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Resumen

En el presente estudio se evaluo la capacidad antimicrobiana de metabolitos producidos
por bacterias acido lacticas aisladas de la cuajada como un nuevo enfoque
biotecnoldgico para la conservacion de banano (M. paradisiaca L.) y papaya hawaiana
(Carica papaya L.). La investigacion fue realizada en los laboratorios de la Universidad
de las Fuerzas Armadas ESPE sede Santo Domingo. El estudio se dividi6 en dos fases.
En la primera fase, se realizé bioensayos en placa de la solucién bioprotectora (SLC)
frente a la microbiota de los frutos y se evalué la zona de inhibicién producida; en la
segunda fase, se determind la efectividad del recubrimiento de los frutos con SLC,
mediante indicadores de la calidad: fisicoquimicos, microbioldgicos, vida util y pérdida
de peso. Se plante6 un Disefio con esquema factorial A*B (Microbiota de los frutos:
banano y papaya; Concentracién de SLC: 4x103, 8x103, 16x10% y 32x10% UA/mL) con 8
tratamientos y 4 repeticiones, conformando 32 unidades experimentales; y un Disefio
Completamente al azar (DCA) compuesto por cuatro tratamientos: T1 (4x10° UA/mL de
SLC), T2 (8%x10% UA/mL de SLC), T3 (16x103UA/mL de SLC) y T4 (Control sin SLC)y 3
repeticiones, conformando 12 unidades experimentales. EI DCA se aplicé a cada fruto.
Los frutos tratados con 4x10% UA/mL de SLC con respecto a los frutos control,
presentaron una reduccion de su actividad metabdlica, induciendo a un retardo en su
maduracion y deterioro. La SLC obtenida a partir de BAL permitié extender la vida util
de banano hasta los 14+0.577 dias y en papaya hasta los 12.33+0.577.
Palabras clave:

e RECUBRIMIENTO COMESTIBLE

e POSCOSECHA

o FRUTOS CLIMATERICOS

o CONSERVACION DE FRUTOS

« EFECTO ANTIMICROBIANO
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ABSTRACT
In the present study, the antimicrobial capacity of metabolites produced by lactic acid
bacteria isolated from curd was evaluated as a new biotechnological approach for the
conservation of banana (M. paradisiaca L.) and Hawaiian papaya (Carica papaya L.).
The research was carried out in the laboratories of the University of the Armed Forces
ESPE, Santo Domingo headquarters. The study was divided into two phases. In the first
phase, plate bioassays of the bioprotective solution (SLC) were carried out against the
microbiota of the fruits and the zone of inhibition produced was evaluated; In the second
phase, the effectiveness of the coating of fruits with SLC was determined, by means of
quality indicators: physicochemical, microbiological, shelf life and weight loss. A Design
with factorial scheme A * B was proposed (Microbiota of fruits: banana and papaya; SLC
concentration: 4x103, 8x103, 16x10% y 32x103 UA/mL), 8 treatments and 4 repetitions,
making up 32 experimental units; and a Completely Randomized Design (DCA)
composed of four treatments: T1 (4x10% UA/mL SLC), T2 (8x103 UA/mL SLC), T3
(16x103 UA/mL SLC) y T4 (Control without SLC) and 3 repetitions, making up 12
experimental units. The DCA was applied to each fruit. The fruits treated with 4x103
UA/mL SLC respect to the control fruits, showed a reduction in the metabolic activity,
inducing a delay in their maturation and deterioration. The SLC obtained from BAL
allowed to extend the shelf life of banana up to 14+0.577 days and in papaya up to
12.33+0.577.
Key words:

o EDIBLE COATING

e POST HARVEST

e CLIMATE FRUITS

¢ FRUIT PRESERVATION

e ANTIMICROBIAL EFFECT
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CAPITULO |

Introduccion

La produccién de frutas en Ecuador presenta una gran importancia econémica,
su incidencia en la historia como un pais agroexportador de variedad de frutas con altos
valores nutricionales como orito, pitahaya, mango, pifia, guanabana, tomate de arbol,
papaya, entre los cuales destaca la exportacién de banano, induce a un incremento
competitivo tanto en mercados locales como internacionales. El abordar este sector
fruticola como desarrollo sostenible del pais y su alta demanda de consumo, exige
cumplir con parametros de calidad que garanticen, la seguridad y calidad del fruto

comestible (Arreaga, 2017).

Los frutos climatéricos como el banano y la papaya pueden generan pérdidas
considerables en el sector agricola debido a que la calidad puede verse afectada por
deficiencias en el manejo del fruto, la falta de capacitacion técnica hacia el agricultor,
tipo de cultivar, condiciones de cosecha, transporte, entrega al comerciante y métodos
de conservacién (Tello, 2014), entre otras causas se encuentra las caracteristicas del
cultivar, periodo de almacenamiento corto, maduracién, deshidratacion, temperatura,

humedad relativa, susceptibilidad a diversas enfermedades (Torres et al., 2013).

En la actualidad, en la industria alimentaria se implementa métodos capaces de
prolongar la conservacién de estos de los productos, los métodos principalmente
empleados son térmicos y conservantes quimicos, estas técnicas pueden intervenir en
las caracteristicas sensoriales del fruto y tienen menor aceptacion por los efectos
adversos que causan en el entorno y en la salud humana. El uso de recubrimientos

comestibles es un nuevo método de conservacion en frutos y vegetales, que esta
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presentando mayor aceptacion por parte del consumidor, debido a que se ha observado

un incremento de intereses de productos frescos minimamente procesados.

Uno de los desafios es la implementacion de nuevos recubrimientos con
capacidades antimicrobianas que garanticen una alta calidad del fruto durante su
almacenamiento. Las bacterias acido lacticas productoras de sustancias con efectos
antimicrobianos capaces de evitar el deterioro de alimentos, surgen como alternativa
ante los desafios actuales. De Simone et al. (2021) sugiere a las BAL como
conservantes naturales, debido a que sus propiedades antimicrobianas, resultan de la
sintesis de compuestos bioactivos como acido lactico, peroxido de hidrégeno,

bacteriocinas, diacetilo, sustancias con capacidad inhibitorias, entre otros.



24

Objetivos

Objetivo General

Evaluar el efecto de las bacterias acido lacticas con capacidad probidtica, como
agente antagonico frente a microorganismos procedentes de la flora bacteriana de
banano (M. paradisiaca L.) y papaya hawaiana (Carica papaya L.), para su posible
aplicacion en la conservacion de frutas.

Objetivos especificos

Obtener bacterias acido lacticas productoras de sustancias antimicrobianas

mediante cultivo para su aplicacion en distintas concentraciones como un

inhibidor de agentes patdgenos procedentes de banano y papaya hawaiana.

o Evaluar la capacidad inhibitoria de la sustancia bioprotectora producida por
bacterias acido lacticas frente a la flora bacteriana de banano y papaya
hawaiana.

e Evaluar la concentracion adecuada de la sustancia bioprotectora para la
inhibicion del crecimiento de agentes patdgenos aislados de banano y papaya
hawaiana.

o Estudiar el efecto de distintas concentraciones de la sustancia bioprotectora

producida por bacterias acido lacticas en la conservacion de banano y papaya.
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Hipétesis

Hipotesis Nula

Ho: La flora bacteriana patégena de banano y papaya no influyen en la
capacidad inhibitoria de las bacterias acido lacticas.

