venado”, que se caracterizo por su excelente adaptacién y produccién en
ambiente de altura. Sin embargo, en la actualidad, la variedad INIAP Tunkahuan es de mayor uso por los

agricultores de la regién andina del pais (Hinojosa et al., 2021).

Produccién de quinua

La quinua es un cultivo con un equilibrado perfil de aminoacidos en comparacion con otros

cereales comunes. Esta especie crece en una amplia gama de condiciones climaticas, por lo que, en los
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ultimos afos se ha observado una tendencia a la siembra de quinua en varios paises como Francia,

Inglaterra, Suecia, Dinamarca, China, Estados Unidos y Canada (Maliro et al., 2017).

En Ecuador, la produccién de quinua se focaliza en la regién interandina del pais, esto por las
caracteristicas agroecoldgicas y climaticas del entorno, que limita la propagacién de enfermedades y
plagas a los cultivos de quinua. Sin embargo, a pesar de la versatilidad del cultivo, la produccién de
quinua fue constante y no superaba las 1000 t antes del 2010, no obstante, en 2015 la produccion de
guinua supero las 12 000 t. Este aumento se debe a la implementacion de politicas gubernamentales

que incentivaron la produccion de quinua en el pais (McElhinny et al., 2007).

El area total de quinua sembrada es de 2 057 ha, y los cultivos se focalizan en las provincias de
Chimborazo, Cotopaxi, Imbabura, Carchiy Pichincha (Hinojosa et al., 2021).

Tabla 2

Produccion de Quinua en Ecuador

Provincia Superficie sembrada (ha) Produccion (t)
Carchi 68.6 197.25
Chimborazo 1549.92 1968.59
Cotopaxi 634.17 1778.18
Imbabura 669.4 551.27
Pichincha 35.00 9.55

Fuente: Recuperado de (Hinojosa et al., 2021).
Composicion de las semillas de quinua

La composicién de las semillas de quinua es variada y en muchas ocasiones esta en funcion de la
localidad en la que se desarrollé el cultivo. A nivel mundial, se han reportado resultados versatiles en lo

gue respectan los nutrientes y aminoacidos que posee las semillas de quinua, por ejemplo, la quinua
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cultivada por Craine & Murphy (2020) en el estado de Washington, demostré un contenido de 69.56 %

de carbohidratos totales, 10.04 % de proteina cruda, 6.41 % de humedad y 2.70 % de cenizas.

A nivel nacional los resultados obtenidos del analisis composicional de las semillas de quinua por

parte del Departamento de Ciencias de Alimento y Biotecnologia (DECAB) de la Escuela Politécnica

Nacional en el 2016 se destacan en la Tabla 3.

Tabla 3

Andlisis proximal de las semillas de quinua

Parametro Método Resultado
Humedad (%): AOACC925.10 15.48
Cenizas (%): AOACC923.03 2.25
Extracto Etéreo AOAC920.85 5.61
Proteina (%): AOAC 2001.11 14.2
Fibra cruda (%): INEN 522 2.34
Carbohidratos totales (%): FAO 62.46
Valor calérico (%): FAO 357

Germinacion de semillas de quinua

La germinacién es un proceso crucial que permite activar la fisiologia, morfologia y actividad

bioquimica de la semilla seca. Este proceso se puede clasificar en tres etapas que son la hidratacion,

activacion y crecimiento radicular (Weitbrecht et al., 2011). La primera etapa de la germinacién consiste

en sumergir las semillas secas en agua, permitiendo la activacidon del metabolismo débil de la semillay

ademas hidratandola. La segunda etapa es un proceso prolongado que se basa en la activacién de
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fitohormonas, nutrientes y la modificacidn de la pared celular. Finalmente, en la Ultima etapa se observa

la elongacién de la radicula.

El proceso de germinacién ha sido aplicado a una amplia gama de semillas, sin embargo, algunas
semillas requieren condiciones especificas de luz u oscuridad. En el caso de la quinua su germinacién se
realiza en presencia de luz y se observa que este proceso genera una alteracion la sintesis y
almacenamiento de proteinas en semillas secas de quinua, el que podria explicarse al caracterizas su
dindmica molecular. Sin embargo, se desconoce el mecanismos molecular involucrado en la germinacién
de semillas de quinua, esto en parte, a que la mayor parte de estudios se han enfocado en caracterizas

la composicién nutricional de estas semillas (Hao et al., 2022).

Fermentacion de semillas

La fermentacidn de cereales y legumbres se puede dividir en tres categorias: fermentacion
natural, inversa y controlada. Por un lado, la fermentacién natural tiene lugar a través de un proceso
secuencial que involucra la competencia de microorganismos y depende de la adaptabilidad y
multiplicacién de microorganismos. La fermentacion inversa consiste en la utilizacién de lote de
fermentacidn previamente exitosos que servirdn como iniciadores de una nueva fermentacion. En
cambio, la fermentacién controlada emplea cultivos iniciadores ya caracterizados como levaduras,

Bacillis sp que hacen de los procesos de fermentacion mas confiables y repetibles (Adebo et al., 2022).

Formulacion de productos a base de quinua

El elevado contenido de aminodcidos, vitaminas y minerales de la quinua, ha incentivado al
sector alimentario a implementar este cereal en la produccion de varios productos de consumo y en
especifico en la elaboracion de bebidas fermentadas que ofrezcan cuantiosos beneficios al consumidor.

El enfoque de incluir el uso de semillas germinadas de quinua en la produccién de bebidas, ha sido
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ampliamente estudiado por varios autores y ha reflejado excelentes resultados en lo que respecta la

viabilidad y caracteristicas funcionales de la bebida (Guevara et al., 2021).

En el estudio de Maldonado-Jibaja et al. (2018), se reporta que la formulacién final de la bebida
a base de quinua era capaz de aportar 9 g de proteinas por cada 200 g de bebida, ademds la vida util del
producto fue de 70 dias a 4 °C. Por otro lado, Guallasamin-Davila et al. (2018), en su investigacion
concluye que el incremento gradual del pH en bebidas de quinua incrementa la solubilidad proteina, no
obstante, el incremento drastico de temperatura desestabiliza la bebida y reduce la solubilidad

proteica.

Bacterias acido lacticas

Generalidades

Las bacterias acido lacticas (BAL) pertenecen a un grupo heterogéneo de bacterias capaces de
desempeiiar un papel importante en los procesos de fermentacion. Las BAL se caracterizan por ser
bacterias grampositivas, inmoviles, tolerantes a entornos 4cidos, no esporulantes, catalasa negativa y
con morfologia de cocos o bacilos, ademas contiene un bajo contenido de guaninas y citosinas (Bintsis,

2018).

Las BAL se catalogan como microorganismos seguros, es decir, no son capaces de producir
ningun tipo de afeccidn al consumidor. Es por ello, que le interés de la industria ha incrementado
notablemente en el desarrollo continuo de procesos, que permitan identificar y sintetizar bacterias
especificas, debido al valor econédmico que se ha atribuido a ciertas especies en particular como
Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis, Bifidobacterium breve entre otras, y el interés creciente de

industrias especificas como la alimentaria y farmacéutica (Kleerebezem & de Vos, 2011).

De hecho, en los ultimos afios, las BAL han desempefiado un papel importante en la industria

alimentaria, ya que la actividad metabdlica de estas bacterias, permite producir de acido lactico a partir
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de la acidificacion de los alimentos, lo que incrementa las caracteristicas organolépticas, valor
nutricional y la vida util de varios productos terminados como bebidas fermentadas, encurtidos, yogurt,
qguesos y entre otros. A su vez, que reduce las sustancias nocivas que incrementan el deterioro del
producto, esto a través de la produccion de acidos orgdnicos y sustancias inhibidores como las
bacteriocinas (Angeli et al., 2020). Por otro lado, el impacto de las BAL en la industria farmacéutica esta
enfocado en la fabricacién de probidticos, siendo asi que en la actualidad se han fabricado peliculas
orales, tabletas, comprimidos y capsulas a partir de especies como Enterococcus faecium,

Levilactobacillus brevis y entre otras (Baral et al., 2021).

Taxonomia y Caracteristicas

La clasificacion taxondmica de las BAL se basa en los rasgos fenotipicos, el rango de temperatura
y el perfil del metabolismo del azlcar, identificandose dos grupos denominados BAL homo y
heterofermentativas. En este caso las bacterias homofermentativas metabolizan los disacaridos para la
formacidn directa de acido lactico casi puro, mientras que las heterofermentativas descomponen la
lactosa para la formacidn de didéxido de carbono, alcohol etilico, perdxido de hidrogeno y diacetilo
ademas del acido lactico (Zapasnik et al., 2022). Por otro lado, Makarova & Koonin (2007), destacan que
la clasificacion de las BAL se debe dar de forma bioldgica mds no taxondmica, ya que las BAL no

comprenden un grupo monofilético de bacterias.

En base a este contexto, seglin Qiao et al. (2022) la ultima reorganizacién taxonémica de las
BAL, sugiere la existencia de 300 especies clasificadas en 7 géneros y en una familia que comprende las
Lactobacillaceae con 31 géneros en el que destacan los Lactobacillus, Paralactobacillus, Convivina,

Pediococcus, Leuconostoc y entre otros.
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Actividad antimicrobiana

Las BAL producen varios componentes que se consideran agentes potenciales para la
bioconservacién de diferentes matrices alimentarias. De hechos, gran parte de las BAL son capaces de
inhibir el crecimiento de ciertos patdgenos y organismos del deterioro, especialmente por la formacidn
de bacteriocinas que se catalogan como péptidos antimicrobianos sintetizados en los ribosomas y con
capacidad de degradar cepas microbianas estrechamente relacionadas, e incluso se ha documentado la
capacidad de este péptido para inhibir bacterias patégenas en varios alimentos como verduras, quesos y
carnes (lbrahim et al., 2021). Ademas caracteristicas particulares de las BAL, como la produccion de
acidos organicos y la acidificacion, limitan el deterioro y la contaminacidn de los alimentos por varios
grupos microbianos que no estan relacionados filogenéticamente, lo que incrementa la vida media del

producto (Gomez-Garcia et al., 2019).

Varias investigaciones han arrojado excelentes resultados de la actividad antimicrobiana de las
BAL, por ejemplo, Ren et al. (2018) en su estudio in vitro reportd que el extracto crudo de Lactobacillus
plantarum aislado de salsa de chile, encurtidos de mostaza y tofu apestoso provocd un efecto
antibacteriano de amplio espectro contra Salmonella y Staphylococcus aureus, lo que sugiere la

presencia de bacteriocinas capaces de permeabilizar la membrana de estos microorganismos patdgenos.

Identificacion molecular

Las herramientas moleculares implicadas en la clasificacién de BAL se basan en la amplificacién
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), el ADN y la secuenciacion. Varios estudios han aplicado
técnicas particulares como el ribotipado, el analisis de restriccion de ADN ribosomal amplificado
(ARDRA) y entre otras tecnologias capaces de discriminar especies de BAL, sin embargo, hasta la
actualidad no existe un método capaz de proporcionar toda la informacion sobre la diferenciacién entre

especies e intraespecies (Sharma et al., 2020).



