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Resumen

La presente investigacion se baso en el estudio del efecto de distintas concentraciones
de nisina como bioconservante en alimentos de Il Gama (pulpas congeladas de frutas);
su desarrollo tuvo lugar en la Universidad de las Fuerzas Armadas “ESPE”, ubicada en
la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas, parroquia Luz de América,
especificamente en el laboratorio de bromatologia y biociencias. El disefio de la
experimentacion se llevo a cabo bajo un ANOVA en DBCA con arreglo bifactorial: A
(Frutas) x B (Dosis de nisina), conformado por 9 tratamientos y 3 repeticiones cada uno;
dando un total de 27 unidades experimentales. En cuanto a la diferenciacion entre
medias de los tratamientos se utilizé la prueba de significancia de Tukey (p>0,05). Se
evaluaron variables fisicoquimicas: grados brix, pH, acidez titulable, humedad, ceniza y
fibra; y microbiolégicas (Recuento de aerobios y mohos-levaduras) de las pulpas de
fruta (Quanébana, pifia y mango) tratadas con las diferentes dosis de nisina (100 ppm,
200 ppm, 300 ppm). Los mejores resultados en cuanto a las variables evaluadas se
reflejaron con el tratamiento aib, (Pifia + 300 ppm de nisina) ya que presentd, mayor
acidez titulable (1,07 g/cm?3), ceniza (18,11%), fibra (19,66%), recuento de aerobios
(2,10 UFC/ml) y la nula aparicién de unidades de propagacion de mohos y levaduras;
esta Ultima variable, no fue sometida a analisis estadisticos debido a su inexistente
variacion. Adicionalmente, se realizé la prueba de identificacién de los aerobios
perjudiciales: salmonella, E. coli, coliformes y enterobacterias; solamente para aib-

donde se hallaron resultados negativos.

Palabras clave: pulpas congeladas de frutas, guanabana, pifia, mango, nisina,

bioconservacion.



21

Abstract

This research was based on the study of the effect of different concentrations of nisin as
a biopreservative in Il Range foods (frozen fruit pulp); its development took place at the
University of the Armed Forces "ESPE", located in the province of Santo Domingo de los
Tséchilas, Luz de América parish, specifically in the laboratory of bromatology and
biosciences. The experimental design was carried out under an ANOVA in DBCA with
bifactorial arrangement: A (Fruits) x B (Dosage of nisin), consisting of 9 treatments and 3
replicates each; giving a total of 27 experimental units. The Tukey significance test
(p>0.05) was used to differentiate between the means of the treatments.
Physicochemical variables were evaluated: brix degrees, pH, titratable acidity, moisture,
ash and fiber; and microbiological variables (aerobic and mold-yeast counts) of fruit
pulps (soursop, pineapple and mango) treated with different doses of nisin (100 ppm,
200 ppm, 300 ppm). The best results in terms of the variables evaluated were reflected
with treatment alb2 (pineapple + 300 ppm of nisin), since it presented higher titratable
acidity (1.07 g/cm3), ash (18.11%), fiber (19.66%), aerobic count (2.10 CFU/mI) and the
null appearance of mold and yeast propagation units; this last variable was not subjected
to statistical analysis due to its non-existent variation. Additionally, the identification test
for harmful aerobes: salmonella, E. coli, coliforms and enterobacteria was performed;

only for alb2 where negative results were found.

Keywords: frozen fruit pulpa, guanabana, pineapple, handle, nisin,

biopreservation.
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Capitulo |

Introduccién

Ecuador dentro de sus limites, posee una amplia diversidad de pisos climaticos
gue le han permitido posicionarse en el mundo como un importante pais fruticultor, fuera
del contexto tradicional como productor de banano. Puesto que, dentro de su oferta
exportable, también existe una agrupacién denominada “frutas no tradicionales”, que
engloba a todas aquellas especies que son apetecidas por pequefios grupos de
consumidores en el exterior, y por lo cual, se producen a pequefia o mediana escala

dentro del territorio nacional.

Dentro de esta oferta se destacan frutas como, la guanabana, pifia y el mango;
siendo las dos ultimas, las de mayor importancia debido a su demanda en el mercado
externo que en 2021, borded las 100 000 toneladas para la pifiay 61 371 toneladas de
mango (Agrocalidad, 2022); (Agrocalidad, 2022). Mientras que, para la guanabana
conforme a Moreno (2021) se estima una produccién de alrededor de 6 000 toneladas

de fruta fresca cada afio.

No obstante, la generacion de productos agricolas provoca pérdidas en las
primeras secciones de la cadena que son: produccién, procesamiento y transporte;
mientras que, los desperdicios son visibles en las argollas de comercializacion y
consumo. En América Latina y El Caribe existen pérdidas de alimentos que ascienden a
los 220 millones de toneladas anuales (Alonso, 2020); de las cuales, en Ecuador se han
registrado desperdicios de alrededor de 939 000 toneladas métricas por afio (El

Universo, 2020).
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Segun Dilucia y otros (2020) los residuos mas abundantes estan compuestos
por los subproductos de frutas y hortalizas; que se desechan en forma de pulpas, piel y
semillas y representan entre el 10 al 35% de la masa cruda desperdiciada. Esto ocurre,
debido al deterioro fisiol6gico ocasionado por dafios mecanicos en su manipulacién y la
naturaleza senescente de la fruta, lo que a su vez genera cambios no deseados en las

caracteristicas organolépticas y reducen su calidad (Agriopoulou y otros, 2020).

La elaboracién de pulpas es una alternativa para aprovechar las frutas que se
desperdician en la cadena de comercializacion y distribucién; puesto que, luego de
procesar la pulpa, se pueden almacenar a bajas temperaturas durante un considerable

periodo de tiempo alargando asi su vida util (Ribeiro y otros, 2021).

Sin embargo, para mantener la viabilidad de este tipo de productos,
tradicionalmente se han utilizado antimicrobianos quimicos; no obstante, las nuevas
tendencias del mundo globalizado han enfatizado sobre la necesidad de utilizar
conservantes naturales para garantizar productos mas saludables, la estabilidad

microbiana y conservacion de las propiedades sensoriales (Teixeira y otros, 2017).

Las bacteriocinas, son péptidos antimicrobianos de alto potencial para la
industria alimentaria puesto que son generadas por las bacterias acido lacticas. Durante
los dltimos afios, la nisina ha sido aprobada como aditivo alimentario para productos a
base de frutas solo en algunos paises (Teixeira y otros, 2017). Estas han demostrado
reducir la contaminacion por patégenos y ampliar la vida util del producto procesado

(Agriopoulou y otros, 2020).

En zumo de frutas (guayaba, naranja, cupuasul, mango, durazno, anacardo,

maracuya y guanabana), por ejemplo, conforme al estudio de Carnelossi y otros (2015)
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la nisina mantuvo la calidad estable, aun a temperatura ambiente durante 30 dias sin

alterar las propiedades fisico-quimicas de forma significativa.

Por lo cual, en base a lo anteriormente manifestado, se considera que esta
investigacidn aporta con postulados que permitiran desarrollar el &rea de la industria
alimentaria mediante fundamentaciones cientificas, mediante la conservacién de pulpas
de frutas con la aplicacion de nisina; bacteriocina que tiene un alto potencial para la
bioconservacion de productos a base de frutas. Tal es el caso de la guandbana, pifia y
el mango, que poseen un elevado atractivo exportable, por sus caracteristicas

organolépticas.

Objetivos

Objetivo General

Estudiar el efecto de distintas concentraciones de nisina como bioconservante

en productos de Il Gama (pulpas congeladas de frutas).

Objetivos Especificos

Elaborar los distintos productos de Il Gama (pulpas congeladas de frutas:

guandbana (Anona muricata), pifia (Ananas comosus) y mango (Mangifera indica).

Evaluar distintas concentraciones de nisina como bioconservante en los

productos de Il Gama (pulpas congeladas de frutas), para extender la vida util.

Determinar mediante andlisis fisicoquimicos y microbiolégicos, las
caracteristicas de los distintos productos de Ill Gama (pulpas congeladas de frutas)

después de la aplicacion del bioconservante
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Determinar el rendimiento de cada producto de Il Gama (pulpas congeladas de

frutas) mediante balance de materia.

Hipotesis Nula

Ho: La elaboracion de los diferentes productos de Ill Gama no difiere entre las
frutas: guanabana (Anona muricata), pifia (Ananas comosus) y mango (Mangifera

indica).

Ho: Las distintas concentraciones de nisina como bioconservante, en los

productos de lll Gama (Pulpas congeladas de frutas) no extienden la vida atil.

Ho: Las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas de los distintos
productos de lll Gama (pulpas congeladas de frutas) no cambian después de la

aplicacion del bioconservante.

Ho: El rendimiento de los productos de Ill Gama (pulpas congeladas de frutas)

no difieren entre tratamientos.

Hipotesis Alternativa

Ho: La elaboracién de los diferentes productos de Ill Gama difieren entre las
frutas: guanabana (Anona muricata), pifia (Ananas comosus) y mango (Mangifera

indica).

Ho: Las distintas concentraciones de nisina como bioconservante, en los

productos de lll Gama (Pulpas congeladas de frutas) si extienden la vida util.
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Ho: Las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas de los distintos
productos de Ill Gama (Pulpas congeladas de frutas) si cambian después de la

aplicacion del bioconservante.

Ho: El rendimiento de los productos de Ill Gama (pulpas congeladas de frutas) si

difieren entre tratamientos.
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Capitulo 1l

Revision de Literatura

La Guanabana

Es un arbol frutal nativo de América del Sur que puede alcanzar hasta 11 metros
de longitud (Marmolejo y otros, 2022). Su origen es prehispanico y habitualmente se
desarrolla en pisos altitudinales de 0 a 600 m; cientificamente se le denomina Annona
muricata L. Ademas de su pulpa, también se consumen las hojas puesto que, en la
medicina tradicional, se les atribuyen propiedades antinflamatorias y fotoquimicas para

el tratamiento de reumatismo, diabetes y fiebre (Mendozay otros, 2022).

Esta fruta ovoide es considerada climatérica ya que posee una alta tasa
respiratoria, lo que genera la produccién de etileno y una elevada actividad enzimatica.
En promedio los frutos pueden pesar 2,9 kg, de los cuales un 75,6% esta constituido por
la pulpa; mientras que el 12,7% corresponde a la cascara, 4,8% a la semilla 'y el 6,9% al

raquis (Mendozay otros, 2022).

En cuanto a la pulpa, esta es considerada de calidad y 6ptima para su
procesamiento o distribucion al cliente en fresco, cuando se encuentra en un pH de 3 a

4y grados brix de 13 a 17 (Mendoza y otros, 2022).

Caracteristicas fisico quimicas de la guandbana

A continuacion, se detallan las caracteristicas fisico-quimicas de la fruta de
guanabana:
Tabla 1.

Caracteristicas fisico-quimicas de la fruta de guanabana fresca.
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Caracteristica Valores
Humedad (%) 81a81,49
Acidez valorable (%) 0,87
Solidos Solubles totales 14,10 a 15
(°Brix)
pH 3,97 a 4,56
Ceniza (g) 0,70 a 0,87

Nota: La tabla presenta las caracteristicas fisico-quimicas de la fruta de guanabana. obtenidas

por diferentes autores. Fuente: Mendoza y otros (2022).