Ho: La concentracion de la sustancia bioprotectora no influye en la inhibicion de
la flora bacteriana de las frutas.

Ho: El efecto de la sustancia bioprotectora a diferentes concentraciones no
influye en la conservacién de banano

Ho: El efecto de la sustancia bioprotectora a diferentes concentraciones no
influye en la conservacion de papaya hawaiana.

Hipétesis Alternativa

Ha: La flora bacteriana patégena de banano y papaya influyen en la capacidad
inhibitoria de las bacterias acido lacticas.

Ha: La concentracién de la sustancia bioprotectora influye en la inhibicion de la
flora bacteriana de las frutas.

Ha: El efecto de la sustancia bioprotectora a diferentes concentraciones influye
en la conservacion del banano.

Ha: El efecto de la sustancia bioprotectora a diferentes concentraciones influye

en la conservacion de papaya hawaiana.
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CAPITULO I
Revision de Literatura

Bacterias acido lacticas

Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos
representativos que poseen la capacidad de efectuar transformaciones en los alimentos
por medio de la fermentacion; entre otras facultades, producen una serie de metabolitos
importantes como el acido lactico y un péptido de cadena corta con propiedades
antibiéticas denominado como bacteriocina. Las BAL han estado presentes desde hace
miles de afos en los procesos fermentativos, se encuentran en algunos productos
alimenticios de leche fermentada como el yogurt, en quesos frescos y maduros, en
carnes e inclusive en algunas hortalizas (Agurto Saenz & Ramos Gorbena, 2008, 55).

Las BAL generalmente son grampositivas, con morfologia de cocos y/o bacilos,
son catalasa negativa, generan su propio ATP a partir de la fermentacion lactica de los
glucidos, de acuerdo a su metabolismo se clasifican en homofermentativas que
producen exclusivamente acido lactico y heterofermentativas, que ademas pueden
producir etanol, CO; y acetato (Agurto Sdenz & Ramos Gorbefia, 2008, 55).

Clasificacion de las bacterias dcido ldcticas

Homofermentativas. Las bacterias pertenecientes a este grupo son
Streptococcus, Lactococcus, Enterococcus y Pediococcus. Se caracterizan por la
carencia de la enzima fosfocetolasa y por la presencia de hexosa isomerasa y aldosa, el
producto fermentativo que sintetizan estas bacterias es el acido lactico, sin la liberaciéon
de CO.. La conversion a acido lactico (2 moles) por cada mol de glucosa se realiza por
la via embden meyerhof, obteniendo un rendimiento del acido mayor al 85% a partir de
este azucar, lo cual representa el doble de energia que las bacterias del grupo

heterofermentativo (Parra, 2010).
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En este grupo se encuentra Lactobacillus plantarum, empleado en productos
carnicos, lacteos acidos y fermentos vegetales. Los lactobacillus se encuentran en
forma de bastones o bacilos en cadenas largas, cortas, separados, son aciddfilos,
termdfilos y de gran actividad energética. Los Streptococcus son morfolégicamente
esféricos, agrupados en cadena, de actividad caseolitica baja (Parra, 2010).

Heterofermentativas. El 4cido lactico producido por las bacterias de este grupo,
representan el 50%. Son capaces de convertir a ATP (1mol) por cada mol de glucosa, a
partir de 1 mol de glucosa producen etanol (1mol), CO> (1mol) y acido lactico(1mol).
Las bacterias de este grupo pertenecen al género de Lactobacillus, Enterocaccus,
Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc y Streptococcus. Emplean la ruta de las
pentosas por lo cual carecen de las enzimas hexosa isomerasa, aldosa y presentan la
fosfocetolasa.

Aquellas bacterias que fermentan azucares solo por la via fosfocetolasa son
heterolacticas forzadas, ademas de producir acido lactico generan cantidades
considerables de CO, y acido acético y etanol; al emplear la via Leloir llegan a

metabolizar d-galactosa (Parra, 2010).
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Clasificacion de BAL seguin su metabolismo de carbohidratos.

Bacterias acido lacticas segun su fermentacion

Heterolactica

Lactobacillus plantarum
. ramnosus,

. coryneformis
. curvatus
casei

. paracasei
brevis

. buchneri

. fermentus
kéfir

. reuteri

. leuconostc

e e e e

Homolactica

Lactobacillus acidophilus

L. helveticus

L. delbrueckii subsp delbrueckii
L. delbrueckii subsp lactis

L. delbrueckii subsp bulgaricus
L. lactis

L. thermophilus

Nota: Recuperado de (Parra, 2010).

Tabla 2.

Clasificacion de BAL segun su temperatura dptima de crecimiento.

Bacterias acido lacticas mesodfilas o termofilas

Mesdfilas

Incubacion: 20-25°C

Vol. cultivo: 1-2 %

T. Incubacién: 18-20 h

Acidez 0.8% acido lactico
Lactococcus lactis subs lactis
Lactococcus lactis subs cremoris
Leuconostoc mesenteroides subs
cremoris

Termdfilas

Incubacioén: 40-45°C

Vol. cultivo: 2-3 %

T. Incubacion: 2-4 h

Acidez 0.9% acido lactico

Streptococcus salivarius subsp thermophifius
Lactobacillus delbrueckii subsp bulgaricus
L. plantarum

L. lactis

L. helveticus

L. acidophilus

L. casei

Nota: Recuperado de (Parra, 2010).
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Efecto probidtico de BAL

Las bacterias acido lacticas son consideradas inocuas para la salud humana, su
capacidad probidtica es aplicada con fines nutricionales en la industria de alimentos,
para lo cual debe estar sujeto a varios requisitos que evaluen su efecto probiético:
caracterizacion in vivo, determinacion genotipica y fenotipica, degradacion de proteinas
e hidratos de carbono mediante caracterizacion in vitro; resistencia a acidez, bilis,
lisozima y capacidad de adherirse a las células epiteliales del intestino (Maria & Ruiz,
2019).

Metabolitos con efectos inhibitorios producidos por BAL

Acido lactico. Es el principal compuesto del metabolismo de carbohidratos por
bacterias lacticas, ocurre en dos tipos de fermentacién: homofermentativa y
heterofermentativa. Es el primer y funcional acido organico producido por su capacidad
de preservacion en alimentos comestibles.

El acido lactico ha demostrado efectos bacteriostaticos en condiciones de pH de
4.5. Este metabolito prolonga la generacién bacteriana en E. coli, L. monocytogenes,
Bacillus cereus, Saccharomyces spp y Proteus spp. El acido lactico inhibe el
crecimiento fungico a altas concentraciones (Guimarées et al., 2018).