En la actualidad, la mayor parte de estudios destinados a la clasificaciéon BAL en productos
fermentados, emplean el ADN ribosomal 16S que es un polirribonucleético de 1 500 pb que contiene
gran variabilidad y divergencia génica entre varias especies, ademas de poseer regiones conservadas.
Esta regidn al contener alta diversidad y representar un gran segmento en la secuencia, se cataloga
como un excelente marcado genético con alta aplicabilidad, reproductividad y poder discriminatorio,

ideal para trabajos de para taxonomia y filogenia (Valenzuela-Gonzélez et al., 2015).

Efecto bioconservante de BAL en alimentos

En la actualidad, la demanda por parte del consumidor, de obtener productos minimamente
procesados y libres de conservantes quimicos, ha incentivado a la industria alimentaria a desarrollar
nuevas tecnologias que permitan cumplir con los requerimientos expuestos por el consumidor. Es por
ello, que una alternativa novedosa que ha tomado impulso es la aplicaciéon de BAL en diferentes
matrices alimentarias, a fin de mantener caracteristicas organolépticas, nutricionales y conservar el

producto (Cortés-Sanchez, 2018).

Las BAL son capaces de producir una amplia gama de compuestos organicos y péptidos

antimicrobianos que permiten limitar el desarrollo de varios microorganismos relacionados con la
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descomposicidn de los alimentos. Por ello, estas bacterias han sido utilizadas en varios productos como

frutas, verduras, hortaliza y carnes a fin de generar una accidn bioconservante que mantenga en gran
medida la integridad de los productos. Ademas una caracteristica importante del metabolismo de las
BAL, es la produccion de acido lactico durante la fermentacién, lo que ocasiona un incremento
sustancial del indice de acidez en los productos, a tal punto, de generar un efecto antimicrobiano que
interfiere en el transporte activo y la integridad de membrana de varios microorganismos patdgenos

(Preciado et al., 2013).



Brocoli

Generalidades

El brécoli es un cultivo de invierno que se encuentra distribuido a lo largo de la regién
mediterranea. La produccién de esta especie a nivel mundial ha incrementado notablemente en los
ultimos anos, esto debido a los cuantiosos beneficios que se han atribuido al consumo de brécoli. De
hecho, varios estudios han destacado la presencia de minerales, vitaminas y una serie de compuestos
bioactivos como fenoles, glucosinolatos, acido ascérbico y entre otros, capaces de combatir ciertas
patologias en el ser humano como el higado graso, la diabetes e incluso el brécoli se le ha catalogado

como un agente anticancerigeno (Kim et al., 2021).

34

En Ecuador, la producciéon de brécoli ha incrementado paulatinamente, y en la actualidad es uno

de los principales productos agricolas exportados por el pais. En el mercado internacional, el brécoli

ecuatoriano es exportado a la Unidén Europea y Japén. Es asi que, en el 2018 se reportaron ingresos por

cerca de los 83 millones de ddlares por la comercializacién de esta hortaliza (Duque & Murillo, 2021).

Clasificacion Taxonémica

Tabla 4

Taxonomia del Brocoli

Reino
Division
Clase
Orden
Familia
Género

Especie

Plantae
Magnoliophyta
Magnoliopsida

Brassicales
Brassicaceae
Brassica

Brassica oleracea L.
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Manejo Poscosecha del Brécoli

Del brécoli se cosechan las inflorescencias inmaduras, lo que produce en la planta un estrés
severo que afecta la composicidn nutricional de la hortaliza, identificdndose repercusiones significativas
en el contenido de nutrientes, minerales y la vida util del brécoli. De hecho, se ha documentado que el
brdécoli almacenado a 20 °C tiene una vida util de 3 a 4 dias, mientras que el almacenamiento a 0 °C
permite incrementar la vida Util a 4 semanas, sin embargo, incluso al utilizar este proceso de
almacenamiento se visualizan cambios bioquimicos en la superficie del brécoli, mostrandose una
descoloracion del mismo, esto debido a la perdida de clorofila, lo que sugiere problemas de calidad en la

hortaliza (Narvaez Pallo, 2019).

Calabacin

Generalidades

El calabacin o zucchini pertenece a la familia Cucurbitaceae, la cual contiene otros cultivos
importantes como el zapallo y el pepino que han sido catalogados como cultivos estratégicos por ciertos
paises. Sin embargo, el cultivo de calabacin en los Ultimos afios ha incrementado gradualmente, a tal
punto que en 2014 la produccidn de esta hortaliza alcanzo los 25 millones de toneladas y en la
actualidad representa un cultivo econdmicamente importante (Montero-Pau et al., 2018). La presencia
de una mayor cantidad de cultivos de calabacin se debe al excelente perfil de micronutrientes que
contiene esta especie, pudiendo identificarse mayoritariamente minerales, carotenoides, vitamina Cy
compuestos fenoles, que reflejan una actividad antioxidante, antiinflamatoria y analgésica (Martinez-

Valdivieso et al., 2017).
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En Ecuador la produccidon de calabacin no supera las 16 t/ha y la tendencia al cultivo de esta
especie se centra en la region interandina del pais, pudiendo encontrarse cultivos distribuidos en las

provincias de Pichincha, Loja, Chimborazo y Tungurahua (Rua Carpio, 2022).

Clasificacion Taxonémica

Tabla 5

Taxonomia del Calabacin

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Cucurbitales
Familia Cucurbitoideae
Género Cucurbita
Especie Cucurbita pepo

Manejo poscosecha del calabacin

Una alternativa poscosecha utilizada para la conservacion de hortalizas es el almacenamiento en
frio, sin embargo, existen ciertos cultivares susceptibles al deterioro producto de la aplicacién de esta
tecnologia. Este es el caso del calabacin, el cual, al ser sometido a temperaturas bajas refleja dafios
significativos en su superficie y ademas incrementa la perdida de agua en la hortaliza lo que reduce su
vida util y calidad (Garcia et al., 2020). De hecho varios estudios han reportado que la aplicacién de
temperaturas de 7 a 10 °C permite incrementar la vida util del calabacin a 2 semanas, a pesar de esto la
aplicacién de temperatura por debajo de los 7 °C incrementan drasticamente el deterioro de la especie,

debido al elevado contenido de humedad caracteristico de la hortaliza (Bleoanca et al., 2022).
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Bioconservacion

El concepto de bioconservacion se inspira en la fermentacion de los alimentos utilizados para
conservar alimentos en la antigiiedad, excepto que la fermentacidn implica una transformacién
sustancial del sustrato alimentario, que no suele ser la intencion al disefar sistemas de bioconservacion.
Sin embargo, la bioconservacién se ha expandido con éxito a alimentos no fermentados como mariscos,
carne cruda y productos vegetales no fermentados. Por ejemplo, la bioconservacion de productos
vegetales no fermentados se usa principalmente contra microorganismos de descomposicion como
levaduras, mohos, bacterias formadoras de esporas (Bacillus subtilis, Bacillus licheniformis) y bacterias

patégenas como Listeria monocytogenes (Borges et al., 2022).



Ubicacidn del drea de Investigacion

Capitulo 11l

Materiales y Métodos

Ubicacidn politica
Pais: Ecuador
Provincia: Santo Domingo de los Tsachilas
Cantén: Santo Domingo
Parroquia: Luz de América
Sector: Via Quevedo, Km 24

Ubicacion Ecoldgica
Zona de vida:

Altitud:

Temperatura media:

Precipitacién:
Humedad relativa:
Heliofania:

Suelo:

Bosque humedo tropical
224 msnm

24.6°C

2860 mm/afio

85%

680 horas luz/afio

Franco Arenoso

Fuente: Estacion Agro-meteoroldgica “Puerto lla”, Via Quevedo km 34.

Ubicacién Geogrdfica

El presente trabajo de investigacion se llevd a cabo en los laboratorios de Bromatologia y

Microbiologia de los Alimentos de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE Extensidén Santo

Domingo, ubicado en la Hcda. Zoila Luz, Via Santo Domingo — Quevedo Km. 24, provincia de Santo

Domingo de los Tsachilas.
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Latitud: 00° 24’ 36"
Longitud: 79° 18’ 43"
Altitud: 270 msnm

Figural

Mapa de la ubicacion geogrdfica del drea de investigacion

12900
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Materiales

Determinacion de pH

Tabla 6

Recursos necesarios para la determinacion de pH

40

Equipos Materiales/Insumos Reactivo Muestras
Potencidémetro Vaso de precipitacion (250 mL) Agua destilada Fermentado de quinua
Balanza analitica Mortero y pistilo Brocoli

Probeta (100 mL) Calabacin
Pipeta (10 mL)
Probeta (100 mL)

Determinacidn de la acidez titulable

Tabla 7

Recursos necesarios para la determinacion de acidez titulable

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Potencidmetro Vaso de precipitacién (250 mL) NaOHO0.1 N Fermentado de quinua
Balanza analitica Soporte universal Agua destilada Brocoli
Plancha magnética Mortero y pistilo Calabacin

Bureta graduada (25 mL)
Probeta (100 mL)

Pipeta (10 mL)




Determinacion de sélidos solubles

Tabla 8
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Recursos necesarios para la determinacion de sdlidos solubles

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Refractémetro Pipeta pasteur (3 mL) Agua destilada Fermentado de quinua
Mortero y pistilo Brocoli
Calabacin

Aislamiento e identificacion de bacterias dcido lacticas

Tabla 9

Recursos necesarios para el aislamiento e identificacion de bacterias dcido Idcticas presentes en los

fermentados de quinua

Equipos

Materiales/Insumos

Reactivos Muestras

Camara de flujo laminar
Plancha térmica magnética
Balanza analitica
Microscopio dptico
Incubadora

Autoclave

Vortex

Tubos de ensayos
Asa bacterioldgica
Asa digralsky
Micropipeta
Mechero de alcohol
Portaobjetos

Placas Petri

Frascos para medio

Agar MRS Fermentado de quinua
Agua destilada

Agua de peptona

Cristal violeta

Lugol

Alcohol acetona

Safranina

Aceite de inversion

Perdxido de hidrégeno




Enriquecimiento selectivo de bacterias dcido Idcticas

Tabla 10

Recursos necesarios para el enriquecimiento de BAL
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Equipos

Materiales/Insumos

Reactivos

Muestras

Camara de flujo laminar
Plancha térmica magnética
Balanza analitica
Incubadora

Autoclave

Asa bacterioldgica
Mechero de alcohol
Frascos para medio
Algodon

Probeta

Caldo MRS

Agua destilada

Bacterias aisladas

Bioconservacion de las hortalizas

Tabla 11

Recursos necesarios para la bioconservacion de la solucidn probidtica

Equipos

Materiales/Insumos

Reactivos

Muestras

Camara de flujo laminar
Balanza analitica
Incubadora

Autoclave

Centrifuga
Potencidmetro
Espectrofotometro

Vértex

Tubos de ensayo

Asa bacterioldgica
Mechero de alcohol
Vasos de precipitacion
Atomizador

Probeta

Caldo MRS
Agua destilada
Citrato de sodio
Acido citrico

Alcohol al 96%

Caldo enriquecido




Recuento de poblaciones microbianas

Tabla 12

Recursos necesarios para el recuento microbiano
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Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Camara de flujo laminar Tubos de ensayo Agua de peptona Fermentado de quinua
Plancha térmica magnética Micropipeta Agua destilada Brocoli
Balanza analitica Mechero de alcohol Petrifilm Calabacin
Incubadora Probeta Alcohol al 96%
Contador de colonias Vaso de precipitacién
Balanza analitica
Autoclave
Vortex
Determinacion de la pérdida de peso
Tabla 13
Recursos necesarios para determinar la pérdida de peso
Equipos Materiales/Insumos Muestras
Balanza Papel aluminio Brocoli

Calabacin
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Métodos

Obtencion de la materia prima
Las semillas de quinua (variedad Tunkahuan) se obtuvieron de un distribuidor comercial ubicado

en la Av. Pedro Vicente Maldonado S11-122, Quito.