La Pifia

Es una planta herbacea bianual o anual de hojas rigidas que puede alcanzar
como punto maximo de crecimiento 1,5 m de altura a la que cientificamente se le

denomina Ananas comosus. Se originé en el continente americano (Dominguez, 2019).

Dentro del territorio ecuatoriano, es ampliamente producida en las provincias de
Santo Domingo de los Tsachilas, Guayas, El Oro, Manabi, Los Rios y Esmeraldas. Las
variedades de mayor acogida entre los productores son la MD2 (Golden sweet) y la

cayena lisa (Champaca) (Dominguez, 2019).

La pifia es apetecida debido a su coloracion, sabor extremadamente dulce, alto
contenido de vitamina C y reducida acidez. La variedad MD-2 se caracteriza por
alcanzar un peso que va de 1,3 a 3,5 kg en promedio, su pulpa es de color amarilla

claray poseer entre 15 a 15 grados Brix (Dominguez, 2019).



La champaca por otro lado, puede pesar entre 1,5 a 2,5 kg por lo que se

considera mediana; el color de la pulpa es amarillo-péalida y con una variacién en su

contenido de azucares que puede situarse entre 13 a 19 grados Brix. No obstante, esta

Gltima variedad, se caracteriza por ser su nivel de acidez que no es aceptado por la

mayoria de consumidores (Dominguez, 2019).

Caracteristicas fisico quimicas de la pifia

En la tabla 2, que se presenta a continuacién se exponen las caracteristicas
fisico-quimicas de la fruta de pifa:
Tabla 2.

Caracteristicas fisico-quimicas de la fruta de pifa fresca.

Caracteristica Valores
Humedad (%) 91,86
Acidez valorable (%) 0,87
Sélidos Solubles totales 9,7
(°Brix)
pH 3,8
Ceniza (g) 0,20

Nota: La tabla presenta las caracteristicas fisico-quimicas de la fruta de pifia. obtenidas por

diferentes autores. Fuente: Garcia y otros (2018).

El Mango

Corresponde a un arbol frutal perenne que en el ambito cientifico se le denomina

Mangifera indica L puesto que, su centro de origen radica en la India extendiéndose por
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la franja intertropical. Se desarrolla en a una altitud de 0 a 600 msnm y requiere de un
periodo de sequia al menos durante un trimestre antes de la etapa floral con
temperaturas entre 24 a 27°C (Ortega, 2022). Posee un alto contenido de carotenos
(1159 a 3000 mg/100 g), que dota a sus frutas de colores rojo, amarillo o anaranjado.
Ademas, es considerado 0til para la nutricibn humana, ya que tiene un nivel de fibra tan

importante que provoca un efecto laxante (Vera, 2021).

En Ecuador esta fruta es realmente importante por lo que existen seis
variedades que se siembran con mayor frecuencia por los productores: Tommy atkins
(450 a 600 gramos; pulpa anaranjada), Ataulfo (pequefio o mediano con bajo contenido
de fibra), Kent (500 a 800 gramos; color amarillo-anaranjado), Haden (380 a 700
gramos; color rojizo-amarillo), Keitt (600 gramos aproximadamente; bajo en fibra) y

Edward (500 a 700 gramos; color rosa a amarillo) (Vera, 2021).

Caracteristicas fisico quimicas del mango

En la tabla 3, que se presenta a continuacion se exponen las caracteristicas
fisico-quimicas de la fruta de mango:
Tabla 3.

Caracteristicas fisico-quimicas de la fruta de mango fresco.

Caracteristica Valores
Humedad (%) 71,14 a 78,63
Acidez valorable (%) 0,25a1,25
Solidos Solubles totales 20,61 a 24,64
(°Brix)

pH 3,20 a 4,67
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Caracteristica Valores
Fibra (%) 6,40 a 12,37
Ceniza (%) 0,5a3,76

Nota: La tabla presenta las caracteristicas fisico-quimicas de la fruta de mango. obtenidas por

diferentes autores. Fuente: Rivas y otros (2020).

Pulpa de Frutas

El Instituto Ecuatoriano de Normalizacion (2008), define a la pulpa o puré de
fruta como un producto comestible y carnoso que no se ha fermentado, pero puede
fermentarse puesto que son susceptibles a estos fendbmenos ya que se obtienen a
través del tamizaje, triturado o desmenuzado basandose en BPA’s de manufactura. Lo
gue se destaca en este proceso es la no eliminacion del liquido producido a partir de la
parte comestible. En este caso las materias primas pueden utilizarse enteras o sin

cascara, pero con un nivel de maduracion 6ptimo.

Las pulpas de frutas pueden tener una vida Util de 6 meses si se almacenan en

congelacion y de hasta 3 meses si solamente son refrigeradas (Guanochanga, 2021).

Extraccion de la pulpa

Para elaborar este tipo de productos, se necesita realizar diferentes pasos
preliminares que son: seleccion, clasificacion y lavado, para posteriormente extraer la
pulpa. Durante este proceso es necesario controlar las caracteristicas funcionales de la
materia prima a través del buen manejo de las operaciones que tienen que ver con la
mixtura, depuracién, homogenizacion, escaldadura y los tratamientos de alta presion

puesto que, un desatino podria modificarlas de forma negativa (Guanochanga, 2021).
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Los contaminantes microbianos de las frutas pueden provocar el deterioro de los

alimentos o la intoxicacion alimentaria, lo que plantea problemas econémicos y de

salud. La manipulaciéon posterior a la cosecha, las técnicas de envasado y las

condiciones de almacenamiento, asi como el contenido de humedad, pueden afectar la

contaminacién y la supervivencia de los virus en las frutas. Una vez que las frutas se

cosechan y clasifican para eliminar cualquier producto dafiado, generalmente se

almacenan en condiciones que evitan la pérdida de agua y reducen la proliferacion

microbiana (Soni & Brightwell, 2022).

Conforme a Soni y Brightwell (2022) algunos de los patégenos comunes

transmitidos por los alimentos y los contaminantes microbianos relacionados con el

deterioro se enumeran en la tabla 4:

Tabla 4.

Contaminantes cominmente hallados en frutas.

Contaminantes
Relevancia
microbianos

Preocupaciones basadas en la

seguridad alimentaria/ vida util

Produce
gastroenteritis y
Salmonella spp
presenta
multiresistencia
Colitis hemorragica,

E.coli O157:H7 diarrea

sanguinolenta,

Los productos frescos pueden
contaminarse en cualquier momento

desde la cosecha hasta el empaque

La multiplicacién y el crecimiento de E.
coli en productos frescos ocurren a 12—

25°C
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Contaminantes

microbianos

Relevancia

Preocupaciones basadas en la

seguridad alimentaria/ vida util

sindrome urémico

hemolitico y muerte

Aeromonas spp.

Pseudomonas spp.

Virus de la hepatitis A

Intoxicacion
alimentaria que
conduce a
gastroenteritis.
Producen factores
de patogenicidad
(toxinas, proteinas
efectoras,
proteasas, elastasas
y pigmentos) que
pueden afectar al

sistema inmunitario

Conduce a sintomas
leves a moderados
y, en algunos casos,

a la muerte.

Contaminan las frutas a través del agua
dulce y salada, ya sea durante la

cosecha o el manejo poscosecha.

El mal manejo durante la cosecha o
poscosecha conduce a la contaminacion
cruzada de Pseudomonas provenientes

del suelo, fertilizantes, estiércol o agua

utilizada para riego.

Las frutas y verduras pueden sufrir una
contaminacién cruzada si se riegan con
agua/soluciones que contienen restos

fecales.
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Contaminantes Preocupaciones basadas en la
Relevancia
microbianos seguridad alimentaria/ vida util

Contaminacion postcosecha
Intoxicacion por Aspergillus spp,
Micotoxinas: alimentaria, Penicillium spp. y Alternaria spp provoca

Aspergillus spp., Penicilliu ~ deterioro y pérdida  la produccién de toxinas como parte de

m spp. significativa de los sus metabolitos secundarios y, en
y Alternaria spp. productos de la algunos casos, conduce al deterioro,
cosecha. como las manchas marrones de los

citricos por Alternaria alternata

Nota: La tabla presenta los contaminantes microbianos hallados cominmente en las frutas.

Fuente: Soniy Brightwell (2022)

Los Antimicrobianos en la Industria Alimentaria

Se definen como compuestos cuyo objetivo es prolongar la vida util de los
alimentos inhibiendo el crecimiento de células microbianas o matandolas, que pueden
ser de origen animal, a través de microorganismos o de origen vegetal. Entre los
antimicrobianos de origen vegetal, se pueden clasificar en saponinas, flavonoides,
terpenos, polifenoles y varios otros, en los que estos compuestos se pueden obtener a

través de extractos de plantas, como los aceites esenciales (Ueda y otros, 2022).

El Acido Sérbico
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Este acido en conjunto con la sal de potasio o calcio; son conservantes
antimicrobianos ampliamente utilizados en los alimentos, especialmente para prevenir el

crecimiento de moho en los productos alimenticios (Burks & Wesley, 2020).

Conforme a la FAO/OMS este producto posee forma de agujas incoloras o polvo
blanco suelto, de ligero olor caracteristico con una pureza no inferior al 99,0% y masa
molar de 112,12 g mol — 1, con un punto de fusién entre 132 y 135 °C, y siendo

ligeramente soluble en agua y soluble en etanol (Ferri, 2022).

Utilizacion del acido sorbico en la industria alimentaria

Estos surgieron como una alternativa frente al uso del acido benzoico. Debido a
su naturaleza acida se aconseja utilizarlos en un rango de pH de 5 a 6 (Burks & Wesley,

2020).

Se puede incorporar dentro del material de empaque utilizando vehiculos
organicos, como etanol, aceite vegetal o propilenglicol. Los productos de frutas
(particularmente frutas de humedad intermedia) debido al deterioro provocado por
hongos y levaduras. La inmersion (en sorbato al 2-10 %) es el método de aplicacion

recomendado para frutas con superficies irregulares (Ferri, 2022).

Los tratamientos como el procesamiento térmico, que afectan la calidad del
producto, pueden reducirse mediante el uso de sorbato. Puede ser necesaria una
pasteurizacién adicional o un tratamiento con diéxido de azufre para controlar el

pardeamiento y la oxidacion enzimaticos (Ferri, 2022).

Los sorbatos se han implicado con poca frecuencia en reacciones adversas,

especialmente por via oral (Burks & Wesley, 2020); puede causar urticaria de contacto
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en la regién perioral, especialmente en nifios que se untan alimentos que contienen
sorbato en la cara. En raras ocasiones, el acido sérbico ha causado dermatitis de

contacto (Ferri, 2022).

Bioconservacion

La bioconservacién, entendida como un método bioldgico para la conservacion
de alimentos con el uso de microorganismos y sus metabolitos, ha cobrado un gran
interés en los Gltimos afios debido a la mayor conciencia de los consumidores sobre los

conservantes quimicos y su impacto negativo en la salud (Zapasnik y otros, 2022).

Los microorganismos utilizados con fines de conservacion natural deben cumplir
una serie de requisitos, incluida la seguridad de uso, la producciéon de metabolitos no
toxicos, el mantenimiento de una alta actividad durante el almacenamiento y la ausencia
de un impacto negativo en las propiedades sensoriales del producto. Las BAL son de
particular importancia en los procesos de bioconservacion debido al amplio espectro de

su actividad contra el desarrollo de microflora desfavorable (Zapasnik y otros, 2022).