Acido acético. Es el compuesto resultante de la fermentacion de pentosas. Las
pentosas se metabolizan por la via 6-fosfogluconato, esta fermentacion no requiere del
paso de deshidrogenacién y no se produce CO.. A la vez el acetil-fosfato se fosforila por
la accion de la acetatoquinasa, produciendo ATP y acido acético en lugar de etanol
(CABO et al., 2002).

El acido acético tiene accion inhibitoria contra bacterias, hongos y levaduras. Se

ha reportado, efecto contra Saccharomyces spp, Clostridium spp., L. monocytogenes,
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Salmonella spp, Aspergillius, Pseudomona aureoginosa, Penicillium (CABO et al.,
2002).

Peréxido de hidrégeno. Las BAL producen H>O, como mecanismo de
eliminacion del oxigeno. El perdxido de hidrégeno se produce con la oxidacion de la
coenzima NADH por el O, reaccion realizada por hidrogenasas y NADH oxidasas
(Parra, 2016).

Los efectos antimicrobianos del H.O» suponen una serie de eventos bioldgicos,
que conducen a la muerte e inhibicion del crecimiento de las células bacterianas. El
peréxido de hidrégeno tiene actividad bactericida en bacterias gram positivas y
negativas; ademas, se ha reportado espectros de actividad antifungica dependiente de
la cepa de BAL (Delavenne et al., 2013).

Diacetilo. Es un metabolito que confiere caracteristicas sensoriales a los
productos fermentados, producido BAL fermentadoras de citrato. La actividad
antimicrobiana es mayor frente a bacterias gram negativas que en gram positivas;
ademas, para el efecto inhibitorio en levaduras y mohos se requiere altas
concentraciones (>500 ug/ml), en concentraciones menores presenta un efecto
bacteriostatico (>250 ug/ml) (Langa et al., 2014).

Acidos grasos. Las BAL con actividad lipolitica, bajo ciertas condiciones de
cultivo, pueden producir una representativa cantidad de acidos grasos. Estos productos
presentan funciones protectoras puesto que son componentes fundamentales en la
estructura de la membrana celular; se ha reportado la actividad antimicrobiana en
concentraciones mas altas y efectos inhibitorios de la colonizacion bacteriana a dosis
bajas (Kumar et al., 2020). Adicionalmente, los derivados de los acidos grasos tienen
mayor efecto contra bacterias Gram positivas que contra Gram negativas. El efecto

antimicrobiano depende de la cepa bacteriana, la concentracién y pH del medio, asi
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como también la naturaleza del enlace del acido graso tiene efecto significativo sobre la
accioén y eficacia (Nobmann et al., 2009).

Bacteriocinas. Son metabolitos primarios de estructura proteica, con accién
bacteriostatica y bactericida. Las BAL emplean la bacteriocina como mecanismo de
defensa contra otros microorganismos. Las BAL producen bacteriocina de bajo peso
molecular, dicha sustancia puede emplearse como conservante natural y seguro en
varios alimentos, entre ellos frutas, sin cambiar las caracteristicas organolépticas;
ademas el uso de bacteriocinas no afecta en la aceptacion por parte del consumidor
(Agriopoulou et al., 2020).

La bacteriocina ideal debe presentar actividad a concentraciones bajas, un
amplio espectro de actividad contra microorganismos, no danar los productos y bajos
costos de produccion (O’Connor et al., 2015).

Sustancias antimicrobianas. Son varias las sustancias antimicrobianas
producidas por BAL capaces de inhibir microorganismos patégenos de gran relevancia.
Segun Parra (2016), algunas BAL tienen un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
Hongos, se ha identificado la accién de L. plantarum sobre Fusarium spp. En cultivos
mixtos se evidencia que el primordial mecanismo inhibitorio lactico de BAL se debe a la
degradacién de carbohidratos, inducidos a pH 4 (Maria & Ruiz, 2019).

Aislamiento de BAL

Microbiologia de productos lacteos

La leche cruda a condiciones ambientales se agria de forma espontanea por el
crecimiento de BAL (Wouters et al., 2002). La microbiota de la leche se constituye de
algunos géneros de BAL: Streptococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus y
Leuconostoc; bacterias gram positivas como Bacillus. Asi como también bacterias que

causan dano a la leche tales como Pseudomonas, Clostridium, Bacillus; bacterias que
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causan enfermedades como Listeria, Salmonella, Escherichia coli, Campylobacter
(Quigley et al., 2013).

Cuajada

Se denomina cuajada a la gelatina que se obtiene de la coagulacion de las
proteinas de la leche como resultado de la adicion de un agente coagulante, ya sea de
origen quimico (acidos) o bioldgico (enzimas y cultivos bacteriabalanos) (CANILEC,
2011).

Las BAL aisladas de la cuajada casera presentan propiedades con alto potencial
probidtico, aunque entre diferentes especies de BAL no ha presentado un resultado
consistente en cuanto a la capacidad de inhibir el crecimiento de Salmonella
Typhimurium, Vibrio cholerae 0139y Escherichia coli (Balamurugan et al., 2014).

Conservacion de frutos en la industria alimentaria

Métodos fisicos

En la conservacion de frutos, los métodos fisicos mayormente empleados son
tratamientos térmicos. El tratamiento térmico por alta temperatura consiste en un
proceso de esterilizacion que emplea calor humedo en tiempos controlados, el
contenedor final del alimento se somete a 121°C por 15 min (Linares-Morales et al.,
2018), en un tiempo 2,8 min a 121°C, se logra la eliminacion de esporas de bacterias
termorresistentes como Clostridium botulinum, garantizando la inocuidad del producto
alimentario (Arias, 2016).0Otros métodos como el escaldado que incluyen temperaturas
que varian de entre 69 a 72 °C hasta 5 min son consideradas sistemas de
pretratamiento y el método por coccidon hasta alcanzar ebullicion, no es comunmente

usados en frutas y vegetales. Segun Linares-Morales et al., 2018, el uso de estos
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métodos, evidencia resistencia térmica de la microbiota patégena y la pérdida de
caracteristicas sensoriales.

Método térmico a baja temperatura. Existen tres formas de congelacion: uso de
refrigerante por contacto indirecto, congelacién en aire y mediante el uso de refrigerante
por inmersion directa. La conservaciéon por congelacion ademas de reducir el
crecimiento microbiano, disminuye las reacciones quimicas del mismo, sin embargo, el
producto final tras un proceso de descongelacion causa un gran dafio a la estructura del
tejido vegetal y genera una pérdida de los nutrientes (Barrett & Lloyd, 2011).