Por otro lado, las hortalizas utilizadas en la fase experimental, fueron obtenidas del Mercado

Municipal de Santo Domingo de los Tsachilas.

Fermentacion de quinua

La fermentacidn se realizd en base al diagrama de flujo, detallado en la Figura 2.

Figura 2

Diagrama de flujo de la fermentacion de quinua

Semillas de quinua blanca y roja —» RECEPCION
v

PESADO

v
Relacién 1:3 (semillas: agua destilada) —» REMOJO

L 2

GERMINADO (24 h)
v

SECADO
y

MOLIENDA
v

COCCION (30 min a 70 °C)
Correccion de °Brix a 15 T

150 g de cada quinua —»

100 g de quinua en 1 L de agua
gdeq g -

FILTRADO
v
Inoculacion de la levadura —» FERMENTADO (72 HORAS)
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Pesado.
Se pesaron 150 gramos de quinua blanca y roja para cada repeticién, haciendo un total de 900

gramos entre ambos fenotipos de quinua.

Remojo.
El remojo se realizé a temperatura ambiente y consistio en sumergir las semillas en agua
destilada a relacién 1:3 (semillas: agua) por un tiempo estimado de 4 horas (Llacsa Mamani & Cucho

Arapa, 2020).

Germinacion.
Las semillas previamente remojadas se filtraron en un colador para eliminar el exceso de agua, a
continuacién, se depositaron en bandejas de metal y se incubaron a 30 °C por 24 horas. Para mantener

la humedad superficial de la semilla cada bandeja se cubrid con papel estéril humedo (Valencia, 2015).

Secado.
El proceso de secado consistid en exponer las semillas germinadas al sol, hasta que estas estén

libres de humedad.

Molienda.

Se inicid triturando las semillas germinadas en un mortero hasta obtener particulas de menor

tamafio, para posteriormente depositar el triturado en un molino eléctrico, el cual se dejé funcionar

hasta obtener un polvo fino (harina).

Coccidn.
Se disolvié 100 gramos de harina de quinua en 1 litro de agua destilada en un vaso de
precipitacion y se dejé calentar a 70 °C por 20 minutos y con agitacion constante. Al terminar el

calentamiento se realizd una correccion de °Brix afiadiendo sacarosa hasta alcanzar 15 °Brix.
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Fermentacion.

El proceso de fermentacién consto en dos etapas, la primera etapa consistio en activar la
levadura seca comercial (Saccharomyces cerevisae), disolviendo 1 gramo de levadura en 100 mL del
mosto de quinua, luego se dejé reposar la mezcla por 15 minutos a una temperatura de 30 °C. Mientras
gue, en la segunda etapa se inoculd la levadura, para lo cual, en botellas plasticas cubiertas con papel
aluminio y acopladas a una trampa de agua, se vertié 900 mL del mosto de quinua y también los 100 mL
gue contienen la levadura activada. La fermentacion se realizé a temperatura ambiente y durd 72 horas

(Llacsa Mamani & Cucho Arapa, 2020).

Siembras y Aislamiento de bacterias dcido ldcticas

Se prepard diluciones seriadas hasta 10°®, utilizando 1 mL de los fermentados de quinua en
tubos de ensayo con 9 mL de agua peptona (1.5%), posteriormente se sembrd 0,2 mL de las diluciones
10*y 10°® en agar MRS por duplicado utilizando el método de extensidn. Las muestras inoculadas se

incubaron en un rango de temperatura de 35 a 37 °C por un periodo de 48 horas.

Para obtener colonias puras, se subcultivaron las colonias formadas en un nuevo agar MRS y se

sembré utilizando el método por estrias.

Identificacién microbiana

Tincién Gram.

Se recogié un indculo de una colonia bacteriana con el asa bacteriolégica y se homogeneizd en
una gota de agua destilada que previamente habia sido colocada en un portaobjetos, a continuacion, se

fij6 el portaobjetos con calor.

Seguidamente se anadieron varias gotas de cristal violeta por 1 minuto, después lugol por 30

segundos, seguido de alcohol cetona por 15 segundos y safranina por 1 minuto. Finalmente se retird el
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exceso de agua en la muestra y se observo en el microscopio dptico con el lente de mayor aumento y

afiadiendo aceite de inmersion (Ramirez-Lopez & Vélez-Ruiz, 2016).

Prueba de catalasa.
Con una pipeta Pasteur se colocd una gota de perdxido de hidrégeno (3% de solucién) en un
portaobjetos, posteriormente se recogié una colonia bacteriana con el asa bacteriolédgica y se extendid

la muestra y se observo la reaccion generada.

La formacién de burbujas antes de los 20 segundos sugiere que la prueba es positiva (Ramirez-

Lépez & Vélez-Ruiz, 2016).

Secuenciacion y analisis filogenético.
Las bacterias aisladas en caja Petri con medio agar MRS fueron enviadas a Macrogen Inc. de
Corea del Sur para la secuenciacién del ARNr 16S. Las secuencias obtenidas se compararon con el

programa BLASTn.

El analisis filogenético se realizé en el programa MEGA X, utilizando un alineamiento de las
secuencias obtenidas con el algoritmo ClustalW, asi también se realizé un arbol filogenético mediante el
método de Neighbor-Joining utilizando la distancia genética de Tamura-Nei basada en 1000 réplicas

Bootstrap. La bacteria utilizada como grupo externo fue Stapylococcus aureus.

Bioconservacion de hortalizas
Solucién bacteriana.
Se preparo caldo MRS afiadiendo 27,58 gramos en 500 mL de agua destilada para inocular las

colonias bacterianas aisladas a 37 °C por 24 horas (Lépez Paredes, 2021).

A continuacidn, se lavé las soluciones bacterianas con tampén de acido citrico — citrato de sodio

(0,1M; pH 3,8) y se centrifugo a 5 000 rpm por 15 minutos, este proceso se repitio 2 veces.
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Posteriormente se suspendié la solucién lavada en el tampdn de acido citrico — citrato de sodio en

relacion 1:1 de volumen (Russo, 2014).

Para cuantificar la carga bacteriana en la solucién probidtica se realizé por densidad éptica, para

lo cual se midid en un espectrofotémetro la absorbancia de la muestra a 600 nm.

Preparacién de la muestra.
El brécoli y calabacin fueron lavados con agua destilada y acido citrico al 2% respectivamente.
Posteriormente se rocio la solucion bacteriana en ambas muestras. Las hortalizas se conservaron en

fundas durante 10 dias.

Andlisis sensorial
Se realizd un andlisis sensorial con escala heddnica a un jurado de 10 personas no entrenados,

donde se evalué parametros de color, olor y textura de los tratamientos utilizados en el estudio.



Factores del experimento

Tabla 14

Disefio Experimental
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Factores y Niveles a probar en el estudio de la bioconservacion de brocoli y calabacin con bacterias dcido

Idcticas provenientes de quinua

Factores Simbologia Niveles
a0 Brocoli
Hortalizas (A)
al Calabacin
Concentracion de bacterias b0 1,0E+07 UFC/mL
acido lacticas (B) b1 2,0E+07 UFC/mL

Tratamientos a comparar

Tabla 15

Tratamientos a comparar en el estudio de la bioconservacion de brdcoli y calabacin con bacterias dcido

Idcticas provenientes de quinua

N° Interacciones Unidades experimentales
T1 a0bo Brocoli + 1,0E+07 UFC/mL
T2 alb1 Brdocoli + 2,0E407 UFC/mL
T3 albo Calabacin + 1,0E4+07 UFC/mL
T4 albl Calabacin + 2,0E+07 UFC/mL
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Tipo de disefio
Para el andlisis estadistico de este estudio se utiliz6 un ANOVA DBCA con arreglo factorial AxB,
donde el factor A corresponde a las hortalizas y el factor B a las diferentes concentraciones de bacterias

acido lacticas.

Repeticiones
Para el diseio experimental se considerd 4 repeticiones para cada tratamiento, conformando un

total de 16 unidades experimentales.

Andlisis Estadistico

Tabla 16

Esquema del andlisis de varianza (ANOVA) para el estudio de la bioconservacion de brocoli y calabacin

con bacterias dcido ldcticas provenientes de quinua

Fuente de variacion Grados de libertad
Hortalizas a-1 1
Concentracidn de BAL b-1 1
Hortalizas x Concentracion de BAL (a-1)(b-1) 1
Replicas r-1 3
Error Experimental 9
Total 15

Anélisis funcional
En el andlisis de varianza para evaluar los resultados significativos de cada variable analizada en

este estudio se aplicé una prueba de significacién Tukey (p < 0,05).
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Variables evaluadas

Determinacion de pH
Para determinar el pH del mosto de quinua, se utilizdé la metodologia detallada en la norma INEN

389 (1985):

Se mezclaron 10 mL de la muestra preparada en un vaso de precipitacion con 100 mL de agua
destilada, y se agitd suavemente. Posteriormente, se filtré el preparado para retirar la presencia de

particulas en suspension.

Determinacion de la acidez
Para determinar la acidez titulable, se utilizd la metodologia detallada en la norma INEN 0381

(1985):

Se afiadid 25 mL de la muestra en un matraz volumétrico de 250 cm? y se diluy6 a volumen con
agua destilada, mezclando la solucién. Posteriormente, se colocé 25 mL de la muestra preparada en un
vaso de precipitacion y se midio el pH. Se titulé la muestra con hidroxido de sodio 0.1 N hasta llegar a pH
7, se continud titulando hasta alcanzar pH 8.3 aproximadamente. Se registré el volumen de hidréxido de
sodio consumido y el pH obtenido en cada adicién del valorante. Finalmente, se establecio el volumen

exacto de solucién 0.1 N de hidréxido de sodio aifadido por interpolacién a pH 8.1.

Por otro lado, para muestra sélida se pesd 25 gramos y se licuo con 50 mL de agua destilada.

Posteriormente se tituld con hidréoxido de sodio 0.1 N y se registrd el volumen consumido.

La acidez titulable se determiné mediante la siguiente ecuacién:

ViNM
Q=1
V2

Siendo:
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A =valor de la acidez en gramos.

V1= mL de NaOH utilizados en la titulacion.

N:= normalidad del valorante.

M= masa molecular del dcido de referencia. Para el acido lactico = 0.090.

V,=volumen de la muestra utilizada para el analisis.