Bacterias Acido Lacticas

Son un tipo de microorganismos que pueden fermentar carbohidratos para
producir acido lactico; estas pueden descomponer sustancias macromoleculares en los
alimentos, incluida la degradacién de polisacaridos no digeribles y la transformacion de
sustancias de sabores indeseables. Ademas, también pueden producir una variedad de
productos que incluyen acidos grasos de cadena corta, aminas, bacteriocinas, vitaminas

y exopolisacéaridos durante el metabolismo (Wang y otros, 2021).

Aplicaciones de las bacterias acido lacticas en la industria
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Sobre la base de las caracteristicas metabodlicas mencionadas anteriormente, las
bacterias del acido lactico han mostrado una variedad de aplicaciones ampliadas en la
industria alimentaria. Por un lado, se utilizan para mejorar el sabor de los alimentos
fermentados, aumentar la nutricion de los alimentos, reducir las sustancias nocivas,
aumentar la vida util, etc. Por otro lado, pueden usarse como probidticos para promover

la salud en el cuerpo (Wang y otros, 2021).

Las BAL y las bifidobacterias tienen la capacidad de transformar componentes
individuales de la dieta en vitaminas del grupo B y vitamina K, donde el primer grupo de
vitaminas juega un papel fundamental en el funcionamiento normal del organismo
humano. Lactibacillus reuteri, Lactiplantibacillus plantarum (Lactobacillus plantarum),
Lactobacillus acidophilus y Bifidobacterium longum merecen especial atencion en el

contexto de la biosintesis de vitaminas del grupo B (Zapasnik y otros, 2022).

Las bacteriocinas

Las bacteriocinas son metabolitos primarios que pertenecen al grupo diverso de
péptidos catidnicos e hidrofobos formados por 20 a 60 aminoacidos. Ademas, tienen
pueden ser sintetizados por bacterias haciendo uso de los ribosomas con
antibacterianos; inhibiendo el desarrollo y la reproduccién de varias bacterias.
Interactdan con la superficie celular para aumentar la permeabilidad de la célula; inhibir
la produccion de pared celular; inhibir la sintesis de acido nucleico; inhibir la sintesis de

proteinas (Wang y otros, 2021).

En la actualidad, la aplicacion de bacteriocinas producidas por BAL es limitada

en la industria alimentaria. Solo el lantibiético nisina (E234) y la pediocina PA-1/Ac H se



comercializan en la cadena de suministro de alimentos como agentes conservantes

(Zapasnik y otros, 2022).

A continuacion, se encuentra la clasificacion de las bacteriocinas segun

Castellanos y otros (2022):
Tabla 5.

Clasificacion de los péptidos sintetizados por BAL.

Clasificacion

Caracteristicas

Sub-

Caracteristicas
clasificacién

Bacteriocina

Lantibioticos.
Péptidos
policiclicos y
termoestables.
Tamafio: <3,4

kDa

No lantibioticos.
Péptidos de
cadena lineal y

termoestable.

Tamano: <10 kDa

Péptidos que van
de 2,1 a 3,4 kDa,
son cationicos; es
decir, poseen
entre2a’7
cargas (+)
Péptidos que van
de 1,9 a 2 kDa.
No poseen carga
negativa
Su secuencia
CcoNnsenso se
encuentra en la
fraccion N-
terminal

TGNGVXC

Nisina

Mersacidina

Pediocina
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Sub-
Clasificacion Caracteristicas Caracteristicas
clasificacion

Bacteriocina

Se constituyen
por un par de
b péptidos que son
diferentes entre
si
Son
transportados a
través de un
péptido lider
i Péptidos

menores de 30

kDa, son
termolabiles
v Péptidos
conjugados
\Y Circulares

Plantaricina

Lactoccina

Helvecina J

Lactocina 27

A5-48

Nota: La tabla presenta las 5 clasificaciones de las bacteriocinas. Fuente: Castellanos y otros

(2022).

Conforme a Castellanos y otros (2022), existen diversas ventajas y desventajas

que se muestran en la siguiente figura:

Figura 1.

Ventajas y desventajas del uso de bacteriocinas en productos alimenticios.



VENTAJAS

Pueden inhibir el desarrollo de
bacterias perjudiciales

Se consideraninocuas parael
consumo humano

Pueden resistir a: pH, calor, EDTA,
Tween, urea 'y NaCl

No generan alteraciones en los
productos alimenticios

Se pueden utilizar: puras, semipuras
o en forma de cultivos starter

Acelera los procesos de maduracion
en los alimentos

~

Espectro de inhibicion reducido

Pueden ser afectadas por las
caracteristicas fisico-quimicas de los
productos alimenticios

Necesitan utilizarse en altas
concentraciones para afectar a
ciertos tipos de microorganismos

Pueden ser afectadas por enzimas
proteoliticas

Sus costes para purificacion son
elevados
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Incrementan su efectividad en
combinacion con otros tipos de

tratamientos microbianos

SVIVLN3AS3IA

Fuente: Tomado de Castellanos y otros (2022).

Bacteriocinas en combinacion con sustancias o métodos de conservacion

En la tabla 6, se especifican algunos ejemplos de las bacteriocinas en

combinacién con diferentes tipos de sustancias y/o métodos de conservacion:

Tabla 6.

Combinaciones de bacteriocinas con sustancias y/o métodos de conservacion.

Tipo de

combinacion

Combinacioén

Resultado

Con sustancias
quimicas que
afectan la

membrana

Nisina + EDTA

Bacteriocina AS-48 (25 pg/mL),

temperatura (65 °C) y pH (9)

Disminucién de E. coli
enterohemorragica
Reduccion de Salmonella sp.

en soja
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Tipo de

Combinacioén Resultado
combinacion

Bacteriocina AS-48 + Acido LActico,

polifosférico y peracético, hipoclorito de
Reduccién de Salmonella sp.
sodio, cloruro de hexadecilpiridinio, acido
hidroxicindmico

Reduccién de L.

Con sistema Nisina, sistema lactoperoxidasa y monocytogenes en 3,4

lactoperoxidasa reuterina + Cuajada unidades logaritmicas frente al
control
Disminucién de E. colien 5 U.
500 MPa a 10 °C por
log por 2 meses en quesos
5 minutos con bacterias
maduros fabricados con leche
bacteriocinogénicas
cruda
Disminucién de 2,4 U. log en
2 ciclos de altas presiones; activacion de
Con altas la fase de almacenamiento a
la germinacion esporadica (60 MPa por
presiones

8°C de B. cereus en queso
210 minutos a 30°C) y para el efecto
hidrostaticas fabricado con leche curda; sin
subletal (300 MPa por ¥4 de hora a 30°C)

embargo, esta se recupero
+ nisina (0,05 mg/L)

luego de 15 dias.

Redujeron las poblaciones de
Altas presiones hidrostaticas + pediocina

L. monocytogenes sin
PA-1 + fago P100 s

recuperacion luego de una
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Tipo de

combinacion

Combinacioén

Resultado

Con

nanoparticulas

Con aceites

esenciales

Nisina + nanoparticulas de

guitosano/alginato

Nanoparticulas de alginato-quitosano-
plurénico F68 + nisina + gelatinizacion

ionotropica y reticulacion policationica

Nanoparticulas de 6xido de magnesio

(MgO NP) + nisina a 60 °C

Films de caseina de sodio + nisina

Nisina + Aceite esencia de Zataria

multiflora B.

Aceite esencial de Metasequoia
glyptostroboides al 1% + 500 Ul/mL de

nisina

semana de almacenamiento a
4°C
Manutencién de la eficiencia
antibacteriana contra S.
aureus en leche cruda
El polimero y la nisina
controlan Micrococcus sp.,
Enterobacter sp., Salmonella
sp., Pseudomonas sp.,
durante 20 dias
Redujo en 7 las unidades
logaritmicas de S. aureus y E.
coli en leche
Disminucién de L. innocua en
1,1 U. log. en queso
Inhibié la enterotoxina Cy a
toxina de S. aureus en queso
irani
Inhibié el crecimiento de L.
monocytogenes en 6 U. log.

Por 2 semanas a 4°C
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Tipo de
Combinacioén Resultado
combinacion

Inhibi6 el crecimiento de L.
Aceite esencial de H. persicum + 5,3
monocytogenes en queso
Ul/ml de Nisina
blanco irani

Nota: La tabla presenta las 5 clasificaciones de las bacteriocinas. Fuente: Castellanos y otros

(2022).

La Nisina

La nisina secretada por Lactococcus lactis es la primera lantiococina que se
identificd en el afio de 1928 (Wang y otros, 2021). A nivel bioquimico su composicion
consta de 34 aminoacidos; sus variantes son la nisina A (histidina en posicion 27),
nisina Z (asparagina en posicion 27), nisina Q (variacion de la nisina que produce
Streptococcus uberis y posee 31 aminoacidos) y la nisina U (posee una similitud del

82% frente a la nisina A) (Castellanos y otros, 2022).

Segun los microorganismos obijetivo, la aplicacion de nisina se clasifica en una
de tres categorias: (1) evitar el deterioro por bacterias formadoras de esporas, (2) evitar
el deterioro por bacterias del acido lactico y microorganismos relacionados o (3) matar o
inhibir bacterias patégenas grampositivas, por ejemplo, Bacillus cereus, C. botulinum o

L. monocytogenes (Castellanos y otros, 2022).
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Figura 2.

Estructura quimica de la nisina
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Nota: la presente tabla expresa los valores que citdé Perrazo (2022) segiin Merck kGaA (2022).

Composicién fisicoquimica de la nisina

Tabla 7.

Caracterizacion ecoldgica del sitio de investigacion.

Aspecto Descripcion
Formula C143H230N42037S7
Peso 3354,07 g/mol
Numero CAS 1414-45-5

Aspecto Polvoriento




Aspecto

Descripcion

Color

Solubilidad

Fuente

Olor

Concentracion

Temperatura de almacenamiento

pH

Beige

Soluble en agua

Lactococcus lactis

Sin datos disponibles

2,5% (saldo de NaCl)

2-8°C

Sin datos disponibles
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Nota: la presente tabla expresa los valores que cité Perrazo (2022) segin Merck kGaA (2022).

Mecanismo de accién

La nisina posee anillos de lantionina, la cual al tener afinidad por el lipido Il
(elemento de la membrana celular de las Gram+) un componente de la sintesis de
peptidoglucano que ademas se encarga de regular la insercion de Mg++ en la
membrana celular, se interrumpe la sintesis de peptidoglucano y a la vez se inserta la

nisina a la membrana citoplasmatica, lo que la permeabiliza mediante la formacion de

espacios a manera de poros (Martinez y otros, 2021).

Los iones K+ y moles de energia son de importancia para el funcionamiento
celular; ademas, junto con el ingreso desmesurado de iones Mg++ la dinAmica de

protones y la despolarizacion del potencial membranal (requeridos para mantener la
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homeostasis celular y el equilibrio ib6nico intracelular, asi como también, el transporte de
nutrientes y productos de deshecho celular) conllevan a la muerte de la célula (Martinez

y otros, 2021, pag. 24).

Figura 3.

Accién de la nisina sobre la membrana celular de bacterias Gram negativas.
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Efflux (K*, ATP, amino acids)

Nota: esta figura representa el mecanismo de accién de la nisina sobre la estructura de la
membrana celular sobre las bacterias Gram (-). Fuente: Martinez y otros (2021) tomado de la

modificacion de Kawada-Matsuo y otros (2017).