Métodos quimicos

Durante el periodo de poscosecha de los frutos se implementan compuestos
quimicos como conservantes alimentarios. Entre los conservantes quimicos se
encuentra el agua clorada, etanol, quitosano y el aceite mineral, siendo el cloro uno de
las principales formas de eliminaciéon microbiolégica en frutos y vegetales (Linares-
Morales et al., 2018). Otros conservantes como acido benzoico que retarda el
crecimiento de microorganismos, acido sérbico usado en productos con pH 4.5-6.5 y
sulfitos empleados en frutos con pH <4.5 (Arias, 2016), son eficientes en la reduccién de
microorganismo causantes del deterioro de alimentos, sin embargo, una limitacion de su
uso en el almacenamiento del producto, es el olor y amargor desagradable que le
confiere al alimento (Sabir et al., 2011).

Métodos no convencionales

En estos métodos interviene tecnologia avanzada, pueden ser o no ser de
aplicacion industrial. El tratamiento por alta presion hidrostatica, comprime el alimento
dentro de su contenedor mediante la utilizacion de presién, requiere de un leve aumento
de temperatura (Arias, 2016); a presion entre 3000-8000 bar, su mecanismo protector

consiste en romper las membranas de los microorganismos e inactivar enzimas. Sin
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embargo, este método no conviene ser utilizado en alimentos con porosidad fresca,
debido a que afecta al oxigeno localizado en la cobertura del alimento (Linares-Morales
et al., 2018); generando un rapido deterioro visual u oscurecimiento de algunas clases
de frutas.

Los métodos eléctricos 6hmicos y de microondas, generan una ruptura celular
de la microbiota patdégena, mediante calentamiento especifico a vapor, distribuido de
manera uniforme por conduccién hacia areas localizadas (Barrett & Lloyd, 2011).

El tratamiento por radiacion ultravioleta, es facil de realizar, muy eficiente contra
una gran variedad de microorganismos, usada en diversos alimentos del sector
industrial, principalmente es usado para tratar el agua, productos liquidos y sélidos
(Arias, 2016). Segun Linares-Morales et al., 2018, a pesar de la alta capacidad
bactericida que ofrece, esta se ve limitada por el equipo empleado que afecta a las
propiedades del fruto y en productos liquidos, puede la luz UV ser bloqueada por la
turbidez del producto generando una proteccidn a microorganismos causantes del
deterioro del alimento.

Métodos naturales

Los aceites esenciales son sustancias volatiles y aromaticas, catalogados como
conservantes naturales sintetizados por las plantas capaces de evitar el deterioro de
productos y de controlar la oxidacién lipidica. Se ha identificado que varias especies
vegetales que pertenecen a géneros como Cytrus, Salvia, Thimus, Mentha, Abies,
Pinus, Mentha, Lavandu, Rosmarinus, etc., poseen propiedades antifungicas (Sanchez-
Gonzalez et al., 2008). Los aceites esenciales estan compuestos por una mezcla
compleja de bioactivos como compuestos aromaticos y alifaticos, cetonas, ésteres

acidos fendlicos, terpenos y aldehidos (Linares-Morales et al., 2018).
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Los recubrimientos comestibles tienen una gran capacidad de adherencia en
superficies hidrofilicas, se utilizan como sustitutos de resinas y ceras naturales que han
sido eliminadas en el proceso de lavado de los frutos, estos recubrimientos pueden ser
hidrocoloides, compuestos o lipidos (Sanchez-Gonzalez et al., 2008). Las barreras
lipidicas como recubrimiento mejoran la apariencia visual de los alimentos y brinda
proteccién contra la humedad, su uso en conjunto con aditivos aumenta su
conservacion, ademas mejoras la calidad y funcionalidad de los frutos. Segun Corbo et
al., 2015, una de las desventajas que pueden presentar es la poca resistencia al vapor,
debido a que las proteinas pueden ser susceptibles a enzimas proteoliticas.

Generalidades de los frutos

Banano

El banano (Musa paradisiaca) es un fruto climatérico tropical; ademas, tiene forma
alargada y ligeramente curvada, con peso aproximado de 100-200g. La cascara es
gruesa de color amarillo en su estado maduro, y la pulpa es blanca amarillenta. El banano
es un alimento mas importante en el mundo tanto por su sabor como por su valor nutritivo,
entre las caracteristicas nutricionales principales se resalta el alto contenido de potasio,
vitaminas C y B6, fibras y carbohidratos (Hernandez & Vit, 2009). Por otro lado, la calidad
sensorial del fruto depende de varias reacciones bioquimicas al interior del fruto a lo largo
de la maduracion generando cambios en el color, aroma, textura, cantidad de azucar y
acidez (Quiceno et al., 2014).

En Ecuador, las zonas de produccién de banano estan en la region litoral del pais,
esto se debe a que mantienen un clima ideal para su cultivo. Las asociaciones bananeras
producen y exportan diferentes variedades de este fruto: Banano de Bebé (CJ), Banano
organico, Banano Tipo Cavendish Valery (Ministerio de Comercio Exterior, 2017). En

términos de economia para el 2020, el volumen de exportacién de banano fue de



36

3'947.002 Tm y el banano organico de Ecuador constituyo la tercera parte (504 047 Tm)
de la exportaciéon de Latinoamérica, equivalente al 18% del total de exportaciones
(Asociacion de Exportadores de Banano del Ecuador [AEBE], 2021).
En el manejo postcosecha de los frutos se producen perdidas que van desde el
10 al 80%, ocasionadas por dafios mecanicos, presencia de plagas, maduraciéon
temprana, deformaciones y la manipulacién en general. La principal causa de deterioro
de las frutas de banano es por la contaminacién con microorganismos, entre ellos un
conjunto de hongos, principalmente Colletotrichum, Fusarium, Penicilium, ocasionando la
pudricidn de la corona “Crown rot” en el péndulo de la fruta, la enfermedad se caracteriza
por el ablandamiento de la superficie de los tejidos y en la corona adquiere un color
marrén oscuro o negro que puede esparcirse al resto del fruto (Cartaya Diaz et al., 2011).
Fisiologia de banano en la poscosecha. Uno de los criterios importantes de
poscosecha y consumo del fruto de banano es el grado de madurez. Tras la cosecha, la
madurez de los frutos tiene una gran influencia en el los prolongados periodos de
almacenamiento y la calidad del fruto adecuado para consumo. Es necesario identificar
claves de maduracion con el fin de asegurar una éptima calidad del fruto para su
consumo. Los frutos que son cosechados en un grado de maduracién avanzado no son
adecuados para exportacion debido a su corta duracidon de almacenamiento y al tiempo
prolongado que requiere su transporte (Cachay, 2017).
Cachay, 2017; detalla las caracteristicas de la maduracion del banano siguiendo
la escala de Von Loesecke:
e Grado 1: dedo duro y verde por completo.
e Grado 2: verde claro.
e Grado 3: verde de color amarillento. En verano, entrega de madurez de entrega

al detallista.
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e Grado 4: mas amarillento que de color verde. En invierno, entrega de madurez
de entrega al detallista.

e Grado 5: Amarillento con puntas verdes. Madurez 6ptima colocada en los
estantes de los comerciantes.

e Grado 6. Completamente amarillo. Madurez de venta, Ideal para consumo.

e Grado 7. Amarillo y con manchas o puntos café. Maduracién completa, con
elevado valor y sabor nutritivo.