Determinaciodn de solidos solubles
Se agregd varias gotas de la muestra en el prisma del refractdmetro y se leyd la cantidad de

solidos solubles totales expresados en grados Brix.

Determinacion de Pérdida de Peso

La pérdida de peso se determind en base a la siguiente ecuacién

) Peso inicial — Peso final
Perdida de peso (%) = Peso final * 100

Recuento de poblaciones microbianas
Para determinar las unidades formadoras de colonia por mL (UFC/mL), se utiliz6 la metodologia

descrita en la norma INEN 1529-5 (2006):

Se homogeneizd 5 gramos de agua de peptona en 1000 mL de agua destilada, a continuacién, se
colocd 9 mL de la solucidn en tubos de ensayo para la preparacion de diluciones seriadas hasta 1072,
Posteriormente, los tubos con la solucién fueron esterilizados en el autoclave. Luego, en la cdmara de
flujo laminar, se preparé diluciones con 1 gramo de la muestra, y se inoculd 1 mL de la disolucion en las

laminas Petrifilm evitando la formacion de burbujas de aire.

Los Petrifilm de bacterias se incubaron en un rango de temperatura de 35 a 28 °C por un tiempo

de 48 horas, mientras que los Petrifilm de mohos y levaduras se dejaron a temperatura ambiente por 72



horas. Finalmente se realizé el contenido de colonias con UN contador de colonias Colony Counter

ISOLAB, y aplicando la siguiente ecuacion:

UFC) _ Numero de coloninas * Inverso del factor de dilusion

Recuento ( =
mL

Volumen inoculado

53
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Capitulo IV

Resultados
Comportamiento fisico-quimico de los mostos de quinua

Variable pH

Figura 3

Cinética de fermentacion de funcion del pH
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En la figura 3, se muestra la variacién de pH en el proceso de fermentacidn, y se observé que las
tendencias de ambas curvas presentaron un decrecimiento paulatino a las 24 horas. Sin embargo, a las
48 horas el comportamiento de pH varié bruscamente evidencidndose valores de 3,69 y 3,93 para la
quinua blanca y roja. Asi también, a las 72 horas la variacion de pH no reflejé cambios bruscos mas bien
la reducciéon de este es minima, obteniéndose al final de |la fermentacién un pH de 3,60y 3,83 para el
fenotipo blanco y rojo respectivamente. El comportamiento decreciente de pH comprendido entre las

24 a 48 horas se debe a la formacidn de varios acidos organicos (mayoritariamente acido lactico),
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resultantes del metabolismo de la levadura y la presencia de ciertas bacterias caracteristicas de los
procesos de fermentacion. Por lo que, a mayor cantidad de microorganismo presentes en el mosto,
mayor sera la tasa de produccion de acidos y por ende menor el pH del medio (Morocho & Leiva-Mora,

2019).

Asimismo, el analisis estadistico de esta variable no reflejé diferencia significativa p (0,80) >
0,050, lo que sugiere que el fenotipo de quinua no influye en la variacién de pH de los mostos utilizados
en este estudio. Los resultados obtenidos son comparables con los reportados por Llacsa Mamani &
Cucho Arapa (2020), los cuales sefialan que a las 72 horas la quinua blanca presenté un menor valor de
pH en comparacién con la quinua roja, obteniendo valores de 3,49 y 3,59 respectivamente para cada

fenotipo de quinua utilizado en su estudio.

Variable sdlidos solubles

Figura 4

Cinética de fermentacion en funcion de los sdlidos solubles

16

“Brix

{ { ( A 5 7
ul 10 20 30 A0 50 BD a Elanca

Tiempo [horas) —=— Roja



56

En la figura 4, se muestra la variacidon de sélidos solubles (°Brix), el comportamiento de la
cinética reflejé un decrecimiento de los °Brix a medida que aumenta el tiempo de fermentacion, este
fendmeno se debe a que la levadura empleada como iniciador de la fermentacidn y la formacién de
bacterias incrementan la sintesis de azucares y polisacdridos presentes en el mosto fermentable. La
variacion de °Brix denota que a mitad del proceso de fermentacion (48 horas) se consumio cerca del 50
% de azucar contenido en el mosto, esto es debido a que, durante las primeras 36 horas el consumo de
azucares es intenso por parte de la levadura a fin de producir alcohol etilico y anhidrido carbdnico
compuestos que influyen gradualmente en la concentracién de sélidos solubles de la bebida fermentada
(Hoyos et al., 2010). Del mismo modo, en la grafica se muestra que a las 72 horas los valores de °Brix

fueron de 8,2 y 8,6 para la quinua blanca y roca respectivamente.

El analisis estadistico de esta variable no reflejé diferencia significativa p (0,92) > 0,050, lo que
sugiere que el fenotipo de quinua no influye en la cantidad de sélidos solubles consumidos en la
fermentacidn. Los resultados obtenidos reflejaron que a las 72 horas los valores de °Brix fueron de 8,2 y
8,6 para la quinua blanca y roja respectivamente, mientras que el estudio de Llacsa Mamani & Cucho
Arapa (2020), reportd valores de 11,30 y 11,02 para la quinua blanca y roja. La no correlacién entre
estos valores, se debe a la localidad donde se llevé a cabo la investigacion por un lado este estudio se
realizd en una region tropical, mientras que el estudio de mencionado anteriormente se realizé en el
altiplano peruano, y varios estudios han reportado que el incremento de temperatura en la
fermentacién incrementa la tasa de crecimiento de las células de levadura y por ende en la capacidad de

sintetizar azlcares del medio (Henderson et al., 2013).

Variable acidez titulable

Figura 5

Cinética de fermentacion en funcidn de la acidez
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En la figura 5, se muestra la variacion de acidez, el comportamiento de las curvas reflejé un
incremento gradual de la acidez en el mosto fermentado, el cual al inicio de la fermentacién tuvo una
acidez de 0,038 % y 0,048 % para la quinua blanca y roja respectivamente. Sin embargo, a las 72 horas la
acidez del mosto habia incrementado a 0,18 % y 0,21 % para el fenotipo blanco y rojo. Este incremento
se debe a la formacién de 4cidos de bajo peso molecular habituales de la fermentacidn, los cuales se
han considerado factores de interferencia que repercuten en la calidad del proceso y la produccion del
etanol. Ademas, la acidez que se obtuvo a las 72 horas sugiere un incremento en la cantidad de materia
presente en la fermentacion, lo sugiere la presencia de bacterias del tipo acido lacticas, las cuales al
encontrarse en un entorno adecuado incrementan su tasa de crecimiento y por ende la acidez del medio
(Zuluaga Dominguez, 2020). Ademas, el acondicionamiento acido que toma el mosto a medida que
incrementa el tiempo de fermentacion, permite el desarrollo de bacterias acido lacticas que son capaces
de tolerar un pH <5y a la vez limita la presencia de microorganismos contaminantes en la fermentacion

como Escherichia coli y Salmonella spp. (Tixicuro et al., 2021).
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El analisis estadistico de esta variable si reflejé diferencia significativa p (0,041) < 0,050, lo que
sugiere que el fenotipo de quinua si influye en la acidez del mosto fermentado. Los resultados obtenidos
en este estudio, concuerdan con los reportados por Casas Forero et al (2016), en el que obtuvo un valor
0,19 % para la quinua blanca, mientras que para la quinua roja Onofre Huamanchoque (2018) reporta un

valor de 0,20%.

Tabla 17

Andlisis microbioldgico de la fermentacion de quinua

Fenotipo de )
. Mohos/Levaduras Aerobios
quinua
0 horas 72 horas 0 horas 72 horas
Blanca 3,1E+03 UFC/mL 4,1E+03 UFC/mL 0 2,3E+03 UFC/mL
Roja 2,8E+03 UFC/mL 3,9E+03 UFC/mL 0 3,1E+03 UFC/mL

Con respecto al analisis microbiologia de los mostos de quinua, se obtuvo una poblacion de
mohos y levaduras de 3,1E+03 UFC/mL para la quinua blanca y 2,8E+03 UFC/mL para la quinua roja en el
dia 0 de fermentacidn, esto debido a que para activar la fermentacidn se inoculd levadura, en lo que
respecta la cantidad de mohos y levaduras registrado a las 72 horas de acuerdo a Hidalgo Ortiz &
Tulcanaza Pala (2016) es normal en bebidas artesanales ya que el proceso de fermentacion no se ha
detenido y se puede observar un contenido elevado de levadura por encima de 1,0E+03 UFC/mLen la
fermentacién. En el conteo de aerobios se observé la presencia de poblaciones a las 72 horas siendo
estas 2,3E+03 UFC/mL para la quinua blanca y 3,1E+03 UFC/mL para el fenotipo rojo, lo que sugiere la

presencia de bacterias del acido lacticas (Ramos-lzquierdo et al., 2009).



Identificacién de BAL aisladas del mosto fermentado de quinua

Tabla 18

Resultados microbioldgicos de la identificacion bacteriana
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Muestra Caracteristicas

Tincion Gram

Gram positivo
Quinua blanca Cocos

Catalasa negativa

Gram positivo
Quinua roja Cocos

Catalasa negativa

Figura 6

Arbol filogenético basado en la secuencia del gen 16s ARNr de las BAL
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AB100802.1 Lactococcus lactis subsp.cremoris

EU770697.1 Lactococcus lactis subsp.tructae

AB100803.1 Lactococcus lactis subsp.lactis

BAL Quinua Blanca y Roja

AB485959.1 Lactococcus fujiensis

LC096229.1 Lactococcus garvieae

EF694030.1 Lactococcus raffinolactis

EF694028.1 Lactococcus chungangensis

EF694029.1 Lactococcus plantarum

DQ343754.1 Lactococcus piscium

MT154231.1 Staphylococcus aureus
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Nota. Arbol filogenético correspondiente a las BAL aisladas de quinua blanca y roja, con Staphylococcus

aureus como grupo externo.

Los resultados presentados en la tabla 18, corresponden a las bacterias aisladas del agar MRS a
partir de la fermentacién discontinua de quinua. En este caso se observo que las bacterias aisladas son
cocos gram positivos y catalasa negativos. Segun el estudio de Yu et al. (2017), Lactococcus comprende
un género de bacterias anaerobias facultativas, gram positivas, catalasa negativa, inmoviles, tolerantes a

entornos acidos y no patégenos para los humanos.

En la Figura 6, se presenta el arbol filogenético de las cepas secuenciadas (BAL Quinua Blanca y
Roja), y se observé la formacidn de un clado para la bacteria aislada con el Lactococcus lactis subsp.
lactis, con un valor de Bootstrap de 92%. Segun Ruiz Rodriguez et al. (2016), en la fermentacion de
guinua existe una diversidad microbiana en la que se puede identificar BAL con morfologia de cocos y
bacilos, y su presencia depende del tiempo de fermentacién y pH del medio. De esta manera durante las
primeras horas de fermentacién se han identificado cocos BAL que corresponden a Enterococcus que se
asocian a contaminantes comunes del procesamiento de los granos, sin embargo, el uso de granos
comerciales limita la presencia de este género. Mientras que en la fase temprana de la fermentacion de
quinua (1 o 2 dias) se ha logrado aislar cepas de Lactococcus lactis en especial cuando el medio alcanza

valores de pH que oscilan entre 4.36 a 3.87.