Para las bacterias Gram- la situacién es diferente puesto que, por su estructura
a nivel de la pared celular, estas bacterias resultan impermeables por la capa exterior
gue la protege; es por ello que para que la nisina pueda actuar, es necesario que se
utilicen métodos de conservacién adicionales como la pasteurizacion (Martinez y otros,

2021).

Aplicaciones de la nisina en productos alimentarios
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Varios estudios han demostrado que la nisina no produce cancer o toxicidad en
sus consumidores, debido a su degradacién sobre la parte superior del tracto digestivo
por la actividad de las proteasas; por lo cual puede ser utilizada como aditivo alimentario

por su capacidad proteolitica (Martinez y otros, 2021).

En la tabla 8, se presentan diferentes productos alimentarios donde se la ha
utilizado como conservante.
Tabla 8.

Aplicaciones de la nisina en productos alimenticios como bioconservante.

Dosis de nisina
Alimento/Aplicacion Microorganismos que ataca
(mg/L)

5-15 Bacillus spp.
Queso procesado

Clostridium spp.

Leche pasteurizada/ Bacillus spp.
0,25-10
productos lacteos Clostridium spp
Postres (a base de lacteos) 0,25-10 Bacillus spp.
Alimentos enlatados (acidez Bacillus staerothermophilus
2,5-5
baja) C. thermosaccharolyticum
Alimentos enlatados (alta C. pasteurianum
1,25-2,5

idez
acidez) B. macerans
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Dosis de nisina
Alimento/Aplicacion Microorganismos que ataca
(mgiL)

B. coagulans

Queso ricotta 5 Listeria monocytogenes
Bollos (pan) 3,75-6,25 Bacillus cereus
Aderezos para ensaladas 1,25-5 Bacterias acido lacticas

Sopas refrigeradas

2,5-5 Bacillus spp.
pasteurizadas
Langosta en conserva 25 Listeria monocytogenes
Productos pasteurizados de
1,25-5 Bacillus spp., B. cereus
huevo liquido
Cerveza: Lavado de levadura
25-37,5 Lactobacillus spp.
(inicio)
Durante la fermentacion 0,63-2,5 Pediococcus spp.

Nota: la presente tabla expresa los apuntes de Martinez y otros (2021).
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Capitulo 1l

Materiales y Métodos

Ubicacion del Area de Investigacion

El estudio tuvo lugar en los laboratorios de la Universidad de las Fuerzas
Armadas “ESPE” sede Santo Domingo; en el km 24 de la via a Quevedo, parroquia Luz

de América, canton Santo Domingo, de la provincia Santo Domingo de los Tsachilas.

Ubicacion geografica

Latitud: 00° 24’ 36”; Longitud: 79° 18’ 43”; Altitud: 270 msnm

Figura 4.

Ubicacién geografica de la Universidad de las Fuerzas Armadas, sede Santo Domingo.
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Ubicacion ecoldgica

Tabla 9.

Caracterizacion ecoldgica del sitio de investigacion.
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Caracteristicas Descripcion

Zona de vida: Bosque humedo Tropical
Altitud: 224 msnm

Temperatura media: 24 °C

Precipitacién: 2860 mm afio

Humedad relativa: 85%

Heliofania: 680 horas luz/afio

Tipo de suelo: Franco arenoso

Materiales

Elaboracion de las pulpas

Tabla 10.

Recursos utilizados para la elaboracion de las pulpas.

Materiales/ Equipos Insumos Muestras

Recipientes: térmicos y plasticos Agua potable Guanébanas

Cepillo Agua destilada Pifias



51

Materiales/ Equipos Insumos

Muestras

Cuchillo Acido citrico

Espatula Nisina

Trituradora
Tamiz
Cocineta
Termdmetro
Bolsas de polietileno
Vasos de precipitacion: 100 mly 2 |

Balanza analitica
Probeta de 200 ml

Congelador

Mangos

Determinacion de los grados Brix

Tabla 11.

Recursos utilizados para la determinacion de grados brix en las pulpas de fruta.

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Balanza analitica Espatula Agua destilada Pulpa de
Refractometro Bisturi guanébana
Atago Varilla de vidrio Pulpa de pifa
Bafio Maria Vasos de precipitacion de 500 Pulpa de mango
y 100 mL

Embudo de vidrio

Cocineta
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Equipos Materiales/Insumos

Reactivos

Muestras

Piseta

Gasas

Determinacion del pH

Tabla 12.

Recursos utilizados para la determinacion del pH en las pulpas de fruta.

Equipos Materiales/Insumos Reactivos

Muestras

Potenciometro  Vaso de precipitacion  Agua destilada estéril

Balanza de 200 mL. Soluciones buffer
analitica Plancha térmica-
Bafio Maria magnética

Pulpa de guanabana
Pulpa de pifia

Pulpa de mango

Determinacién de la acidez titulable

Tabla 13.

Recursos utilizados para la determinacién de la acidez titulable en las pulpas de fruta.

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Potenciémetro Vaso de precipitacién:100 ml NaOH 0,1N Pulpa de guanabana
Agitador Vasos de precipitacion: 200 mL  Agua Pulpa de pifia
Plancha térmica Matraz volumétrico: 250 mL destilada Pulpa de mango
magnética Probeta de 100 mL

Equipo de titulacion Embudo de vidrio

Equipo de titulacion Bureta de 25 mL

Determinacién de la humedad



Tabla 14.
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Recursos utilizados para la determinacion de la humedad en la pulpa de fruta.

Equipos Materiales/Insumos Muestras

Balanza analitica sensible al  Vaso de precipitacién de 100 Pulpa de guanabana
0,1 mg mi Pulpa de pifia
Estufa Pulpa de mango

Determinacion de la ceniza

Tabla 15.

Recursos utilizados para la determinacion de la ceniza en las pulpas de fruta.

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras

Mufla Crisoles Agua destilada  Pulpa de guanabana
Desecador Mechero bunsen Aceite vegetal Pulpa de pifia
Balanza analitica Pinzas metalicas Pulpa de mango

Determinacién de la fibra

Tabla 16.

Recursos utilizados para la determinacion de la fibra en las pulpas de fruta.

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras

Balanza analitica Mortero Acido sulfarico 0,18 Pulpa de guanabana
Equipo Dosi-Fiber Probeta de 100 mL M Pulpa de pifa
Bomba de vacio Piseta KOH o NaOH Pulpa de mango
Estufa. Pipetas Antiespumanete

Mufla Matraz kitasato (acetona)
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Equipos Materiales/Insumos Reactivos

Muestras

Desecador Crisoles porosos

Recuento de poblaciones microbianas

Tabla 17.

Recursos utilizados para el recuento e identificacién de poblaciones microbianas procedentes

de las pulpas de fruta.

Equipos Materiales/Reactivos Muestras
Incubadora Tubos de ensayo Pulpa de guanabana
Plancha térmica magnética Peptona Pulpa de pifia
Autoclave Agua destilada estéril Pulpa de mango
Céamara de flujo laminar Vaso de precipitacion de

Balanza analitica 500 mL

Stomacher Mecheros bunsen

Laminas Petri film
Difusor

Espatula

Analisis estadistico

Factores y niveles del experimento

Tabla 18.

Factores y niveles a probar en la elaboracion de pulpas congeladas de frutas para evaluar el

efecto de distintas concentraciones de nisina como bio-conservante.
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Factores

Niveles

Frutas (A)

Dosis de Nisina (B)

a0= Guanabana
al= Pifia

a2= Mango

b0= 100 ppm
b1= 200 ppm

b2= 300 ppm

Tratamientos

Tabla 19.

Tratamientos comparados en la elaboracién de pulpas congeladas de frutas para evaluar el

efecto de distintas concentraciones de nisina como bio-conservante.

Tratamiento  Cddigo

Descripcion

T1 aobo0
T2 a0bl
T3 a0b2
T4 albo
T5 albl
T6 alb2
T7 a2bo
T8 a2bl
T9 a2b2

Guanabana + 100 ppm de nisina.
Guanabana + 200 ppm de nisina.
Guanabana + 300 ppm de nisina.
Pifia + 100 ppm de nisina.

Pifla + 200 ppm de nisina.

Pifla + 300 ppm de nisina.
Mango + 100 ppm de nisina.
Mango + 200 ppm de nisina.

Mango + 300 ppm de nisina.

Disefio experimental
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El disefio experimental se desarrollé bajo el esquema bifactorial (3x3) conducido
en un D.B.C.A. con tres repeticiones por tratamiento; mediante la utilizacion del software
Statistica.

Tabla 20.
Esquema del andlisis de varianza en la elaboracién de pulpas congeladas de frutas para

evaluar el efecto de distintas concentraciones de nisina como bio-conservante.

Fuente de Variacion Grados de Libertad
Tratamientos T-1 8
Réplicas R-1 2
Frutas A-1 2
Dosis de nisina B-1 2
Frutas x Dosis de nisina A-1)(B-1) 4
Error Experimental T-1)(R-1) 16
Total RT-1 26

Analisis funcional. Para decidir sobre los resultados obtenidos en cada variable

se aplico la prueba de significancia Tukey (p<0,05).

Variables medidas

Grados brix. Se utilizé los materiales que se encuentran en la tabla 9 para desarrollar

el procedimiento descrito de acuerdo a la NTE- INEN 380 (1985).

pH. Se evalu6 el pH de las pulpas congeladas luego de 15 dias de almacenamiento
haciendo uso de los materiales de la tabla 11 y la metodologia detallada en la NTE-

INEN 389 (1985).
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Acidez titulable. Se realiz6 tras 15 dias de almacenamiento. Para esta variable se
emplearon los recursos de la tabla 12 y se aplic6 el procedimiento dictado por la NTE-

INEN 381 (1985).

Humedad. La humedad se obtuvo con los recursos enlistados en la tabla 13; a partir de
las muestras de las pulpas congeladas luego de 15 dias de almacenamiento, en este

caso se aplicé el método gravimétrico, detallado por Alvarez y Guevara (2020).

Ceniza. Para esta variable se utilizaron los recursos descritos en la tabla 14 y el

procedimiento de la NTE- INEN 401 (1985), que se detalla a continuacion:

Fibra bruta. La fibra bruta se determiné a partir de las pulpas luego de 15 dias de
almacenamiento. Para lo cual se utilizaron los recursos dispuestos en latabla 15y la

metodologia descrita por Nogales (2018).

Recuento de poblaciones microbianas. Se utilizaron los materiales expuestos en la
tabla 16 para realizar diluciones de la pulpa congelada (10 para mohos y levaduras;
10 para bacterias) en agua peptonada que fue vigorosamente agitada conforme al

procedimiento aplicado por Alvarez y Guevara (2020).

Métodos

Elaboracion de pulpas de frutas

Esta fase de la experimentacion se adecud el procedimiento realizado por

Cortez (2020):

Higienizacion. Antes de entrar al procedimiento, se higieniz6 el sitio de trabajo

con hipoclorito de sodio.
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Recepcidn de materia prima. Luego de la higienizacién, se procedi6 a ubicar
las frutas en el lugar de trabajo. Ademas, se realiz6 el primer pesaje para conocer el

peso de cada fruta en gramos.

Seleccién. En esta parte, se evalu6 de manera visual el estado de las frutas.

Clasificacién. Se distingui6 a las frutas que estaban listas para ser procesadas
en base a los grados brix. Luego se realizdé un nuevo pesaje para diferenciar la cantidad

de frutas que ingresé al proceso.