Figura 1.

Maduracién del fruto de banano segun la escala de Von Loesecke.

Nota: Recuperado de (Soto, 2017).

Papaya

La papaya (Carica papaya L.) es originaria de Mesoameérica, al ser una especie
pantropical se ha distribuido en todas las regiones tropicales y subtropicales de América
(Conabio, 2003). En Ecuador, la produccién se focaliza en las provincias de Santo
Domingo, Los Rios, Guayas, Manabi y Santa Elena. La superficie de cultivo es de
alrededor de 3 917 hectéreas. Las variedades cultivadas son tres: tainung 1, hawaiana y
maradol o nacional (EI Comercio, 2012).

El fruto de papaya generalmente tiene color anaranjado y sabor dulce. En los

ultimos anos, el interés en este fruto ha crecido debido a las propiedades nutritivas y
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multiples usos gastronémicos que se atribuyen. Entre los principales nutrientes que
posee se encuentran vitaminas A y C, niacina, calcio, potasio, sodio, fosforo y hierro
(Conabio, 2003).

La papaya requiere de una temperatura de 7-13°C y humedad de 90-95% para
una conservacion optima, dependiendo del grado de madurez. Durante el
almacenamiento puede ocurrir alteraciones fisioldgicas, determinadas por el exceso de
frio o calor, dando lugar a la contaminacion del fruto con ciertos microorganismos. El
hongo Colletotrichum gloeosporioides, es el agente causal de la antracnosis la cual
genera pérdida del fruto. Esta infeccion puede iniciar desde que el fruto, esta en la
planta, manteniéndose latente hasta la cosecha; en la fruta madura, se pueden observar
pequefas manchas color claro, conforme avanza la enfermedad las manchas se
agrandan, se hunden y toma la apariencia humeda (Maeda & Nelson, 2014).

Fisiologia de papaya en la poscosecha. El periodo inicial de la senescencia
del fruto es su maduracion, esta etapa conduce a un fruto de calidad, con
caracteristicas sensoriales aceptables por el consumidor, es reconocible por los
cambios visibles que se producen, como el ablandamiento, textura, color, aroma y sabor
del fruto, inducidos principalmente por la liberacion de etileno, debido a que la papaya
pertenece al grupo de frutos climatéricos. La maduracion puede estar influenciada por
procesos metabdlicos, cambios fisicos y genéticos, factores como disminucion del
tiempo de crecimiento y menor concentracion de inhibidores en el proceso de
maduracién (Roman, 2017). Santamaria Basulto et al, 2009; informa las caracteristicas
de la papaya segun su grado de maduracion:

e Fruta verde: Piel verde sin raya amarilla; pulpa muy dura y de color blanco,
semillas bien formadas, pero de color blanco o ligeramente oscuro.
e Grado 1: Piel verde con una franja de color amarillo claro; La pulpa presenta

algunas zonas de color naranja, es muy dura y contiene gran cantidad de latex.
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e Grado 2: Piel verde con franja amarilla bien definida; la pulpa es de color naranja
cerca de la cavidad de la semilla y verde claro cerca de la piel, aunque todavia
dura y con grandes cantidades de latex.

e Grado 3: Una o mas rayas de color naranja en la piel; pulpa casi completamente
de color naranja, excepto cerca de la piel, todavia dura, pero contiene menos
latex.

e Grado 4: Piel de color naranja claro con algunas areas de color verde claro;
pulpa completamente naranja, excepto cerca del pedunculo, mas blanda que en
la etapa 3, pero todavia demasiado dura para el consumo, bajo contenido de
latex.

e Grado 5: La piel muestra el color anaranjado caracteristico de la variedad
Maradol; Firmeza de la pulpa apropiada para el consumo, el latex ya no esta
presente.

e Grado 6: Condiciones similares a la etapa 5, pero con un color naranja mas
intenso en la piel y una pulpa mas suave aun adecuada para el consumo.

Figura 2.

Visualizacion interna y externa de papaya en la maduracion.

Nota: Recuperado de (Santamaria Basulto et al., 2009).
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Fuente: Estacion Agro meteoroldgica “Puerto lla”; Km 34, Via Quevedo
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Ubicacion Geogréfica

El presente estudio se realiz6 en los laboratorios de Microbiologia de alimentos y
Bromatologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE sede Santo Domingo,
en el km 24 de la Via Santo Domingo-Quevedo en la provincia de Santo Domingo de los

Tsachilas, cantén Santo Domingo.

Figura 3.

Ubicacion geogréfica del area de investigacion.
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Materiales

Obtencion de bacterias acido lacticas

Tabla 3.

42

Recursos empleados en la obtencién de bacterias acido lacticas.

Equipos

Materiales

Reactivos Muestras

Balanza analitica
Refrigeradora
Micropipeta
Plancha de
calentamiento
Agitador magnético
Camara de Flujo
laminar

Incubadora

Frascos estériles
Espatula-cuchara
Vidrio reloj

Vaso de
precipitados
Tubos de ensayo
Lampara de alcohol
Fosforos

Placas de Petri
Tubos de ensayo
Puntas para
micropipeta

Asa de vidrio
Drigalsky

Placas petri

Parafilm

NaCl 8.5g/L Cuajada
Peptona 1 g/L
Medio Agar MRS

Agua destilada
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Caracterizacién morfolégica de los aislados BAL

Tabla 4.

Recursos empleados en la caracterizacion morfolégica de BAL

Equipos Materiales Reactivos
Camara de Flujo laminar Portaobjeto de vidrio Cristal violeta
Microscopio éptico Cubreobjeto de vidrio Lugol
Gotero Alcohol cetona
Vaso de precipitado Safranina
Lampara de alcohol Agua destilada
Asa bacterioldgica Alcohol

Prueba de catalasa

Tabla 5.

Recursos empleados en la prueba de catalasa.

Equipos Materiales Reactivos Muestra

Camara de Flujo Portaobjeto de Perdxido de Placa con cultivo
laminar vidrio hidrogeno (3% p/v) bacteriano aislado
Autoclave Gotero Alcohol 70%

Lampara de alcohol
Asa bacterioldgica

Papel craft




Prueba de tolerancia al pH

Tabla 6.

Recursos empleados en la prueba de tolerancia al pH.
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Equipos Materiales Reactivos Muestra

Camara de Flujo Tubos de ensayo HCI10 N Placa con cultivo
laminar Vasos de NaOH 1N bacteriano aislado
Incubadora precipitados Caldo MRS

Potenciémetro Lampara de alcohol Alcohol 70%

Balanza analitica

Autoclave

Asa bacteriologica

Pipeta graduada

Prueba de tolerancia a NaCl

Tabla 7.

Recursos empleados en la prueba de tolerancia a NaCl.