En base a esto, la BAL aislada de la fermentacién de quinua blanca y roja tiene un elevado grado
de similitud con Lactococcus lactis subsp. Lactis, en vista que se ha reportado que esta especie tiene una
morfologia esférica u ovoide y por lo general se presenta individualmente o en cadenas cortas (Mills

etal., 2011).



Analisis de varianza

Andlisis de varianza para la variable pH

Tabla 19

Andlisis de varianza para el pH en el dia 0 de la bioconservacion
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Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-
Cuadrados Medio P
EFECTOS PRINCIPALES
A: Hortalizas 4,002 1 4,002 1013,90 0,0000
B: Concentracion de BAL 0,002 1 0,002 0,61 0,464
C: Repeticiones 0,005 3 0,002 0,72 0,522
INTERACCIONES
A*B 0,010 1 0,010 2,59 0,158
RESIDUOS 0,023 9 0,003
TOTAL 4,044 15

En la tabla 19, se muestra el analisis de varianza del pH en el dia 0 de la bioconservacion de

hortalizas con diferentes concentraciones de BAL, en el que se identificé diferencia significativa para el

Factor A (Hortalizas). Mientras que para el Factor B (Concentracion de BAL), la interaccion A*B

(Hortalizas*Concentracién de BAL) y las repeticiones no mostraron diferencia significativa, lo que

sugiere normalidad en la toma de datos.

Tabla 20

Andlisis de varianza para el pH en el dia 5 de bioconservacion

Suma de Cuadrado , Valor-
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F P

EFECTOS PRINCIPALES

A:Hortalizas 3,864 1 3,864 16762,45 0,0000

B:Concentracién de BAL 0,015 1 0,015 66,83 0,0002

C:Repeticiones 0,000 3 0,000 0,47 0,6463

INTERACCIONES
A*B 0,001 1 0,001 6,11 0,0484
RESIDUOS 0,001 9 0,000

TOTAL 3,883 15
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En la tabla 20, se muestra el analisis de varianza del pH en el dia 5 de la bioconservacion de
hortalizas con diferentes concentraciones de BAL, se presentd diferencia significativa para el factor A
(Hortalizas), Factor B (Concentracién de BAL), y la interaccién A*B (Hortalizas*Concentracién de BAL).
Mientras que las repeticiones no reflejaron diferencia significativa, lo que sugiere normalidad en la toma

de datos.

Tabla 21

Andlisis de varianza para el pH en el dia 10 de la bioconservacion

Fuente Suma de Cuadrado ,
Cuadrados Gl Medio Razén-F Valor-P
EFECTQOS PRINCIPALES
A:Hortalizas 5,174 1 5,174 155236,00 0,0000
B:Concentracién de BAL 0,403 1 0,403 12100,00 0,0000
C:Repeticiones 0,000 3 0,000 4,00 0,0787
INTERACCIONES
A*B 0,177 1 0,177 5329,00 0,0000
RESIDUQOS 0,000 9 0,000
TOTAL 5,755 15

En la tabla 21, se muestra el andlisis de varianza del pH en el dia 10 de la bioconservacidon de
hortalizas con diferentes concentraciones de BAL, se presentd diferencia significativa para el factor A
(Hortalizas), Factor B (Concentracidén de BAL), y la interaccién A*B (Hortalizas*Concentracion de BAL).
Mientras que las repeticiones no reflejaron diferencia significativa, lo que sugiere normalidad en la toma

de datos.

Andlisis de varianza para la variable sélidos solubles

Tabla 22

Andlisis de varianza para los sdlidos solubles en el dia 0 de la bioconservacion
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Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Hortalizas 3,100 1 3,100 2232,60 0,0000
B:Concentracién de BAL 0,007 1 0,007 5,40 0,0591
C:Repeticiones 0,005 3 0,002 1,80 0,2441
INTERACCIONES
A*B 0,000 1 0,000 0,60 0,4680
RESIDUOS 0,008 9 0,001
TOTAL 3,122 15

En la tabla 22, se muestra el analisis de varianza de los sélidos solubles en el dia 0 de la
bioconservacion de hortalizas con diferentes concentraciones de BAL, se presentd diferencia
significativa para el factor A (Hortalizas). Mientras que para el Factor B (Concentracién de BAL), la
interaccion A*B (Hortalizas*Concentracion de BAL) y las repeticiones no mostraron diferencia

significativa, lo que sugiere normalidad en la toma de datos.

Tabla 23

Andlisis de varianza para los sdlidos solubles en el dia 5 de la bioconservacion

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Hortalizas 1,400 1 1,400 458,45 0,0000
B:Concentracién de BAL 0,187 1 0,187 61,36 0,0002
C:Repeticiones 0,001 3 0,000 0,27 0,7703
INTERACCIONES
A*B 0,100 1 0,100 33,00 0,0012
RESIDUOS 0,018 9 0,003
TOTAL 1,709 15

En la tabla 23, se muestra el andlisis de varianza de los sélidos solubles en el dia 5 de la
bioconservacion de hortalizas con diferentes concentraciones de BAL, se presentd diferencia

significativa para el factor A (Hortalizas), Factor B (Concentracion de BAL), y la interaccion A*B
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(Hortalizas*Concentracion de BAL). Mientras que las repeticiones no reflejaron diferencia significativa,

lo que sugiere normalidad en la toma de datos.

Tabla 24

Andlisis de varianza para los sdlidos solubles en el dia 10 de la bioconservacion

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Hortalizas 0,163 1 0,163 29,40 0,0016
B:Concentracién de BAL 0,12 1 0,12 21,60 0,0035
C:Repeticiones 0,006 3 0,003 0,60 0,5787
INTERACCIONES
A*B 0,213 1 0,213 38,40 0,0008
RESIDUOS 0,033 9 0,005
TOTAL 0,536 15

En la tabla 24, se muestra el andlisis de varianza de los sdlidos solubles en el dia 10 de la

bioconservacién de hortalizas con diferentes concentraciones de BAL, se presentd diferencia

significativa para el factor A (Hortalizas), Factor B (Concentracion de BAL), y la interaccion A*B

(Hortalizas*Concentracion de BAL). Mientras que las repeticiones no reflejaron diferencia significativa,

lo que sugiere normalidad en la toma de datos.

Andlisis de varianza para la variable acidez titulable

Tabla 25

Andlisis de varianza para la acidez en el dia 0 de la bioconservacion

Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Hortalizas 0,002 1 0,002 34,71 0,0011
B:Concentracién de BAL 0,000 1 0,000 3,86 0,0972
C:Repeticiones 0,000 3 0,000 0,43 0,6699

INTERACCIONES




65

Suma de Cuadrado ;
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
A*B 0,000 1 0,000 1,71 0,2383
RESIDUOS 0,000 9 0,000
TOTAL 0,003 15

En la tabla 25, se muestra el analisis de varianza de la acidez titulable en el dia 0 de la

bioconservacién de hortalizas con diferentes concentraciones de BAL, se presentd diferencia

significativa para el factor A (Hortalizas). Mientras que para el Factor B (Concentracién de BAL), la

interaccion A*B (Hortalizas*Concentracion de BAL) y las repeticiones no mostraron diferencia

significativa, lo que sugiere normalidad en la toma de datos.

Tabla 26

Andlisis de varianza de la acidez para el dia 5 de la bioconservacion

Suma de Cuadrado ,
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Hortalizas 0,002 1 0,002 17,45 0,0058
B:Concentracion de BAL 0,007 1 0,007 61,36 0,0002
C:Repeticiones 0,000 3 0,000 0,82 0,4851
INTERACCIONES
A*B 0,000 1 0,000 6,82 0,0401
RESIDUOS 0,000 9 0,000
TOTAL 0,0114 15

En la tabla 26, se muestra el andlisis de varianza de la acidez titulable en el dia 5 de la
bioconservacion de hortalizas con diferentes concentraciones de BAL, se presentd diferencia

significativa para el factor A (Hortalizas), Factor B (Concentracion de BAL) y la interaccion A*B

(Hortalizas*Concentracion de BAL). Mientras que las repeticiones no reflejaron diferencia significativa,

lo que sugiere normalidad en la toma de datos.

Tabla 27



Andlisis de varianza de la acidez en el dia 10 de la bioconservacion
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Suma de

Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Hortalizas 0,007 1 0,007 15,87 0,0073
B:Concentracién de BAL 0,011 1 0,011 25,83 0,0023
C:Repeticiones 0,002 3 0,001 2,43 0,1683
INTERACCIONES
A*B 0,003 1 0,003 6,81 0,0401
RESIDUOS 0,002 9 0,000
TOTAL 0,026 15

En la tabla 27, se muestra el analisis de varianza de la acidez titulable en el dia 10 de la

bioconservacion de hortalizas con diferentes concentraciones de BAL, se presentd diferencia

significativa para el factor A (Hortalizas) y el Factor B (Concentracion de BAL) y la interaccion A*B

(Hortalizas*Concentracion de BAL). Mientras que las repeticiones no reflejaron diferencia significativa,

lo que sugiere normalidad en la toma de datos.

Andlisis de varianza para la pérdida de peso

Tabla 28

Andlisis de varianza de la pérdida de peso en el dia 5 de la bioconservacion

Suma de

Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Hortalizas 0,100 1 0,100 1512,50 0,0000
B:Concentracién de BAL 0,016 1 0,016 242,00 0,0000
C:Repeticiones 0,000 3 0,000 2,00 0,2160
INTERACCIONES
A*B 0,012 1 0,012 180,50 0,0000
RESIDUOS 0,000 9 0,000
TOTAL (CORREGIDO) 0,129 15
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En la tabla 28, se muestra el andlisis de varianza de la pérdida de peso en el dia 5 de la
bioconservacion de hortalizas con diferentes concentraciones de BAL, se presentd diferencia
significativa para el factor A (Hortalizas), Factor B (Concentracion de BAL), y la interaccion A*B
(Hortalizas*Concentracién de BAL). Mientras que las repeticiones no reflejaron diferencia significativa,

lo que sugiere normalidad en la toma de datos.

Tabla 29

Andlisis de varianza de la pérdida de peso en el dia 10 de la bioconservacion

Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Hortalizas 0,235 1 0,235 2288,43 0,0000
B:Concentracién de BAL 1,373 1 1,373 13365,08 0,0000
C:Repeticiones 0,000 3 0,000 3,49 0,0989
INTERACCIONES
A*B 0,388 1 0,388 3782,92 0,0000
RESIDUOS 0,000 9 0,000
TOTAL (CORREGIDQ) 1,99897 15

En la tabla 29, se muestra el analisis de varianza de la pérdida de peso en el dia 10 de Ia
bioconservacion de hortalizas con diferentes concentraciones de BAL, se presentd diferencia
significativa para el factor A (Hortalizas), Factor B (Concentracion de BAL), y la interaccion A*B
(Hortalizas*Concentracion de BAL). Mientras que las repeticiones no reflejaron diferencia significativa,

lo que sugiere normalidad en la toma de datos.