Desinfeccidon. Consecuentemente las frutas fueron sumergidas en una soluciéon
desinfectante de acido citrico al 2% durante 10 minutos para las guanabanas y pifias y 5
minutos para los mangos. En esta etapa se cepillaron las pifias para eliminar todo rastro

de suciedad.

Enjuague. Se realizé con agua potable para eliminar los residuos de

desinfectante.

Escaldado. Se centr6 en someter a las frutas a un calentamiento corto en agua
caliente (70°C) durante 3 minutos para el mango, guandbanas y pifias, con la finalidad
de ablandar la fruta para incrementar el rendimiento de la pulpa y asi reducir un poco la
carga microbiana e inactivar las enzimas. A continuacién, se paso el recipiente plastico

con las frutas bajo un chorro de agua potable, para provocar un choque térmico.

Adecuacién. En esta fase se retiraron las cascaras, corazén y semillas para

proceder a cortar la fruta en trozos.
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Triturado. Se realizé con una trituradora con la intencion de facilitar el despulpe

adecuadamente.

Formulacién y homogenizado. En este caso se midié la cantidad de pulpa
necesaria para el empacado y asi se aplicaron las diferentes dosis de nisina: 100 ppm,

200 ppm y 300 ppm conforme a cada tratamiento.

Pasteurizacion. Se llevd a cabo mediante un tratamiento térmico a una

temperatura entre 70-80 °C durante 3 minutos.

Empacado y congelacion. A continuacion, las pulpas, se aislaron a un lugar

limpio para empaquetar. Las pulpas se sometieron a temperaturas entre -10 a -30 °C.

Determinacion de los grados brix

Mediante el método refractométrico, descrita por la NTE INEN (1985), se utilizé
un refractémetro manual Atago. que fue previamente calibrado con agua destilada a un

rango de temperatura a 20 °C hasta ajustarlo a 0° Brix.

Para la preparacion de la muestra, se utilizé 10 g de la pulpa previamente
descongelada que fue pesada en una balanza analitica con una aproximacién a 0,01 g;
mezclandola bien y prensdndola mediante una gasa doblada en cuatro partes. Las
primeras gotas del filtrado, fueron desechadas, pero posteriormente al resto se reservo

para utilizarlo como muestra.

A continuacion, se colocaron entre 2 a 3 gotas de la muestra sobre el prisma fijo
del refractdmetro y se ajustaron posteriormente con el prisma movible. A continuacion,

se procedio a leer el indice de refraccién conforme al resultado obtenido en grados brix.
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Determinacién de pH

El procedimiento se aplicdé conforme a la NTE INEN 389 (1985).

Para la preparacion de la muestra, se utilizé 10 g de las pulpas que fueron
pesadas con aproximacion a 0,01 g, para posteriormente homogeneizarlas con 100 ml

de agua destilada hervida y enfriada a través de la agitacion constante.

Luego de verificar el correcto funcionamiento del potenciometro, mediante el uso
de las soluciones buffer y agua destilada. Se procedié a medir 10 ml de muestra que se
colocé a continuacion, en un vaso de precipitacion, para agitarla suavemente hasta que

las particulas se suspendieron uniformemente.

Consecuentemente para los tres tipos de pulpas se determiné el pH a través de
la lectura directa, introduciendo los electrodos del potenciometro en el vaso de

precipitacién con la muestra, sin permitir que estos tocasen las paredes del vaso.

Determinacién de la acidez titulable

Se realiz6 mediante los procedimientos de la NTE- INEN 381 (1985):

Se triturd 25 g de la muestra, previamente pesada con una aproximacion al 0,01
g sobre una balanza analitica; a continuacién, el producto fue trasladado hacia un
matraz volumétrico de 250 cc hasta alcanzar el volumen de 50 cc con agua destilada
caliente y asi obtener un liquido uniforme. Posteriormente, se procedié a tomar con
pinzas el matraz para colocarlo en el bafio maria durante al menos 30 minutos. Luego,
el contenido, se enfri6 para derivarlo en alicuotas de 25 mL para la medicién con el

potencidometro.
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Después, se afiadieron rapidamente entre 10 a 50 cc de la solucion 0,1 N de
NaOH, removiendo vigorosamente hasta lograr pH 6, con el potenciémetro. Luego se
continu6 adicionando lentamente solucién 0,1 N de NaOH hasta lograr pH 7 y
sucesivamente un pH de 8,3. Mediante interpolacién se establecié con el volumen
especifico de solucién 0,1 N de NaOH afiadido, correspondiente al pH 8,1 y se calcul6

el resultado con la siguiente formula:

ViNtM
L (aNam)
V.

Siendo:
A =g de acido en 100 g de producto.
V1 = cc de NaOH utilizados para la titulacion de la muestra.
N: = normalidad de la solucién de NaOH.
M = peso molecular del acido (0,060)
V2 = volumen de la muestra para el analisis
Determinacion de humedad
En este caso se utilizo la metodologia aplicada por (Alvarez & Guevara, 2020):

Se tomdé y registré el dato del peso de cada vaso de precipitaciéon de 100 ml
destinado a contener las muestras, con la ayuda de una balanza analitica; donde
posteriormente se ubicaron 5 g de cada tratamiento. Luego, se colocaron los vasos con

la muestra en la estufa a 105 °C durante un dia; después de haber transcurrido este



lapso de tiempo, se pesaron los vasos con la muestra seca. Los resultados se

calcularon con la formula:

. m; —ms
YoH = ——x 100
m, —my

Dénde:
m,= masa del vaso de precipitacion vacio (g).
m,= masa del vaso de precipitacion antes del secado(q).
m3= masa del vaso de precipitacion con la muestra seca (g).
Determinacion de ceniza

Se aplicé la NTE- INEN 401 (1985) en la cual:

Previo a la colocacién de la muestra, se ubicaron las capsulas en la mufla,

calentandolas durante 15 min a 550 +25 °C; luego se transfirieron al desecador para
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enfriarlas y pesarlas con aproximacion a 0,1 mg. Posteriormente en la capsula, se pesé

10 g de muestra colocandola sobre una fuente cal6rica a 105 £5 °C, donde se evaporo.

Luego se extrajeron las capsulas para adicionarles unas gotas de aceite de oliva. A

continuacioén, se calentaron sobre un mechero bunsen con la ayuda de unas pinzas

metalicas hasta que cesé el borboteo.

Terminada la quema de la muestra, se colocé las capsulas con su contenido

dentro de la mufla a 550 + 25 °C hasta obtener cenizas blancas; en los casos donde las

cenizas fueron de un color oscuro, se humedecieron con unas gotas de agua destilada,
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y nuevamente se evaporaron sobre el mechero bunsen, para proceder a calcinarlas por

segunda vez en la mufla hasta que las cenizas se tornaron completamente blancas.

Finalmente, se pesoé las capsulas con su contenido en una balanza analitica.

Los resultados obtenidos fueron reemplazados en la siguiente férmula:

mz —my
C=——x100
m; —my

C = contenido de cenizas, porcentaje en masa.
m,;= masa de la capsula vacia (g).
m,= masa de la capsula + muestra (Q).
ms= masa de la capsula + cenizas (g).
Determinacion de fibra bruta
Para esta variable se empled la técnica utilizada por Nogales (2018):

Se peso 5 g de cada tratamiento, para descongelarlos y pesar 1,5 g de muestra
para cada crisol poroso con precisién de = 1 mg. Consecuentemente, se calent6 el
reactivo en la placa calentadora entre 95 a 100 °C; a continuacion, los crisoles se
llenaron con las muestras descongeladas para introducidos en la unidad principal frente

a las resistencias. A continuacion, se bajaron las palancas de fijacién y la reflectora.

Después, los mandos de la valvula se situaron en la posicion “OFF”, abriendo el
grifo de entrada de agua refrigerante (caudal: 1- 2 I/min) y asi se accioné el boton de

encendido.
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En el proceso de extraccion caliente, se levanto la tapa superior para afiadir el
reactivo en cada columna; el potenciometro de ajuste se gird en sentido antihorario
hasta la posicién 80 — 90 %, poniendo la resistencia en marcha. Continuamente, se
afiadi6 el antiespumante; al empezar el hervor del reactivo, y, se disminuy6 la potencia
de calor girando el potencidmetro hasta el 20-30%. Consecuentemente se calent6é agua
destilada; ya finalizada la extraccion se apago el calefactor y se abri6 el grifo de la
trampa de agua, situando los mandos de la valvula en la posicién “aspirar’. Completada

la filtracion, la valvula se cerro.

La muestra, se lavo con el agua destilada caliente, introduciéndola por la entrada
de la columna. Las valvulas fueron situadas en la posicidn aspirar para dejar las

muestras secas. Continuando, los crisoles se extrajeron con una “asa porta-crisoles”

Para la hidrdlisis acida en caliente, se verifico que las valvulas se encontrasen
cerradas, y asi se afiadio 150 ml de H.SO, caliente, en cada columna y algunas gotas
de antiespumante; a continuacion, se abrio el circuito de refrigeracion activando las

resistencias calefactoras.

Luego se esperd que hierva, reduciendo el potencial de 90% a 30% durante 30
min a 1 h, conforme al material utilizado. Para una hidroélisis mas efectiva, se accioné la
bomba de aire en la posicion “soplar”’. En el punto de calefaccion se abrié el circuito de
vacio poniendo los mandos sen la posicion “Adsorciéon”. Posteriormente, se lavo vy filtrd

con agua destilada.

En la parte de la extraccion se preparo el fisco “kitasatos” con las trompas de
vacio, situando el crisol en la entrada y afiadiendo acetona a la vez que el circuito vacio

adsorbia hacia el frasco.
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Las muestras se secaron en la estufa a 150 °C durante 1 h, luego se transfirieron
al desecador y posteriormente fueron pesadas con una precision de 0,1 mg. A
continuacion, se incineraron las muestras de los crisoles en la mufla a 550 °C durante
un lapso de 3 horas; y finalmente se enfriaron en el desecador para pesarlas con una

precision de 0,1 mg. Los resultados se obtuvieron con la férmula:

W,
%FB = %x 100
0

%FB = Porcentaje de fibra bruta

Wy= Peso de la muestra

W= Peso del crisol + muestra seca

W,= Peso del crisol + muestra calcinada.
Recuento de poblaciones microbianas

Se prepard la muestra en base a las diluciones 10 hasta 102, con agua
peptonada al 0,1% homogenizandola. Luego se inoculd (hongos y bacterias),
transfiriendo 1 ml de la pulpa de cada tratamiento a la superficie de la lamina de Petri
film. La pelicula se desliz6 suavemente para evitar que queden burbujas atrapadas y se
continud con el difusor sobre el indculo, que delimit6 el area por la que se extendio el
in6culo aplicando una presion suave sobre el difusor. Consecuentemente se retir6 el
difusor y se esperé 1 minuto para la solidificacion del gel. El Petri film de bacterias se
incubd a 37°C y el de hongos a 24°C por 48 horas. Transcurrido este periodo se
procedi6 a contar. Las UFC y UF se calcularon con la ecuacion utilizada por Alvarez y

Guevara (2020):



UFCo UF) promedio de colonias

Recuento (
ml

factor de dilucion x volumen inoculado

Figura 5.
Diagrama de flujo para la elaboracién de productos de Ill Gama (pulpas congeladas de fruta).
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Capitulo IV

Resultados

Analisis descriptivo de las variables evaluadas en el estudio del efecto de distintas
concentraciones de nisina como bioconservante en alimentos de Ill Gama (Pulpas

congeladas de frutas).