Equipos

Materiales

Reactivos

Muestra

Camara de Flujo
laminar
Incubadora
Balanza analitica

Autoclave

Tubos de ensayo
Vaso de precipitado
Lampara de alcohol
Asa bacterioldgica
Pipeta graduada

Espatula-cuchara

NaClal2,4,6y 8%
Agua destilada
Caldo MRS

Alcohol 70%

Placa con cultivo

bacteriano aislado




Determinacion de la fermentacion de azucares

Tabla 8.

Recursos empleados en la determinacion de fermentacién de azlcares.

Equipos

Materiales

Reactivos Muestra

Camara de Flujo
laminar
Incubadora
Balanza analitica

Autoclave

Tubos de ensayo

Vaso precipitado

Lampara de alcohol

Asa bacterioldgica

Pipeta graduada

Espatula-cuchara

Glucosa 1% Placa con cultivo

Fructosa 1% bacteriano aislado
Sacarosa 1%
Lactosa 1%

Rojo fenol 0.1%

Caldo MRS

Vidrio reloj Agua destilada

Marcadores Alcohol 70%

Recuento de UFC y densidad 6ptica de BAL

Tabla 9.

Recursos empleados en el recuento de UFC y D.O. de BAL.

Equipos Materiales Reactivos Muestra
Micropipeta Lampara de alcohol Caldo MRS Cultivo de BAL
Espectrofotometro  Tubos de ensayo Agua destilada

Contador de Puntas para Peptona 0.5%

colonias micropipeta Laminas Petrifilm
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Determinacién de inhibicion entre BAL y microbiota de los frutos

Tabla 10.

Recursos empleados en la inhibicién de BAL y microbiota de los frutos.

Equipos

Materiales

Reactivos

Muestra

Camara de Flujo
laminar
Incubadora

Micropipeta

Placas de Petri estériles Agar

Discos de papel filtro
5.5 mm

Hisopos estériles
Fosforos
Marcadores
Lampara de alcohol
Asa bacteriolégica
Puntas para
micropipeta

Pinzas de diseccién
Papel film

Papel craft

Papel aluminio

Hinton

Caldo MRS

Mueller-

Solucion libre de
células (SLC) a
partir de aislados
BAL

Cultivo liquido con
la microbiota de los

frutos
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Determinacion de pH

Tabla 11.

Recursos empleados en la determinacion de pH.

Equipos Materiales Reactivos Muestras
Balanza analitica Espatula-cuchara Agua destilada Banano
Potenciémetro Vidrio reloj Papaya
Plancha de Vaso de precipitado

agitacion Probeta 100 mL

Mortero y pistilo

Determinacion de soélidos solubles

Tabla 12.

Recursos empleados en la determinacion de soélidos solubles.

Equipos Materiales Reactivos Muestras
Balanza analitica Espatula-cuchara Agua destilada Banano
Refractometro Vidrio reloj Papaya
digital Vaso de precipitado

Plancha de Probeta 100 mL

calentamiento con  Matraz erlenmeyer
agitador Embudo

Gasas estériles




Determinacion de acidez titulable

Tabla 13.

Recursos empleados en la determinacion de acidez titulable.
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Equipos Materiales Reactivos Muestras
Balanza analitica Espatula-cuchara Agua destilada Banano
Equipo de titulacion Vaso de precipitado NaOH 0.1N Papaya
Potenciémetro Probeta 100 mL

Agitador magnético Mortero y pistilo

Plancha de Matraz erlenmeyer
calentamiento Embudo
Bafio maria Gasas estériles

Determinacion del periodo de validez

Tabla 14.

Recursos empleados en la determinacion del periodo de validez.

Equipos

Reactivos Muestra

Camara de Flujo laminar
Smartphone con sistema
operativo MIUI, 48

mp,f/1.79, 1.6 um

Agua esteril Frutos de banana
Solucidn libre de células  Frutos de papaya
en distintas

concentraciones




Determinacién microbiolégica

Tabla 15.

Recursos empleados en la determinacion microbiolégica.
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Equipos Materiales Reactivos Muestras
Balanza analitica Espatula-cuchara Agua de peptona Banano
Agitador magnético Vidrio reloj 0,5% Papaya

Plancha de
calentamiento con
agitador
Incubadora
Micropipeta
Camara de flujo
laminar

Vortex

Contador de

colonias

Vaso de precipitado Alcohol potable
Probeta 100 mL 96%

Tubos de ensayo Lamina de Petrifilm
Gradilla

Puntas estériles

Pipeta graduada

10mL

Lampara de alcohol

Fosforos
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Métodos

Obtencion de bacterias acido lacticas

Se recolectaron muestras de cuajada en frascos estériles, los cuales se sellaron
herméticamente. Las muestras fueron almacenadas a temperatura de 0-4°C hasta su

respectivo analisis en el laboratorio.

Se prepardé una solucion diluyente (NaCl 8.5g/L y peptona 1 g/L). Con la muestra
de cuajada recolectada, se preparé una disolucién, se tomo6 1 mL de cuajada y 9 mL de
solucion diluyente. Luego se prepararon diluciones seriadas (10-' a 10-%) para obtener

alicuotas de la muestra.

Siembra y aislamiento de BAL en Agar MRS

La siembra por extension en superficie en placa de agar, se realizé por
duplicado, para lo cual se tom6 una alicuota de 0,1 mL de cada dilucién (103, 104y
10%) y se coloco en medio de cultivo selectivo para el crecimiento de Lactobacillus spp.,
Agar MRS; la concentracion de Agar utilizado (67.15g en 1000 mL) y su preparacion se
realiz6 siguiendo las instrucciones que indica el fabricante (Titan Biotech Ltd). Se
pipeteo la alicuota de cada inéculo y se extendié sobre la superficie del medio agar
correspondiente para su homogeneizacion. Se incubd a 37°C durante 24 a 48 horas, en

condiciones anaerobicas.

Caracterizaciéon morfolégica de los aislados BAL

Para observar la morfologia de las bacterias aisladas, estas fueron inoculadas en agar e
incubadas a 37 °C durante 48 horas. Luego se realizé una tincién Gram, se observo en

microscopio OLYMPUS CX21 con aumento de 100x.
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Tincién de Gram. Para diferenciar bacterias Gram positivas de bacterias Gram
negativas mediante la tincion de Gram se afiadié en un portaobjeto de vidrio una gota
de agua destilada, luego manteniendo condiciones asépticas con un asa bacteriologica
se recogio una muestra de la colonia del cultivo puro y se extendié sobre la gota de

agua colocada en el portaobjeto, se fij6 usando lampara de alcohol y se dej6 secar.

Secada la muestra se realiza la tincién, para lo cual se afadié 2 gotas de cristal
violeta sobre el frotis durante 1 minuto, se enjuagd con agua destilada para quitar el
exceso de la tincién. Luego se agrego 2 gotas de lugol durante 1 minuto y se lavo con
agua. Después se afadié alcohol cetona, dejando actuar el decolorante durante 15
segundos para luego lavar con agua. Se afadio 2 gotas de safranina por 1 min y se lavo
para quitar el exceso. Finalmente se utilizo lente y aceite de inmersion para su

observacion en el microscopio.