Prueba de significacion de Tukey para los factores de estudio

Resultados de estudio para las hortalizas (Factor A)

Tabla 30

Resultados de la prueba de Tukey para el Factor A de las variables fisico-quimicas
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Brécoli 527® 0,15 4,98* 5,15% 0,20 4,65* 0,24 7,48 0,18* 4,000 0,93"
Calabacin  6,43* 0,12® 3,96° 6,28" 0,18 3,96® 0,42® 6,17® 0,13® 3,78® 0,65°

Figura 7

Estudio del efecto de las hortalizas (Factor A) en las variables de estudio
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En la tabla 30, se observa que el brdcoli presentd mayor valor de acidez titulable y los sdlidos
solubles, mientras que el calabacin reflejé valores mas altos de pH y pérdida de peso en los dias de

bioconservacion.

El pH del calabacin disminuyé en los dias de bioconservacién, reflejando un pH de 6,43 a 6,28 en
el dia5y 6,17 en el dia 10. Por el contrario, el brécoli presentd una reduccion de pH en dos tiempos de

bioconservacion, que fue de 5,27 a 5,15 en el dia 5, mientras que en el dia 10 el pH incrementd a 7,48.

La acidez en ambas hortalizas incrementd hasta el dia 5 de la bioconservacion, la acidez del
brécoli aumentd de 0,15% a 0,20%, mientras que, en el calabacin fue de 0,12% a 0,18%. A diferencia
que, la acidez disminuyd en el dia 10 reflejando valores de 0,20% a 0,13% y 0,8% a 0,16% para el brécoli

y calabacin respectivamente.

Los sdlidos solubles en el brécoli disminuyeron en el periodo de bioconservacion, siendo asi que
se obtuvo valores de 4,98 °Brix a 4.65 °Brix en el dia 5y 4,0 en el dia 10. Por el contrario, en el calabacin
la concentracidn de sélidos solubles se mantuvo constante hasta el dia 5 (3,96 °Brix), mientras que en el

dia 10 la concentracidn disminuyd a 3,78 °Brix.

En la pérdida de peso, en ambas hortalizas se observé un incremento en el tiempo de
bioconservacion. Con el brécoli aumentd a 0,24% en el dia 5y a 0,93% en el dia 10, mientras que con el

calabacin aumentd a 0,42% en el dia 5y a 0,65 en el dia 10.

Resultados de estudio para las distintas concentraciones de bacterias dcido Idcticas (Factor B)

Tabla 31

Resultados de la prueba de Tukey para el Factor B en las variables fisico-quimicas
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FactorB” - N %’ x - N % x 3 g - N % x 3 g
(Concentracién S e = & S 22 & g & s =2 & E 2
de BAL) < E < E oo < E a o
Dia0 Dia 5 Dia 10
1,0E+07 UFC/mL
/ 586 0,13 4,45 5,75* 0,16® 4,18 0,29® 7,01* 0,13® 3,78® 0,46°
2,0E+07 UFC/mL  5,84* 0,14* 4,5* 5,68 0,21 4,43* 0,37* 6,64%® 0,19* 3,98% 1,13*

Figura 8 Estudio del efecto de las concentraciones de BAL (Factor B) en las variables de estudio
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En la tabla 31, se observa que al aplicar ambas soluciones probidticas (1,0E+07 UFC/mLy
2,0E+07 UFC/mL) se incremento el pH de los tratamientos en el dia 10, del mismo la mayor
concentracion en la solucién probidtica incrementé los valores de acidez titulable y la pérdida de peso,

mientras que los sélidos solubles se vieron menos afectados aplicando dicha concentracion.

El uso de concentraciones al 1,0 y 2,0E+07 UFC/mL de BAL redujeron el pH de los tratamientos
en el dia 5 de la bioconservacién, reflejando valores de 5,86 a 5,75 y de 5,84 a 5,68 respectivamente,
mientras que en el dia 10 se observd que las muestras tratadas con la concentracion al 2,0E+07 UFC/mL
de BAL mostraron un menor valor de pH que fue de 6,64 en comparacion de la concentracién al 2,0E+07

UFC/mL de BAL que su pH final fue de 7,01.

Las concentraciones al 1,0 y 2,0E+07 UFC/mL de BAL incrementan la acidez de las muestras
tratadas en el dia 5 de la bioconservacidn, reflejando valores de 0,13 a 0,16 y de 0,14 a 0,21
respectivamente, mientras que en el dia 10 se observé que ambas concentraciones (1,0 y 2,0E+07

UFC/mL) redujeron la acidez de los tratamientos a 0,13 y 0,16.

En los solidos solubles se observé que los tratamientos que fueron aplicados con 2,0E+07
UFC/mL de BAL reflejaron valores mas alto de °Brix, siendo estos de 4,5 a 4,43 para el dia 5 y de 3,98
para el dia 10, mientras que la concentracién al 1,0E+07 UFC/mL de BAL redujo los °Brix de las muestras

tratadas reflejando valores de 4,45 a 4,18 en el dia 5 y de 3,78 en el dia 10.

En la pérdida de peso, la concentracidn al 2,0E+07 UFC/mL de BAL reflejo valores mas altos en
los dias de bioconservacién siendo estos 0,37% para el dia 5y de 1,13% para el dia 10, mientras que la
concentracioén al 1,0E+07 UFC/mL de BAL mostrd valores mas bajos de 0,29% en el dia 5 y de 0,46 en el

dia 10.



Prueba de Tukey para la interaccion significativa en la bioconservacion

Andlisis de Tukey en la interaccion A*B (Hortalizas + Concentracion de BAL)

Tabla 32

Resultados de la prueba de Tukey para la interaccion A*B en las variables fisico-quimicas
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Factor A ( Co:::;::chién H Acidez *Brix Pérdida Acidez *Brix Pérdida
(Hortalizas) de BAL) P titulable de peso titulable de peso
Dia 5 Dia 10
Brécoli 1,0E407 UFC/mL 5,208 0,19* 4,438 0,17° 7,79° 0,14* 3,77 042"
Brocoli 2,0E+07 UFC/mL 5,117 0,22¢ 4,87¢ 0,31¢ 7,18¢ 0,238 4,238 1,46°
Calabacin  1,0E+07 UFC/mL 6,31° 0,14* 3,93* 0,42¢ 6,238 0,12* 3,80* 0,508
Calabacin  2,0E+07 UFC/mL 6,26 0,21%¢ 4,008 043° 6,11* 0,15* 3,73* 0,82
Figura 9

Estudio del efecto de la interaccion A*B de la variable pH
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En la figura 9, se muestra la interaccion A*B del pH obtenido, identificAndose diferencia entre

las hortalizas y en las concentraciones de BAL utilizadas en la bioconservacion, observandose que el

calabacin y el brécoli rociado con una solucién 2,0E+07 UFC/mL de BAL presentd valores menores de pH

en comparacion con el calabacin y el brdcoli rociado con una solucidn al 1,0E+07 UFC/mL de BAL.

Figura 10

Efecto de la interaccion A*B de la variable acidez
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En la figura 10, se muestra la interaccion A*B de la acidez obtenida, identificAndose diferencia

entre las hortalizas y en las concentraciones de BAL utilizadas en la bioconservacion, por lo que, el

calabacin y el brécoli rociado con una solucién 2,0E+07 UFC/mL de BAL presentd valores mayores de

acidez en comparacion con el calabacin y el brécoli rociado con una solucién 1,0E+07 UFC/mL de BAL.

Figura 11

Efecto de la interaccion A*B en la variable solidos solubles
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En la figura 11, se muestra la interaccion A*B de los sélidos solubles, identificandose diferencia

entre las hortalizas y en las concentraciones de BAL utilizadas en la bioconservacion, por lo que, el

calabacin y el brécoli rociado con una solucién 2,0E+07 UFC/mL de BAL presentd valores mayores de

sélidos solubles en comparacion con el calabacin y el brécoli rociado con una solucién 1,0E+07 UFC/mL

de BAL.

Figura 12

Efecto de la interaccion A*B en la variable pérdida de peso
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En la figura 12, se muestra la interaccion A*B de la pérdida de peso, identificandose diferencia

entre las hortalizas y en las concentraciones de BAL utilizadas en la bioconservacidn, por lo que, se

observa que el calabacin y el brécoli rociado con una solucion 2,0E+07 UFC/mL de BAL presentd valores

mayores de pérdida de peso en comparacién con el calabacin y el brdcoli rociado con una solucion

1,0E+07 UFC/mL de BAL.

Parametro microbioldgico en las hortalizas

Recuento de bacterias aerobias

Tabla 33

Recuento de bacterias aerobias y mohos/levaduras durante la bioconservacion en las hortalizas

Dia 5 Dia 10
Tratamiento Aerobios Mohos/levaduras Aerobios Mohos/levaduras
Brdocoli + 1E+07 UFC/mL 1,9E+05 UFC/mL 0 1,7E+05 UFC/mL 2,7E+05 UFC/mL
Brdocoli + 2E+07 UFC/mL 2,4E+05 UFC/mL 0 2,1E+05 UFC/mL 1,3E+05 UFC/mL
Calabacin + 1E+07 UFC/mL  1,8E+05 UFC/mL 0 1,6E+05 UFC/mL 0
Calabacin + 2E+07 UFC/mL  2,1E+05 UFC/mL 0 1,8E+05 UFC/mL 0
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En la tabla 33 se muestra el conteo bacteriano para los dias 5 y 10 de bioconservacién, en el que
se observa una mayor carga bacteriana para los tratamientos que fueron rociados con la solucién
probidtica de 2,0E+07 UFC/mL, mientras que la menor carga bacteriana se observa en los tratamientos
rociados con la solucion de 1,0E+07 UFC/mL, en este caso el decrecimiento en el conteo bacteriano al
dia 5y 10 de la bioconservacidon esta en funcidn del tiempo de exposicién del microorganismos, ya que
se ha reportado que la carga bacteriana es susceptible a disminuir en al menos 40 veces la
concentracién en 11 dias de exposicidn, e incluso la cantidad de microorganismos no garantiza la
integridad de las bacterias probidticas adherida a la superficie de la hortaliza, en vista que en el conteo
de bacterias no se puede observar la presencia de bacterias lesionadas que reducen significativamente
su actividad metabdlica, por lo que es recomendable utilizar métodos complementarios como la tincidon
de vivos y muertos para determinar con eficacia la cantidad exacta de células que perduraron en la

bioconservacion (Nugroho et al., 2020).