Andlisis de varianza para los grados brix

Tabla 21.
Andlisis de varianza para la variable grados brix de los productos de Ill Gama (pulpas

congeladas de frutas).

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

A: Frutas 51,167 2 25,583 70,85 0,000

B: Dosis de Nisina 0,667 2 0,333 0,92 0,417

Réplicas 0,222 2 0,111 0,31 0,740

Interaccién AxB 10,833 4 2,708 7,50 0,001
Error Experimental 5,778 16 0,361

Total 68,67 26

La tabla 21 muestra el analisis de varianza a un nivel de significancia al 5%; en
este caso, el Factor A (frutas) y la interaccién AXB presentaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05). No obstante, el Factor B (dosis de nisina), no
expreso diferencias significativas. En cuanto a las réplicas, no se encontré diferencia

significativa lo que indica normalidad en la toma de resultados.
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Analisis de varianza para pH

Tabla 22.

Andlisis de varianza para la variable pH de los productos de Ill Gama (pulpas congeladas de

frutas).
Suma de Valor-
Fuente Gl Cuadrado Medio Razon-F
Cuadrados P

A: Frutas 0,2805 2 0,1402 62,4 0,000
B: Dosis de Nisina 0,0069 2 0,0034 1,5 0,246
Réplicas 0,0001 2 0,0001 0,0 0,974
Interaccion: AxB 0,0338 4 0,0084 3,8 0,024

Error Experimental 0,0359 16 0,0022

Total 0,36 26

La tabla 22 expone el analisis de varianza con un nivel de significancia al 5%; en
este caso, solamente el Factor A (frutas) presenté diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05). Sin embargo, el Factor B (dosis de nisina), al igual que la
interaccion AxB y las réplicas, no expresaron diferencias significativas lo que indicé la

normalidad de la toma de resultados.

Andlisis de varianza para la acidez titulable

Tabla 23.
Andlisis de varianza para la variable acidez titulable de los productos de Ill Gama (pulpas

congeladas de frutas).
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Suma de Valor-
Fuente Gl Cuadrado Medio Razon-F
Cuadrados P

A: Frutas 0,8340 2 0,4170 140,25 0,000

B: Dosis de Nisina 0,0469 2 0,0234 7,89 0,004

Réplicas 0,0139 2 0,0070 2,34 0,129

Interaccion: AxB 0,1711 4 0,0428 14,39 0,000
Error Experimental 0,0476 16 0,0030

Total 1,11 26

La tabla 23 muestra el andlisis de varianza a un nivel de significancia al 5%; en

este caso, los factores: A (frutas) y B (dosis de nisina) junto con su interaccion AxB,

presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). Por otra parte, las

réplicas, no demostraron diferencia significativa, indicando la normalidad en la toma de

resultados.

Analisis de varianza para humedad

Tabla 24.

Andlisis de varianza para la variable humedad de los productos de Ill Gama (pulpas congeladas

de frutas).
Sumade Valor-
Fuente Gl Cuadrado Medio Razén-F
Cuadrados P
A: Frutas 151,80 2 75,90 9,01 0,002
B: Dosis de Nisina 30,50 2 15,30 1,81 0,195
Réplicas 0,80 2 0,40 0,05 0,955
Interaccion: AxB 77,50 4 19,40 2,30 0,103
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Suma de Valor-
Fuente Gl Cuadrado Medio Razén-F
Cuadrados P
Error Experimental 134,70 16 8,40
Total 395,33 26

La tabla 24 expone el analisis de varianza a un nivel de significancia al 5%; en

este caso, solo el factor A (frutas) demostré diferencias estadisticamente significativas

(p<0.05); mientras que, el factor B (dosis de nisina) y la interaccion AxB junto con las

réplicas, no presentaron diferencias significativas, pero si, normalidad en la toma de

resultados.

Andlisis de varianza para ceniza

Tabla 25.

Andlisis de varianza para la variable ceniza de los productos de lll Gama (pulpas congeladas

de frutas).
Suma de Valor-
Fuente Gl  Cuadrado Medio Razon-F
Cuadrados P

A: Frutas 0,250 2 0,125 0,59 0,566
B: Dosis de Nisina 0,659 2 0,329 1,55 0,242
Réplicas 0,166 2 0,083 0,39 0,683
Interaccién AxB 0,307 4 0,077 0,36 0,832

Error Experimental 3,395 16 0,212

Total 4,78 26
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La tabla 25 expone los resultados del andlisis de varianza a un nivel de
significancia al 5%, donde no se evidenciaron diferencias significativas (p>0.05) en

ninguna de las fuentes de variacién, lo que indicé normalidad en la toma de resultados.

Analisis de varianza para fibra

Tabla 26.

Andlisis de varianza para la variable fibra de los productos de Ill Gama (pulpas congeladas de

frutas).
Suma de Valor-
Fuente Gl Cuadrado Medio Razon-F
Cuadrados P

A: Frutas 187,87 2 93,94 3,49 0,055
B: Dosis de Nisina 9,67 2 4,83 0,18 0,837
Réplicas 475,94 2 237,97 8,83 0,003
Interaccién AxB 238,37 4 59,59 2,21 0,114

Error Experimental 431,22 16 26,95

Total 1343,07 26

La tabla 26 presenta el andlisis de varianza a un nivel de significancia del 5%; en
este caso, se evidencia que solamente las réplicas demostraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0.05). Por el contrario, el factor A (frutas) y B (dosis
de nisina), con su consecuente interaccion AXB no exhibieron diferencias significativas,

lo que indicé la normalidad en la toma de resultados.

Andlisis de varianza para recuento de aerobios



Tabla 27.
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Analisis de varianza para la variable recuento de aerobios de los productos de Ill Gama (pulpas

congeladas de frutas).

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

A: Frutas 2,39 2 1,15 45,84 0,000

B: Dosis de Nisina 2,49 2 1,20 47,63 0,000

Réplicas 0,03 2 1,24 0,49 0,625

Interaccion AxB 6,63 4 1,66 63,50 0,000
Error Experimental 0,42 16 0.03

Total 11,96 26

La tabla 27 expone el analisis de varianza a un nivel de significancia al 5%; en

cuyo caso, el factor A (frutas), factor B (Dosis de nisina) y la interaccion AXB

presentaron diferencias estadisticamente significativas (p<0.05). Mientras que, las

réplicas no demostraron diferencias significativas lo que indicé la normalidad en la toma

de resultados.

Prueba de significancia (Tukey p<0,05) para los factores en estudio del efecto de

distintas concentraciones de nisina como bioconservante en alimentos de Ill Gama

(Pulpas congeladas de frutas).

Resultados considerando el Tipo de Frutas estudiadas (Factor A).

Prueba de significancia de Tukey para el tipo de frutas (Factor A).



Tabla 28.

Resultados del analisis de Tukey para el factor A en las variables fisico-quimicas y

microbioldgicas.
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Recuento
Factor A N9 «
2 T 5 @ Humedad = g Aerobios
(Frutas) o 2 S 3 3 i
< = (UFC/ml)
a0 Guandbana 16,83% 3,518 1,04* 75,768 18,344 23,914 0,01¢
al Pifia 178 3,33¢ 0,86" 81,48* 18,18 19,6778 0,724
a2 Mango 19,83* 3,58* 0,61° 77,758 18,114 17,578 0,218
Figura 6.

Prueba de significancia de las caracteristicas fisicoquimicas de los productos de Ill Gama

(pulpas congeladas de frutas) segun las frutas (Factor A).
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Conforme a los resultados obtenidos en la prueba de Tukey para el factor A
(frutas) presentado en la figura 6, de los analisis fisico-quimicos y microbiolégicos se
destacan las siguientes observaciones: En grados brix, el valor mas alto fue el del
mango (19,83), seguido por la pifia (17) y finalmente la guanabana (16,83). Para el caso
del pH, el valor més alto se obtuvo con mango (3,58); mientras que, en segundo lugar,

guandbana (3,51) y la pifia a continuacion (3,33).
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En cuanto a la acidez titulable, el valor mas bajo se hall6é con el mango (0,61),
seguido por la pifia (0,86) de manera ascendente hasta que se evidenci6 el valor mas

alto, en la guanabana (1,04).

La variable humedad se destacé con el valor mas alto en la pifia (81,48%),
seguido por el mango de manera descendente (77,75%) y la guanabana (75,76%) que
fue el valor mas bajo. Para la variable fibra, la mayor exponente fue la guanabana
(23,91%), seguida por la pifia (19,67%) y el mango con el porcentaje mas reducido

(17,57%).

Para la variable fibra, la fruta que obtuvo el valor mas alto fue la guanabana
(23,91%), seguida por la pifia (19,67%) y el mango con el porcentaje mas reducido
(17,57%). Finalmente, en cuanto al recuento de aerobios, la mayor cantidad se situ6 en
la pifia con 0,72 UFC/mI, seguida por el mango con 0,21 UFC/mI; no obstante, en el
caso de la guanabana solo se hallaron 0,01 UFC/ml, por lo cual se ubicé en el Gltimo

puesto.

Resultados considerando las Dosis de Nisina estudiadas (Factor A).

Prueba de significancia de Tukey para el Factor B (Dosis de nisina).

Tabla 29.
Resultados del analisis de Tukey para el factor B en las variables fisico-quimicas y

microbioldgicas.
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Factor B x Recuento
) 5 N Q @© S .
(Dosis de » T 5 @ Humedad 2 = Aerobios
5 = S 3 8 i
Nisina) © = (UFC/ml)
b0 100 ppm 17,677 3,477 0,828 78,644 18,344 21,124 0,208
bl 200 ppm 18,00* 3,504 0,808 79,457 18,18% 19,654 0,018
b2 300 ppm 18,00* 3,46 0,894 76,90 18,114 20,38~ 0,73
Figura 7.

Prueba de significancia de las caracteristicas fisicoquimicas de los productos de lll Gama

(pulpas congeladas de frutas) segun las dosis de nisina (Factor B).
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Conforme a los resultados obtenidos en la prueba de Tukey para el factor B
(dosis de nisina) presentado en la figura 7, de los andlisis fisico-quimicos y
microbioldgicos se destacé lo siguiente; En acidez titulable el valor mas alto se obtuvo
con 300 ppm de nisina (0,89 g/cm?), seguido por 100 ppm de nisina (0,82 g/cm?®) y en el

altimo lugar, la dosis de 200 ppm (0,80 g/cm?3).



Resultados considerando la Interaccion (A*B).

En cuanto al recuento de aerobios, la mayor cantidad se hall6 con la dosis de

nisina a 300 ppm, con 0,73 UFC/ml; mientras que la dosis de nisina a 200 ppm obtuvo

0,20 UFC/ml. La dosis con menor cantidad de UFC/ml fue nisina a 100 ppm (0,01).
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Prueba de significancia de Tukey para la interaccion A*B (Frutas*Dosis de nisina).

Tabla 30.