Caracterizacion bioquimica de aislados BAL

Prueba de catalasa. Se coloc6 una gota de perdxido de hidrogeno (3% p/v)
sobre un portaobjeto de vidrio estéril, posteriormente se agrego el cultivo puro a
analizar, obtenido por raspado en placa de agar que contenia al cultivo, se mezcl6 la

gota de peroxido con la colonia bacteriana y se observo la reaccion.

La prueba es positiva si presenta burbujas, caso contrario se considera catalasa

negativa.

Caracterizacién probiética de BAL en condiciones gastrointestinales

Prueba de tolerancia al pH. Se preparé caldo MRS a diferente valor de pH (2,

3,4,5,6, 7y 8) utilizando HCI 10 N y NaOH 1N. Se colocaron inéculos de cultivo
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bacteriano en los tubos de ensayo con el respectivo medio MRS y se incubaron a 37° C

durante 24 h, utilizando un tubo con medio MRS como control negativo.

Transcurridas las 24h y 48h se observé turbidez en los medios de cultivo,

mientras que en el control negativo no hubo crecimiento bacteriano.

Prueba de tolerancia a NaCl. Se determiné usando el medio MRS con 2, 4,6y
8% de concentracion de NaCl. Se colocaron indculos de cultivo fresco y se incubd a
37°C por 24 h. Los resultados se observaron con la turbidez o no del medio,

transcurridas 24 h, en el control negativo no hubo crecimiento.

Determinacion de la fermentacién de azucares. Se utilizé 1% (p/v) de
azucares (glucosa, fructosa, sacarosa y lactosa) en caldo MRS, ademas se coloco rojo
fenol (0.1% p/v) como indicador. Se dispensé 10 ml de medio de cultivo en cada tubo de
ensayo. Se inoculé con cultivo bacteriano fresco y se incubé a 37° C durante 24 h. El

resultado positivo se observoé por el cambio de la coloracion.

Prueba de tamizaje para evaluar la capacidad antimicrobiana

Las colonias aisladas de BAL se evaluaron frente a los aislados de la flora
bacteriana causantes de la pudriciéon de las frutas, mediante el método de difusién por
pozos. Para lo cual, las BAL se cultivaron en caldo MRS a 37 °C durante 24 h,
posteriormente se sembraron 200 uL del cultivo de BAL en placa de agar MRS y se
incubaron a 30 °C por 24h. Finalizada la incubacion, se preparo caldo nutritivo y se
sembro 100 uL del microorganismo patégeno aislados de las frutas en el medio liquido
por 24 h, del cual se tomd 1 mL y se coloco sobre cada placa de agar MRS. Se incubo

nuevamente a 37 °C durante 24 h.
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Las placas consideradas como positivas fueron aquellas que presentaron zonas
de inhibicién igual o mayor a 2mm, lo cual permitié seleccionar a los aislados con mayor

capacidad antimicrobiana para la flora bacteriana de ambos frutos.

Aislamiento de Ia microbiota de los frutos

Se recolectaron frutas muy maduras y estropeadas, tanto de banana como de
papaya hawaiana del mercado municipal de Santo Domingo de los Tsachilas. La
recoleccion de la flora bacteriana a partir de las muestras frutales se realiz6 en
condiciones asépticas en el laboratorio de microbiologia de alimentos de la Universidad
de las Fuerzas Armadas ESPE, para lo cual se empled hisopos estériles previamente
sumergidos en solucién salina (0,85%), luego estos hisopos empleados fueron
colocados en tubos de vidrio que contenian distintas concentraciones de soluciones
salinas. Después se tomd 0.2 ml de cada solucion salina y se inoculd la flora bacteriana
en una placa de petri de agar nutriente, la cual fue incubada a 37 °C por 24 h.

Transcurridas las 24 h se cont6 las UFC de la placa de petri.

Cinética de crecimiento de BAL

Se tomd una alicuota de cada aislado BAL (cuatro aislados), previamente
conservados y se inoculé en 20 ml de caldo MRS, el cultivo se llevd a incubacién a 37°C
por 24 h, transcurridas el tiempo de incubacion, se coloco el cultivo en un matraz
Erlenmeyer que contenia 180 ml de caldo MRS. Se recogieron muestras de 1m del
cultivo liquido a las Oh, 6h, 24h, 30h; y se midi6 la densidad éptica a 600 nm, en un
espectrofotdmetro Thermo Scientific. Se inoculé 1 ml de cada muestra en ldminas de
petrifilm para el recuento de unidades formadoras de colonias por ml (UFC/ml). Con los
valores de biomasa y la densidad optica del cultivo se elaboraron curvas del crecimiento

bacteriano.
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Recuento de UFC de BAL

Se empled el método de siembra por duplicado en laminas petrifilm de aislados
BAL, luego se coloraron a 38 °C durante 48 horas. Transcurrido el tiempo de incubacion
se empled el contador de colonias Colony Counter ISOLAB; a las colonias sembradas
por duplicado se les calculé la media aritmética de UFC. Se realiz6 el conteo de UFC

empleando la siguiente ecuacion:

UFC= #Colonia x volumen de dilucién x Factor dilucién

Obtencion de solucidn libre de células para bioensayo de antagonismo

De los cultivos bacterianos BAL, a las 48h de crecimiento, se llevaron los caldos
de cultivo a centrifugacion a 10.000xg a 4°C durante un tiempo de 20 min, se utilizo la
centrifuga Fisher Scientific para obtener la solucion libre de células (SLC). Luego para
eliminar los efectos producidos por los acidos organicos presentes en el extracto, esta
solucion fue ajustada a pH 6 con NaOH 1N para luego ser filtrada. ElI SLC fue usado
para los bioensayos antagénicos a diferentes concentraciones de BAL como se muestra
en la Tabla 16. Los SLC sobrantes, se conservaron a 4 °C para su posterior uso como

recubrimiento antimicrobiano.

Tabla 16.

Concentraciones de SLC para los bioensayos de antagonismo.

Concentraciéon (UA/mL) Dilucién seriada en base 2
b0: 4x103 (1/°4)
b1: 8x103 (1/ 8)
b2: 16x103 (1/16)

b3: 32x10° (1/32)
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Bioensayos de inhibiciéon entre BAL y la microbiota de los frutos

La actividad antagonista de la sustancia producida por las BAL se determind
empleando el método de difusion en disco de Kirby Bauer, para esta prueba se utilizé el
medio agar Mueller-Hinton (38 g en 1000 ml agua), en el cual se inoculé de manera
uniforme y aséptica la flora bacteriana de la fruta, utilizando un hisopo. Luego, se dividié
en cuatro regiones la placa petri (Figura 4) y se colocaron en el medio de cultivo discos
de papel filtro, previamente impregnados con diferentes concentraciones del caldo de
cultivo de BAL. Este procedimiento evaluoé cuatro concentraciones de SLC por la flora
bacteriana de cada fruta y se realizé por triplicado. Para obtener las distintas
concentraciones de SLC a partir de caldo BAL, se realizaron 4 diluciones seriadas en
base 2, respectivamente (Tabla 16), luego se tomé 30 uL de cada dilucién seriada y se
coloco en discos individuales de papel filtro de 5.5 mm de diametro contenidos en una

placa de Petri estéril.