Por otro lado, en el conteo de mohos y levaduras no se observé la presencia de estos
microorganismos en el dia 5 de las bioconservacién de todos los tratamientos, lo que sugiere un
mantenimiento éptimo de la matriz alimentaria del producto. Sin embargo, en el dia 10 se observa la
presencia de mohos y levaduras para los tratamientos de brdcoli con ambas concentraciones de
solucion probidtica, observandose una mayor presencia de mohos y levaduras en el tratamiento que se
aplicé la menor cantidad de la solucion probidtica (2,7E+03 UFC/mL), mientras que el tratamiento al que
se le aplicé la mayor concentracién de la solucion probidtica permitié reducir la cantidad de mohos y
levaduras a 1,3E+03 UFC/mL, los valores obtenidos son comparables con los de Tournas (2005) el cual
destaca que en el brdcoli la presencia de mohos y levaduras puede variar en un rango de 1,4E+04 a

1,7E+05 UFC/mL.
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Andlisis de conglomerados

Figura 13

Dendograma para los factores de estudio

Dendrograma que utiliza un enlace unico
Combinacion de clister de distancia re-escalada
0 5 10 15 20 25
1

1 | | 1
Calabacin + C1 BAL K]

Calabacin + ©2 BAL 4
-—

Brécoli + C1 BAL 1

Brécoli + C2 BAL 2

En la figura 13, se muestra el dendograma de vecinos cercanos aplicado a los tratamientos de
estudio para las variables fisico-quimicas (pH, acidez, °Brix, pérdida de peso), en el que se observa la
formacidn de un clister que reflejé estrecha similitud entre los tratamientos de calabacin con ambas
concentraciones de BAL. Mientras que el tratamiento con menos similitud es el brdcoli con la

concentracién mas alta de BAL (2,0E+07 UFC/mL).



Andlisis de componentes principales

Tabla 34

Matriz de correlacion de componentes principales

79

pHDia pHDia pHDia Acidez Acidez Acidez  °Brix °Brix °Brix PP Dia PP Dia
0 5 10 Dia 0 Dia 5 Dia 10 Dia 0 Dia 5 Dia 10 5 10

pH (Dia 0) 1,000 ,999 -,931 -,927 -,490 -,634 -,997 -,929 -,627 ,854 -,386
pH (Dia 5) ,999 1,000 -,927 -,927 -,530 -,647 -,999 -,932 -,621 ,852 -,400
pH (Dia 10) -,931 -,927 1,000 ,725 ,305 ,315 ,935 ,729 ,308 -,984 ,028
 Acidez (Dia 0) -,927 -,927 ,725 1,000 ,587 ,865 ,915 ,998 ,869 -,596 ,692
‘8 Acidez (Dfa 5) -,490 -,530 ,305 ,587 1,000 ,756 ,535 ,637 ,461 -,240 ,697
< Acidez (Dia 10) -,634 -,647 ,315 ,865 ,756 1,000 ,630 ,873 ,928 -,159 ,958
§ °Brix (Dia 0) -,997 -,999 ,935 ,915 ,535 ,630 1,000 ,922 ,597 -,865 ,380
°Brix (Dia 5) -,929 -,932 ,729 ,998 ,637 ,873 ,922 1,000 ,852 -,604 ,699
°Brix (Dia 10) -,627 -,621 ,308 ,869 ,461 ,928 ,597 ,852 1,000 -,137 ,887
PP (Dia 5) ,854 ,852 -,984 -,596 -,240 -,159 -,865 -,604 -,137 1,000 ,131
PP (Dia 10) -,386 -,400 ,028 ,692 ,697 ,958 ,380 ,699 ,887 ,131 1,000

En la tabla 34, se presenta la matriz de correlacién de componentes principales, en la que se

observa que el pH esta correlacionado hasta el dia 5 con un 0,99. Mientras que la variable acidez se

correlaciona con el pH del dia 10 y con todos los 3 tiempos de bioconservacién con un 0,75, asi también

los sélidos solubles se correlacionan con el pH del dia 10, la acidez del dia 0,5 y 10 e incluso con los 3

tiempos de bioconservacion con un 0,85. Ademas, la pérdida de peso se correlaciona con el pH del dia

10, la acidez, los sdlidos solubles y con los dos tiempos de bioconservacién con un 0,13.

Tabla 35

Matriz de componentes

Componentes

N° 1 2

1 pH (Dia 0) -,959 ,208
2 pH (Dia 5) -,964 ,266
3 pH (Dia 10) ,794 -,608
4 Acidez (Dia 0) ,986 ,093
5 Acidez (Dia 5) ,653 ,363
6 Acidez (Dia 10) ,827 ,563
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Componentes
N° 1 2
7 °Brix (Dia 0) ,958 -,287
8 °Brix (Dia 5) ,993 ,096
9 °Brix (Dia 10) ,784 ,510
10 Pérdida de peso (Dia 5) -,684 ,725
11 Pérdida de peso (Dia 10) ,630 ,777

Tabla 36

Porcentajes de varianza total explica

Varianza total explicada

Autovalores iniciales

Sumas de cargas al cuadrado de la

extraccion
Componentes
Total % de varianza acun:ﬁlado Total v;:oi::za acun:/:;lado
1 7,943 72,208 72,208 7,943 72,208 72,208
2 2,456 22,324 94,531 2,456 22,324 94,531
3 ,602 5,469 100,000
4 6,708E-16 6,099E-15 100,000
5 2,801E-16 2,547E-15 100,000
6 2,001E-16 1,819E-15 100,000
7 -6,414E-18  -5,831E-17 100,000
8 -1,619E-16  -1,472E-15 100,000
3 -2,594E-16  -2,358E-15 100,000
10 -4,648E-16  -4,225E-15 100,000
11 -1,597E-15  -1,452E-14 100,000
Figura 14

Grdfica de sedimentacion
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Grafico de sedimentacion
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En la figura 14, se presenta el gréfico de sedimentacidon donde se evalud las 11 variables de
estudio, identificando en base a la varianza explicativa la presencia de 2 componentes con mayor
porcentaje de varianza (>1%). El pH del dia 0 (componente 1) registra un porcentaje de 72,2 % superior
al del resto de variables evaluadas. Ademas, el pH del dia 5 (componente 2) también registré un
porcentaje de 22,3%. El resto de variables evaluadas no mostraron valores superiores al 1%, lo que

sugiere que son menos relevantes en el estudio.

En general, en la conservacién de alimentos se pueden situar una serie de factores extrinsecos e
intrinsecos que incrementan el deterioro, en el que se destaca que el pH es uno de los mas relevantes
junto a la humedad y temperatura, en vista que el aumento sustancial de este parametro permite el
crecimiento de microorganismos como mohos, levaduras y bacterias que producen metabolismos que

incrementan la tasa de deterioro en el alimento (Amit et al., 2017).

Figura 15

Grdfica de componentes principales
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En la figura 15, se muestra el resultado de los componentes principales en el que se idéntico 1

grupo relacionando en el componente 2, que fue el pH del dia 0 y 7, mientras que para el componente 1

se idéntico grupos relacionados entre los °Brix de los dias 5y 10 y la acidez del dia 0,5 y 10.

Anélisis sensorial

Tabla 37

Andlisis sensorial de las hortalizas en el dia 10 de la bioconservacion

Parametro Tratamiento Dia 10
Brécoli + 1,0 x107 1,33%

Brécoli + 2,0 x107 1,674

Color

Calabacin + 1,0 x10” 3,338

Calabacin + 2,0 x107 4,008

Brécoli + 1,0 x107 2,00%

Textura

Brocoli + 2,0 x107

2,338
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Parametro Tratamiento Dia 10
Calabacin + 1,0 x107 3,33%8

Calabacin + 2,0 x107 3,678

Brécoli + 1,0 x107 1,334

Brécoli + 2,0 x107 2,00%

Olor

Calabacin + 1,0 x107 3,678

Calabacin + 2,0 x10’ 4,008

Nota. La escala fue Excelente (4), Bueno (3), Regular (2) y Malo (1)

En la tabla 37, se muestran los resultados del analisis sensorial, en el que se identificod que el

calabacin roseado con ambas concentraciones (1,0E+07y 2,0E+07) obtuvo un mayor puntaje por parte

del jurado para los 3 parametros evaluados. Por otro lado, de acuerdo a los encuestados el brécoli tuvo

una puntuacién inferior a 2 para los parametros de color y olor, mientras que la textura del brécoli

obtuvo una mejor puntuacién (= 2). En general en base al analisis sensorial se observé que al aplicar la

concentracién 2,0E+07 UFC/mL de BAL a los tratamientos, se obtuvo valores mayores de aceptacidn por

parte de los encuestados en contraste con la concentracion 1,0E+07 UFC/mL de BAL.
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Capitulo V

Discusion

El impacto de las bacterias acido lacticas en la industria ha incentivado a la caracterizacion de
especies de importancia econdmica, a través del uso de sustratos presentes en cereales y
pseudocereales. Este es el caso de las bacterias procedentes de la fermentacién de quinua variedad
Tunkahuan de la cual se ha logrado caracterizar la especie Lactococcus lactis subsp. lactis que es
catalogado como un excelente candidato para la bioconservacidn de alimentos, en parte a su seguridad
alimentaria y su capacidad de producir péptidos particulares que limitan e inhiben la presencia de
patégenos y agentes del deterioro, que se acoplan a la superficie de los productos, reduciendo su vida
util y siendo una fuente de contaminacién para el consumidor (Sadiq et al., 2014). En este sentido, la
aplicacion de estas bacterias en frutas y especialmente en hortalizas han demostrado resultados
favorables que destacan un incremento gradual de la vida util de productos cortados y completos y una
perduracion de la calidad nutricional. A pesar de esto, en la actualidad la aplicacién de microorganismos
beneficios a los productos alimentarios ha estado sujeta a debate, lo que ha limitado el desarrollo de

esta tecnologia ecoldgica y segura (Agriopoulou et al., 2020).

En este contexto varios estudios han detallado los notables beneficios de ciertas bacterias del
acido lactico para reducir la carga bacteriana de alimentos, es asi que el estudio de Tenea et al. (2018)
ha mencionado que cepas de Lactococcus lactis son capaces de generar un efecto inhibidor de amplio
espectro para ciertos microorganismos patdgenos en determinado tiempo, de este modo se ha
observado que E. coli tiene una inhibicién total a las 3 horas de exposicion de los péptidos
antimicrobianos, mientras que la inhibicién de Salmonella se obtiene en un periodo de 3 a 7 horas y

Pseudomonas en 6 horas.
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Respecto a las hortalizas (Factor A)

En el pH, el calabacin reflejé una disminucion que fue de 6,43 en el dia 0 a 6,24 en el dia 10,
estos valores no son comparables con los de Blanco Diaz (2015), que reportd un incremento gradual del
pH en el calabacin recién cortado mostrando valores de 6,46 en el dia 0y 7,06 en el dia 10 es importante
mencionar que en este estudio la Unica tecnologia de conservacion aplicada es el almacenamiento a 6
°C. De acuerdo a Bautista-Gallego et al. (2020) la reduccién de pH en hortalizas tratadas con bacterias
acido lacticas se debe al acoplamiento de las bacterias a la superficie lo que permite la produccién de
acidos de bajo peso molecular. En lo que respecta al brécoli los valores de pH disminuyeron de 5,27 a
5,15 en el dia 5 por accidon de las bacterias acido l4cticas, sin embargo, en el dia 10 el pH incrementd a
7,48 esto se debe a que el brdocoli es susceptible a la degradacién de clorofila en funcién de la
temperatura y humedad, lo cual bascula al incremento del pH y la degradacién del color de la hortaliza

(Manolopoulou & Varzakas, 2016).

En la acidez, el calabacin mostré un incremento de 0,12% a 0,18% en el dia 5 y este redujo a
0,13% en el dia 10, mientras que el brécoli tuvo valores de 0,15% a 0,2% en el dia 5 y disminuyd a 0,18%
en el dia 10, el incremento de la acidez hasta el dia 5 se debe a la produccién de varios acidos como el
lactico y acético debido a la presencia de bacterias acido lacticas (Junnarkar et al., 2019). Mientras que
la disminucidn de la acidez, se puede deber a un probable incremento de la respiracion celular o la

solubilizacién de pectinas (Durigan & Mattiuz, 2007).