Resultados de la prueba de Tukey para la interaccion A*B en las variables fisico-quimicas y

microbioldgicas.
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Guanadban 100 17,508¢ 1,08 1854 19,91
aobo 3,554 73,648 0,00¢
a ppm D A A A
Guanaban 200 3,494 1,03 76,68 18,14 27,92
alb1 17,00¢P 0,03¢
a ppm B A B A A
Guanaban 300 3,494 101 76,974 18,34 23,91
alb2 16,00° 0,00¢
a ppm B A B A A
100 0,74 18,45 24,51
albo Pifa 16,50¢°  3,34°¢ 83,314 0,03¢
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200 3,388 0,76 17,76 18,82
albl Pifia 16,50¢P 83,80" 0,02¢
ppm C B A A
300 1,07 77,34 18,11 19,66
alb2 Pifia 18,008¢ 3,28¢ 2,104
ppm A B A A
100 3,51 0,62 78,98* 1821 18,94
a2b0 Mango 19,0078 0,00¢
ppm B B B A A
200 0,61 77,88 18,16 16,21
a2bl Mango 20,50 3,617 0,548
ppm B B A A
300 0,60 76,40" 18,18 17,57
a2b2 Mango 20,000 3,60 0,088¢
ppm B B A A
Figura 8.

Prueba de significancia en las caracteristicas fisico-quimicas de los productos de Ill Gama

(pulpas congeladas de frutas) conforme a la interaccion A*B.

Grados Brix

pH
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Conforme a los resultados obtenidos en la prueba de Tukey para el efecto de
Frutas*Dosis de nisina (interaccién A*B), la figura 8 muestra: en grados brix se hallé
mayor contenido en las interacciones Mango + 200 ppm de nisina (20,50° Brix) y Mango
+ 300 ppm de nisina (20° Brix), mientras que el mas bajo se obtuvo con el tratamiento

Guanabana + 300 ppm de nisina (16° Brix).

Por otra parte, se obtuvo pH més alto con Mango + 200 ppm (3,61) y Mango +
300 ppm (3,60); no obstante, el valor mas bajo estuvo representado por Pifia + 300 ppm

(3,28).
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La acidez titulable present6 el valor mas alto en Guanabana + 100 ppm (1,08
g/cm?®), seguido por Pifia + 300 ppm (1,07 g/cm?); entre tanto, el valor mas bajo se situd

en Mango + 300 ppm (0,60 g/cm?).

El recuento de aerobios (UFC/ml), obtuvo la cantidad mas alta con Pifia + 300
ppm de nisina (2,10 UFC/ml); seguida solamente por Mango + 200 ppm de nisina (0,54
UFC/ml); no obstante, no existieron UFC/ml en los tratamientos donde se utilizé la dosis

de 100 ppm de nisina.

Resultados Graficos de Superficie de Respuesta.

Superficie de respuesta para Grados Brix.

Figura 9.

Superficie de respuesta para Grados Brix.
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La figura 9, expone el grafico de superficie para grados brix, en el cual, se
observan a los valores mas altos representados por la coloracién rojo vino, donde se
destaca el mango en conjunto con la dosis de nisina de 200 ppm; mientras que, los
valores mas reducidos se presentan en la seccion izquierda donde el grafico muestra

una coloracion verde intensa, en especifico para Guandbana + 300 ppm de nisina.

Superficie de Respuesta para pH

Figura 10.

Superficie de respuesta para pH.

|
Bl < 3675

B < 3.575
[ < 3.475
I < 3.375
Bl <3275

En la figura 10, para pH los valores de méaxima cuantia estuvieron diferenciados

por la coloracion rojo vino; donde la cantidad mas alta se hallé con Mango + 200 ppm de



nisina y Mango + 300 ppm de nisina. Mientras que, el valor mas bajo representado por

el color verde intenso en el medio, situado en la Pifia + 300 ppm y Pifia + 200 ppm.

Superficie de Respuesta para acidez titulable

Figura 11.

Superficie de respuesta para acidez titulable.
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La figura 11, en el caso de la acidez titulable (g/cm?) el tratamiento que obtuvo

mayor valor en este parametro fue Guanabana + 100 ppm de nisina y Pifia + 300 ppm,

representados por el color rojo vino; entre tanto, los valores mas bajos radicaron en

Mango + 300 ppm y Mango + 200 ppm, en la esquina inferior derecha con el color verde

oscuro.

Superficie de Respuesta para Recuento de Aerobios

82
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Figura 12

Superficie de respuesta para recuento de aerobios.
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La figura 12, representa a recuento de aerobios (UFC/mI) donde se observa que
el valor con mayor cantidad de UFC/ml la obtuvo Pifia + 300 ppm de nisina y Pifia + 300
ppm, distinguida por la coloracion rojo vino; mientras que, los valores mas bajos se

situaron con Mango + 200 ppm que estuvo representado por el color amarillo.

Anélisis de componentes principales

Tabla 31.

Matriz de correlacion de los componentes principales.
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Matriz de correlaciones

aerobios

(]
o X 0}
© © —_ ©
= 3 ?, © g g 9
= 3 5 g T 8§ z g
o £ o) © g ®©
<Lt) 04
pH 1,000 -,365 -,421 ,592 ,063 -,074 -,500
Acidez titulable -365 1,000 -,422 -,590 127 ,355 ,291
Humedad -,421 -422 1,000 -,270 -,240 -,138 -,084
:§ Grados Brix 592 -,590 -270 1,000 -,039 -,204 , 196
©
9:’ Fibra ,063 , 127 -,240 -039 1,000 -451 -,091
(@]
(@)
Ceniza -074 ,355 -,138 -,204 451 1,000 -,039
Recuento de
-,500 ,291 -,084 ,196 -,091 -,039 1,000

En la tabla 31, se evidencia que, entre las variables: pH y grados brix; acidez

titulable y ceniza, existe una moderada correlacion (0,592 y 0,355), mientras que las

variables; acidez titulable y recuento de aerobios, presentan una correlacion débil

(0,291).
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Figura 13

Grafico de sedimentacion.

G0

309

Autovalores

20

109

Q

Numero de componente

La figura 13 expone los componentes analizados en esta investigacion a través
de numeraciones; lo que permitié elegir las variables con autovalores mayores a 1;
mismas que, influyen mayoritariamente dentro del disefio, entre las cuales se destacan:
pH y acidez titulable con porcentajes de varianza de 74,37% y 21,53% respectivamente.
Figura 14.

Gréfico de componentes principales.
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En la figura 14 se muestran las variables ubicadas en cada componente, donde

se evidencia la existencia de dos correlaciones entre las variables: pH y grados brix, asi

05

[n]ls] 05

Componente 1
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como también en acidez titulable y cenizas, hecho que se confirma a través de la gréafica

inferior del modelo 2D, donde se presentan sus respectivas correlaciones.

Figura 15.

Resultado de analisis de conglomerados.
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Dendrograma que utiliza una vinculacion unica
Combinacion de conglomerados de distancia re-escalados

1] 5 10 15 20 25
MMango + 100 ppm de nisina 7 I I I I I
Mangeo + 200 ppm de nisina B -
Pifia + 300 ppm de nisina &
Mangeo + 300 ppm de nisina g
> Guanabana + 100 ppm de nisina 1

Guanabana + 200 ppm de nigina 2
Guanabana + 300 ppm de nigina 3
Pifia + 100 ppm de nisina 4
Pifia + 200 ppm de nisina 5

La figura 15 expone el dendograma resultante del analisis de conglomerados, en
donde se muestra que a medida que las distancias se acortan entre tratamientos se
demuestra una gran similitud en funcién de las variables evaluadas, de tal manera que,
en el grafico descrito se evidencia que los tratamientos Mango + 100 ppm de nisina y
Mango + 200 ppm de nisina presentan una estrecha relacion comparadas frente a los

demas tratamientos.

Resultados Cualitativos

Recuento de mohos y levaduras
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Resultado del andlisis microbioldgico procedente del recuento de mohos y levaduras en los

diferentes tratamientos.

Codificacion

Descripcion

Recuento de mohos y levaduras

(UP/mI)

aob0

albl

alb2

albo

albl

alb2

a2b0

a2bl

a2b2

Guanabana + 100 ppm de nisina
Guanabana + 200 ppm de nisina
Guanabana + 300 ppm de nisina
Pifia + 100 ppm de nisina
Pifia + 200 ppm de nisina
Pifia + 300 ppm de nisina
Mango + 100 ppm de nisina
Mango + 200 ppm de nisina

Mango + 300 ppm de nisina

No detectados

No detectados

No detectados

No detectados

No detectados

No detectados

No detectados

No detectados

No detectados

En la tabla 32, se puede observar los diferentes tratamientos evaluados en el

recuento de mohos y levaduras, donde no existio presencia alguna de unidades

propagadas por cada milimetro.

Identificacion microbioldgica

Tabla 33.

Resultado de la identificacién microbiolégica a partir del tratamiento con mejores

caracteristicas.
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Codificacién Descripcion Salmonella E.coli Coliformes Enterobacterias

aib, Pifia + 300 ppm —

de nisina

En la tabla 33, se observa que no se encontraron colonias de Salmonella, E. coli,
coliformes o enterobacterias; microorganismos que se consideran perjudiciales para la

salud humana.

Balance de materiales del mejor tratamiento (aib>)

Figura 16.
Diagrama de flujo de la obtencién de la pulpa congelada del mejor tratamiento.

Pina
!
| Higienizacién |
858,96 g i
| Recepcién de materia prima |

858,969 |

| Seleccién |
858,96 g i

| Clasificacion |

858,96 g

| Desinfeccion | Inmersion x 10 min
858,96 g l
| Enjuague |
858,96 g !
70°C x 3 min | Escaldado y choque térmico |

858,96 ¢ L — 303,43 g cascara

Adecuacion » 50,60 g corazén
—>» 500 g de pulpa

500 g de pulpa —>| Triturado I—» 500 ml pulpa
500 ml de v

ulpa L .
pulp Formulacién y homogenizado |—» Putlpa ; ‘
0.5 g de acido antioxidante %R = (500 g/ 858,96 g) * 100

citrico l

Pulpa + antioxidante j"l T —— | . %R = 58.21
0,15 g de nisina T 70 - 80°C x 3 min

-10a -30°C | Empacado y congelacion I—» Pulpa congelada 58,21%

%R = Pulpa congelada/Peso
inicial de la fruta * 100
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Capitulo V

Discusion

Frutas (Factor A)

La guanabana posee un dulzor muy marcado puesto que puede lograr entre 8,2
a 24 grados brix (Tiscama, 2021). Por lo cual, dentro de este rango se encuentran los
16,83 grados Brix obtenidos para esta fruta en esta investigacion. Para la pifia se
mencionan valores de 11,9 a 13,6 (Davila, 2022), cantidades que fueron menores al
obtenido en nuestro trabajo, que fueron 17 grados brix. No obstante, en la pulpa de
mango, Betancourt (2022) evidenci6 21,39 grados brix, sin embargo, en este estudio se

obtuvo 19,83.

Ademas, Valladolid (2018) expone un valor de 3,0 a 4,0 para la variable pH en la
pulpa de esta fruta; rango que abarca al obtenido en este estudio que fue de 3,51.
Mientras que, en el puré de pifia, se han hallado valores de 4,2 a 3,7 (Davila, 2022),
similares al obtenido en esta investigacion con 3,33. Finalmente, en la pulpa de mango,
Betancourt (2022) sefial6é un pH de 3,6 , pero en este caso este valor fue menor con

3,58.

Mientras que Rodriguez (2022), para acidez titulable ha hallado rangos entre
0,47 a 1,04; siendo este ultimo valor igual al obtenido en la pulpa de guanabana. En la
pifia, en cambio, se han situado rangos de 0,9 a 0,6 (Davila, 2022), por lo cual se
asemejan a los obtenidos en este caso con 0,86. En cuanto a la pulpa de mango se han
hallado valores de 0,61 a 0,29 (Rivera, 2018); por lo cual, este valor es igual al obtenido

con 0,61.
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Atiscama (2021) sefiala que debido al pH y el nivel de acidez se manifiesta el
dulzor (grados brix) puesto que, en las frutas climatéricas (guanabana y mango),
durante su pico de maduracién luego de ser cosechadas la acidez es mayor debido a la
catdlisis del almidén, la transformacion de carbohidratos y las sales a una forma soluble.
Sin embargo, para que estos frutos sean mas dulces influye el tipo de suelo y la

luminosidad (Parra y otros, 2019).

Por otra parte, Duchi (2021) sefialé un 82,20% que es superior al obtenido en la
pulpa de guanabana que, fue de 75,76%. Mientras que, Moreira y otros (2021)
determinaron un 85,32% de humedad en pulpa de pifia; valor que es superior al hallado
en este caso, con 81,48%. Entre tanto, para la pulpa de mango Betancourt (2022)

manifestd 77,84%, que se considera bajo para el logrado en este estudio con 81,48%.

En cambio, la cantidad de humedad se debe a las condiciones climéaticas de la
zona en donde se producen las frutas; puesto que, en sitios con mayor altitud el tamafio
y peso de los frutos es mayor, por lo cual en la fase de postcosecha existird una mejor

manipulacién ya que la pérdida de peso sera reducida (Parra y otros, 2019).

En el caso de las cenizas, aunque no existieron diferencias de significancia
estadistica entre las pulpas; Mora (2020) expresa que en la pulpa de guanabana se han
hallado porcentajes que van del 0,79 % al 3,82 % para cenizas; de 0,1 % a2 % enla
pulpa de pifia (Peralta, 2020) y entre 3,4 % a 5 % para la pulpa de mango (Rivera V.,
2020); valores que resultan ser inferiores a los obtenidos en este estudio ya que, en las
pulpas estudiadas, se hall6 18,34 % para guanabana, 18,18 % en pifiay 18,11% en

mango.
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La cantidad de cenizas en los frutos tiene mucho que ver con la riqueza mineral
de la solucién del suelo en donde se ha establecido el cultivo, asi como también las
condiciones climaticas y los diferentes procesos fisioldgicos que permiten la
acumulacién de ciertos minerales en los tejidos de almacenamiento (Lopez y otros,

2022).

Aunque los valores de fibra no presentaron diferencias significativas, es
importante recalcar que los valores obtenidos en esta investigacion fueron superiores a
la fibra cruda que sefialan en guanabana y pifia, Lopez y otros (2022) quienes hallaron
1,16% y 0,4% respectivamente; valores que fueron inferiores al 23,91% hallado para
guanabanay 19,67% para pifia. Mientras que, para la pulpa de mango Rivera V. (2020)
hall6 entre 22,42 % a 34,33 % de fibra, valores que no se asemejan al obtenido en este

estudio, puesto que se situ6 en 17,57%.

La fibra es un parametro esencial para la dieta humana, de tal forma que se
considera necesario consumir entre 21 a 38 g diariamente dependiendo del sexo y edad
del consumidor; puesto que, permite prevenir o controlar afecciones cardiovasculares,
hipertension, diabetes e incluso el cancer ya que permite mejorar el trnsito intestinal
(Lépez y otros, 2022); por lo cual, el consumir pulpas de frutas como la guanabana, pifia

y mango es beneficioso para la salud.

Dosis de nisina (Factor B)

La nisina al ser una bacteriocina naturalmente acida, trabaja muy bien en pH
acido por lo cual su maxima solubilidad y estabilidad ocurre a un pH de 2 (Cano y otros,
2015). Esto debido al elevado pKa de las lisinas que se mantienen cuando el medio es

acido; para que su eficiencia sea positiva, es necesario controlar proteasas y oxidantes;
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asi como también detergentes anidnicos y cationes divalente puesto que causan la

inhibicion de su actividad (Ollé, 2015).

Conforme a Catagfia (2021) la nisina posee un modo de accién dual sobre los
microbios mediante adherencia electrostatica, donde genera una desestabilizacién de la
membrana celular para generar aberturas y asi propiciar la fuga de compuestos que
sirven para la sintesis de macromoléculas como: ATP, aminoacidos y fosfatos; hecho
gue, con el paso del tiempo genera la muerte de la célula. En la agro-industrializacién
de frutas y verduras se ha reportado efectos positivos contra Bacillus

stearothermophilus y Clostridium thermosaccharolyticum.

Interacciéon A*B (Frutas-Dosis de nisina)

El minimo de sélidos solubles aceptado, segun la el Instituto Ecuatoriano de
Normalizacion (2008) correspondiente a la norma técnica INEN 2 337, las pulpas sean
aptas para el consumo cuando, poseen 11 ° Brix para Guandbana y Mango, mientras
que, para Pifia se sitia en 10 ° Brix. Dichos valores abarcan los obtenidos en esta

experimentacion.

El pH es un punto critico para los productos alimenticios que tienen como base
las frutas ya que de este parametro depende la actividad enzimatica, el desarrollo de
microorganismos Yy la estabilidad del producto (Méndez y otros, 2016). Esta dependera
también de la calidad en cuanto a la madurez las frutas; motivo por el cual, existe

también un nivel de significancia importante para la acidez titulable.

Por otra parte, la humedad obtenida demostr6 el nivel de jugosidad que tenian

las pulpas (Méndez y otros, 2016); siendo la pulpa de pifia la mas jugosa en la



94

combinacién de pifia + 100 ppm de nisina con 83,31% y pifia + 200 ppm de nisina con

83,80% de humedad.

Conforme al Instituto Ecuatoriano de Normalizacion (2008) los requisitos para
pulpas estipulados por la norma INEN 1529-10 para productos congelados, permite un

rango de 1,0 x 102 hasta 1,0 x 102 en el recuento de mohos y levaduras UP/cm?.
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Capitulo VI

Conclusiones

Factor A (Frutas)

En cuanto a las variables fisicoquimicas y microbiolégicas evaluadas en las
pulpas congeladas, se demostrg la existencia de diferencias significativas donde, el
mango registrd el mayor contenido de grados brix con 19,83, asi como también en pH
(3,58), luego de la aplicacion de las dosis de bioconservante estudiadas. Los grados
brix del mango se encuentran dentro del rango especificado por la norma técnica INEN

2 337, que califica a la pulpa, como apta para el consumo.

No obstante, para las variables humedad y recuento aerobios; la pifia demostr6

superioridad con valores de 81,48% y 0,72 UFC/ml de manera respectiva.

En cuanto a la acidez titulable (1,04 g/cm?) y fibra (23,91%), la guanabana

obtuvo mayores cantidades versus el resto de frutas empleadas para las pulpas.

Solamente en ceniza, las diferentes pulpas de frutas sometidas a evaluacion, no
presentaron diferencias significativas. Al igual que, en el recuento de mohos y

levaduras, no se encontré rastro de unidades de propagacion.

En base a lo previamente descrito, se acepta la hipétesis alternativa y se
concluye que las caracteristicas fisicogquimicas y microbioldgicas de los distintos
productos de lll Gama (pulpas congeladas de frutas) si cambiaron luego de la aplicacion
del bioconservante; siendo, la pulpa de pifia la que demostr6 mejores caracteristicas en

este estudio.
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Factor B (Dosis de nisina)

En cuanto al estudio del efecto de las dosis de nisina como bioconservante
sobre las pulpas de fruta congelada, se demostré la existencia de diferencias
significativas con 300 ppm de nisina en el caso de la variable acidez titulable (0,89

g/cm?®) y el recuento de aerobios (0,73 UFC/ml).

Sin embargo, en las variables: grados brix, pH, humedad, ceniza y fibra no

mostraron diferencias entre las dosis de nisina evaluadas.

Ademads, tampoco fue posible hallar rastros de mohos y levaduras; resultado es
satisfactorio puesto que, conforme a la norma INEN 1529-10 para productos
congelados, el rango permitido es de 1,0 x 102 hasta 1,0 x 10° en el recuento de mohos

y levaduras UP/ml.

Conforme a lo anteriormente manifestado, se acepta la hipotesis alternativa y se
concluye que las distintas concentraciones de nisina como bioconservante, en los
productos de Il Gama (Pulpas congeladas de frutas) si extienden su vida util; puesto
que, solo se hallaron diferencias en dos variables, pero no se hallé presencia de mohos

y levaduras en ninguno de los tratamientos.

Interaccion AxB (Dosis de nisina)

Los factores evaluados en esta investigacion presentaron diferencias segun la
prueba de significancia de Tukey al 5% para las variables: grados brix, pH, acidez
titulable, humedad, ceniza, fibra y recuento de aerobios (UFC/ml). No obstante, debido a
la nula presencia de mohos y levaduras (UP/ml) en cada uno de los tratamientos, se

utilizé una tabla descriptiva.
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El mejor tratamiento para optimizar la elaboracién de alimentos de lll Gama
(pulpas congeladas de fruta) con diferentes dosis de nisina como bioconservante fue
aib, correspondiente a pifia + 300 ppm de nisina; ya que obtuvo los mejores resultados
en cuanto a grados brix (18), pH (3,28), acidez titulable (1,07), humedad (77,34%),
ceniza (18,11%), fibra (19,66%) y recuento de aerobios (2,10 UFC/ml) con nula

presencia en la deteccidn de mohos y levaduras.

Ademads, segun el andlisis para diferenciacion de Salmonella, E. coli, Coliformes
y Enterobacterias direccionado para este tratamiento no presenté UFC/ml; incluso, se

determind para este tratamiento un rendimiento de 58,21%.

Conforme a las manifestaciones previamente suscitadas se aceptan las
hipotesis alternativas; puesto que, la elaboracion y el rendimiento de las pulpas de los
diferentes productos de Il Gama si difiri6 entre las frutas: guanabana (Anona muricata),

pifia (Ananas comosus) y mango (Mangifera indica).

Recomendaciones

Con respecto a las frutas utilizadas para la obtencion de alimentos de Ill Gama
(pulpas congeladas de frutas), en relacion a los grados brix, humedad, ceniza, fibra y
recuento de aerobios se recomienda la pifia; puesto que, no existe mayor influencia en
sus valores. No obstante, en cuanto a grados brix, pH y ceniza, es aplicable el uso en la
pulpa del mango. De la misma manera, si se toma en cuenta, acidez titulable, ceniza y

fibra se recomienda el uso de la guanabana.

Referente a la utilizacion de las dosis de nisina, en relacion a grados brix, pH,

humedad, ceniza y fibra se recomienda el empleo de 300 ppm de nisina debido a que
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los valores expuestos no reflejaron mayor diferencia en estas caracteristicas
fisicoquimicas; sin embargo, para acidez titulable se aconseja utilizar una concentracion

de 100 ppm.

Frente a los resultados obtenidos en la presente investigacion, se recomienda a
futuras investigaciones orientadas a la produccién de alimentos de Ill Gama (pulpas
congeladas de frutas), el empleo de nisina puesto que controla el crecimiento de mohos
y levaduras, asi como también de Salmonella, E. coli, Coliformes y Enterobacterias;
ademas permite conservarlos sin alterar sus caracteristicas fisico quimicas y mejora su

calidad microbioldgica.
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