En los sdlidos solubles, los valores registrados para el calabacin fueron 3,96 a 3,78 °Brix y para el
brocoli de 4,98 a 4,0 °Brix, esto se debe a que la interaccion de las hortalizas con la temperatura
incrementa la descomposicion metabdlica y la senescencia en respuesta a la pérdida de firmeza y

humedad propia de la hortaliza almacenada (Mahnen et al., 2006).
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En la pérdida de peso el calabacin presenté mejor consistencia mostrando valores de 0,42% en
el dia 5 a 0,65% en el dia 10, en contraparte con el brdcoli que su pérdida de peso fue de 0,24% en el dia
5a0,93% en el dia 10. En hortalizas la pérdida de peso esta ligada a factores ambientales que afectan la
integridad del alimento y que influyen en la firmeza lo que ocasiona pérdida de biomasa en la hortaliza.
Por otro lado, de acuerdo a Shakeel et al. (2019) el brécoli es mas susceptible a las condiciones
ambientales y en especial a la humedad, por lo que es importante controlar pardmetros de temperatura

y humedad para reducir la pérdida de peso en esta hortaliza.

Respecto a las diferentes concentraciones de bacterias acido lacticas (Factor B)

En el pH, se observé que la solucion de 2,0E+07 UFC/mL generd valores mas bajos de pH (5,84
en el dia0vy 6,64 en el dia 10), en contraste con la solucién de 1,0E+07 UFC/mL que tuvo valores de 5,86
eneldiaOy 7,01 en el dia 10. De acuerdo a Bautista-Gallego et al. (2020) la reduccion de pH se debe al
correcto acoplamiento de las bacterias a la superficie, lo que permite la produccidn de acidos de bajo

peso molecular.

En la acidez, los valores registrados fueron de 0,14% en el dia 0 y 0,19% para el dia 10 al utilizar
la solucién de 2,0E+07 UFC/mL, mientras que la solucién de 1,0E+07 UFC/mL reflejé una acidez de 0,14%
eneldia0y0,13% en el dia 10. En este caso el incremento de acidez se debe a la produccidn de acido
lactico, férmico y acético por parte de las bacterias acido lacticas, las cuales de acuerdo a Nugroho et al.
(2020) tienen altas tasas de produccion de acidos orgdnicos en especial cuando se trabaja con cepas de
L. Lactis las que reflejan una produccion exponencial de acidos al emplear una elevada cantidad de UFC

y prolongar el periodos de interaccion.

En los sélidos solubles, se obtuvo valores de 4,5 °Brix en el dia 0 a 3,98 °Brix en el dia 10, al
aplicar la solucion de 2,0E+07 UFC/mL, mientras que la solucién de 1,0E+07 UFC/mL reflejé 4,45 °Brix en

el dia 0y 3, 78 °Brix en el dia 10. En este caso la aplicacidon de ambas soluciones de BAL no influyeron
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drasticamente en esta variable, esto debido a que se ha reportado que la aplicacién de altas
concentraciones de probidticos no influye sobre gran parte de las cualidades sensoriales en periodos

prolongados de almacenamiento que van de 9 a 11 dias (Siroli et al., 2015).

En la pérdida de peso, se obtuvo valores de 0,37% en el dia 0y 1,13% en el dia 10, al aplicar la
solucién de 2,0E+07 UFC/mL, mientras que la solucién de 1,0E+07 UFC/mL reflejé un valor de 0,29% en
el dia 0a 0,46% en el dia 10. De acuerdo a Ruiz Cruz et al. (2006) un elevado contenido de bacterias del
acido lactico en hortalizas incrementa la pérdida de firmeza e integridad de los tejidos por accién de los

acidos organicos producidos, lo que repercute en la biomasa de la hortaliza.

Respecto a la interaccion A*B (Hortalizas + Concentracién de BAL)

En el pH, se observé diferencia significativa entre los tratamientos, mostrando valores de 5,20 y
5,11 en el dia 5, para la interaccidn entre el brécoli y ambas soluciones probidticas, mientras que la
interaccion del calabacin con las soluciones probidticas mostraron valores de 6,31y 6,26 en el dia 5. Por
otro lado, los valores registrados para el dia 10 fueron de 7,79 y 7,18 para la interaccién de brdcoli con
ambas soluciones probidticas y de 6,23 a 6,11 en el calabacin bajo las mismas condiciones. En el
calabacin y brécoli los valores de pH se ven reducidos mayoritariamente al utilizar la solucidén probidtica
de 2,0E+07 UFC/mL, esto es debido a que la adhesion de las bacterias del acido lactico a la superficie
genera una interaccién entre matriz alimentaria y microorganismos, de la cual se obtiene como
resultados la produccidn de ciertos dcidos organicos en respuesta al metabolismo de las bacterias, lo
gue representard una acidificacion del medio (Bautista-Gallego et al., 2020), esto se correlaciona con los
resultados obtenidos en la grafica de sedimentacién (Figura 15) que detalla que el pH es un componente
principal que influye en la bioconservacién de hortalizas. Para el caso puntual las interacciones del
brécoli en el dia 10, el aumento se puede deber a otros factores que estrictamente no se asocian a la

presencia de bacterias probidticos en la superficie y mds bien puede representar una degradacién
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natural por parte de la hortaliza en respuesta a ciertos factores ambientales (Manolopoulou & Varzakas,

2016).

En la acidez el mejor efecto se obtuvo en las interacciones de brdcoli y calabacin con la solucién
probidtica de 2,0E+07 UFC/mL registraron valores mas altos de acidez 0,22% y 021% respectivamente,
esto debido a que la tasa de produccién de acidos organicos esta en funcién del tipo de microorganismo,
de esta forma el empleo de L. lactis en este proceso incrementan la produccidn de acidos especificos
que incrementaran la acidez de los tratamientos. (Nugroho et al., 2020). Por otro lado, la reduccién de
acidez que fue de 0,23% a 0,15% para los tratamientos de brécoli y calabacin con la solucion bacteriana
de 2,0E+07 UFC/mL en el dia 10 se debe en gran parte al deterioro de la materia organica por la
exposicidn prolongada al medio ambiente y al no controlar variables como la temperatura y humedad

(Shakeel et al., 2019).

En los sélidos solubles la interaccién de brdcoli con la solucion de 1,0E+07 UFC/mL registrd
valores de 4,43 °Brix en el dia 5 y de 3,77 °Brix en el dia 10, la cual es diferente a la interaccién brécoli
con solucién de 1,0E+07 UFC/mL que reflejé un valor de 4,87 °Brix en el dia 5 y de 4,23 en el dia 10, esto
se debe a que el brécoli es mas susceptible al deterioro lo que influye en la cantidad de sélidos solubles
(Mahnen et al., 2006). Mientras que la interaccién de calabacin con ambas soluciones probidticas no

fueron significativas lo que se ajusta a lo expuesto por Siroli et al. (2015).

En la pérdida de peso los tratamientos mas significativos fueron brécoli y calabacin con la
solucidn probidtica de 2,0E+07 UFC/mL, registrando valores de 0,31% vy 0,43% en el dia5y 1,46% y
0,82% en el dia 10 respectivamente, varias investigaciones han destacado que un elevado contenido de
bacterias reduce la firmeza e integridad de los tejidos vegetales lo que incrementa su deterioro
ocasionando pérdidas sustanciales en la biomasa de las hortalizas (Ruiz Cruz et al., 2006). Mientras que

los tratamientos a los que se aplicd menos concentracion de la solucién probidtica (1,0E+07 UFC/mL)
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reflejaron una menor pérdida de peso esto en respuesta a una menor carga bacteriana en la superficie

del material vegetal.
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Capitulo VI

Conclusiones

Factor A (Hortalizas)
Con respecto a los resultados fisico-quimicos de las hortalizas, se concluye que la aplicacion de
BAL tuvo mejores efectos para el calabacin en los 10 dias de bioconservacidn, mientras que el brécoli

mostré un efecto positivo hasta el dia 5.

Las variables de pH, acidez y sdlidos solubles fueron mds consistentes en el transcurso de la

bioconservacion del calabacin. Mientras que la pérdida de peso fue menor en el brécoli hasta el dia 5.

En lo que respecta al conteo bacteriano, el brécoli presentd un mayor valor de UFC por mL en

los dias 5y 10 de la bioconservacion.

En base a esto, se acepta la hipdtesis alternativa y se concluye que el uso de BAL si influye en la

bioconservacion de hortalizas.

Factor B (Concentracion de bacterias acido lacticas)
En base a los resultados fisico-quimicos se concluye que, si existe diferencia significativa en la
concentracidn de las soluciones utilizadas, identificindose que la solucién de 2,0x10” UFC/mL tuvo mejor

efecto en las variables de estudio.

Al aplicar una concentracion de 2,0x10” UFC/mL se observé un efecto positivo para las variables
de pH, acidez y °Brix. Mientras que la pérdida de peso y el conteo bacteriano, tiende a decrecer cuando

se aplica una solucién concentrada de 1,0x107 UFC/mL.

Por lo tanto, se acepta la hipdtesis alternativa y se concluye que la aplicacién de diferentes

concentraciones de BAL si influye en la bioconservacidn de hortalizas.
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Interaccion A*B (Hortalizas + Concentracion de BAL)
En base a los datos obtenidos, se concluye que el tratamiento calabacin + concentracion

2,0E+07 UFC/mL del probidtico es mas efectivo para mantener propiedades como pH, acidez y °Brix.

Asi también, los tratamientos que generaron menos efecto en la variable de pérdida de peso,
son los conformados por brécoli y calabacin rociados con la solucidn probidtica de menor concentracién

(1,0E4+07 UFC/mL).

Con respecto al conteo bacteriano, los tratamientos que reflejaron un menor contenido de
aerobios fueron los que se rocié con la solucién probidtica de menor concentracién, mientras que al
aplicar una mayor concentracién de la solucién probidtica se observa menor poblacién de mohosy

levaduras en el tratamiento de brécoli + 2,0E+07 UFC/mL.
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Recomendaciones
En funcidon de los resultados obtenidos de las variables fisico-quimicas como pH, acidez, sélidos
solubles, pérdida de peso y conteo bacteriano, se recomienda la aplicacidn de una solucién probidtica
en el brécoli hasta el dia 5 de conservacién, mientras que para el calabacin se recomienda extender la

aplicacién de la solucién hasta el dia 10.

En lo que respecta a las concentraciones de soluciones probidticas se recomienda aplicar una
solucién de 1,0 E+07 UFC/mL en vista que la consistencia de los valores es comparable a la aplicacién de
una concentracidon mas alta del probidtica, y ademas esta concentracién permitid reducir la pérdida de

peso de las muestras analizadas.

De esta forma se recomienda realizar futuras investigaciones que combinen tecnologias
biotecnoldgicas y convencionales en la conservacidn de hortalizas para prolongar el periodo de

almacenamiento.
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