Preparacion del recubrimiento bioprotector de los frutos

Los frutos de banano y papaya recibieron un pretratamiento, fueron sumergidos
en una solucion al 0.075 % del cloro comercial para su desinfeccion. El recubrimiento
bioprotector se preparé a partir del SLC conservado en refrigeracion, esta solucion se
diluy6 en agua estéril. La superficie de los frutos fue pulverizada con las soluciones a
diferentes concentraciones de SLC (4x103, 8x10% y 16x10% UA/mL) manteniendo un
grupo control con frutas pulverizadas en agua estéril. Luego, las frutas se dejaron secar
al aire libre durante una hora, de manera que se seque la superficie. Se almacenaron a
temperatura ambiente (Aproximadamente 23°C) dentro del laboratorio, conservando las

frutas a diferentes periodos se observo su apariencia hasta determinar su deterioro.



Figura 4.

Divisiones en la placa petri para ensayo de actividad antagonista.

Disefo experimental para evaluar la SLC

Factores del experimento

Tabla 17.

frente a la microbiota de los frutos

Factores y Niveles a estudiar en la evaluacion de las bacterias acido lacticas con

capacidad probibtica para la conservacion de: banano (M. paradisiaca L.) y papaya

hawaiana (Carica papaya L.).

Factores

Niveles

A: Microbiota del Fruto

B: Concentracion de la sustancia
bioprotectora

a0: Banano
al: Papaya hawaiana

b0: 4x103 UA/mL (1/ 4)
b1: 8x103 UA/mL (1/8)
b2: 16x103 UA/mL (1/16)
b3: 32x103 UA/mL (1/32)
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Tratamientos a comparar

Tabla 18.
Tratamientos a comparar en la evaluacién de BAL con capacidad probidtica para la

conservacion de banano (M. paradisiaca L.) y papaya hawaiana (Carica papaya L.).

Tratamiento Factores Descripcion

T1 alb0 Banano + concentraciéon de la sustancia bioprotectora
4x10% UA/mL

T2 alb1 Banano + concentraciéon de la sustancia bioprotectora
8x103% UA/mL

T3 alb2 Banano + concentraciéon de la sustancia bioprotectora
16x103 UA/mL

T4 alb3 Banano + concentracion de la sustancia bioprotectora
32x10% UA/mL

T5 a1b0 Papaya + concentracion de la sustancia bioprotectora
4x10% UA/mL

T6 alb1 Papaya + concentracion de la sustancia bioprotectora
8x10% UA/mL

T7 alb2 Papaya + concentracion de la sustancia bioprotectora

16x10% UA/mL

T8 a1b3 Papaya + concentracion de la sustancia bioprotectora
32x10% UA/mL

Tipo de disefio experimental

En este estudio se aplicd un disefio factorial AxB (2x4), conformando un total de
8 tratamientos con cuatro repeticiones por tratamiento. El modelo estadistico de este

disefio es el siguiente:

yijk =+ i+ Bj + (o) ij + eijk
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Donde:

e = media global

o o= efecto del nivel i-ésimo del factor A

o (= efecto del nivel j-ésimo del factor B

e (ap) ij= efecto de la interaccién doble del factor A por el factor B.
o ¢ijk= error aleatorio

e k= numero de replicaciones del experimento

Repeticiones

El disefio del experimento se conformé de cuatro repeticiones por tratamiento, con un

total de 32 unidades experimentales.

Analisis estadistico

Esquema de analisis estadistico

Tabla 19.
Esquema del analisis de varianza para evaluar BAL con capacidad probidtica en la

conservacion de banano (M. paradisiaca L.) y papaya hawaiana (Carica papaya L.).

Fuente de variacion Grados de libertad
Fruto a-1 1
Concentracion de SLC b-1 3
Fruto x Concentracion de SLC (a-1) (b-1) 3
Réplicas r-1 3
Error experimental 21

Total abr-1 31
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Analisis funcional

A fin de establecer diferencia entre las medias de los tratamientos e identificar
grupos independientes se realizé una comparacion de medias multiple, para lo cual se

utilizé la prueba de significancia LSD de Fisher (p<0.05).

Variable a medir

Diametro de inhibicion de la sustancia bioprotectora

La actividad antagonista de la sustancia producida por las BAL se determind
mediante el método de difusion en disco de Kirby Bauer. Se registré el diametro del halo
inhibitorio formado al evaluar cuatro tratamientos: tres concentraciones de SLC y el

control sin SLC, frente a la flora bacteriana de cada fruta y se realiz6 por triplicado.

Diseno experimental para evaluar la SLC en la conservacion de los frutos

Factor del experimento

El factor de estudio es la evaluacion de diferentes concentraciones de solucién

bioprotectora producida por bacterias acido lacticas en la conservacion de banano y

papaya.
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Tratamientos a evaluar en frutos de banano

Tabla 20.
Tratamientos a comparar en la evaluacion de la sustancia bioprotectora producida por

BAL en la conservacion de banano

Tratamiento Descripciéon
T Concentracion de la sustancia bioprotectora 4x103 UA/mL
T2 Concentracién de la sustancia bioprotectora 8x103 UA/mL
T3 Concentracién de la sustancia bioprotectora 16x10% UA/mL
T4 Control sin sustancia bioprotectora

Tratamientos a evaluar en frutos de papaya

Tabla 21.
Tratamientos a comparar en la evaluacion de la sustancia bioprotectora producida por

BAL en la conservacion de papaya

Tratamiento Descripcion
T Concentracion de la sustancia bioprotectora 4x103 UA/mL
T2 Concentracion de la sustancia bioprotectora 8x103 UA/mL
T3 Concentracién de la sustancia bioprotectora 16x103 UA/mL

T4 Control sin sustancia bioprotectora
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Tipo de disefio experimental

En este estudio se aplicé un disefio completamente al azar (DCA), conformando de 4

tratamientos con tres repeticiones por tratamiento. El disefio sigue el modelo lineal:

yii = g +Ti + €ijk

Donde:

e Yij = Variable respuesta en la décima repeticién del décimo tratamiento
e = Media general
e Ti= Efecto del tratamiento i.

e Eij =Error aleatorio

Repeticiones

El disefio del experimento se conformo de tres repeticiones por tratamiento, con

un total de 12 unidades experimentales.

Analisis estadistico

Esquema de analisis estadistico

Tabla 22.
Esquema del analisis de varianza para evaluar la sustancia bioprotectora producida por

en la conservacion de banano y papaya.

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamiento 3
Error experimental 8

Total 11
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Analisis funcional

A fin de establecer diferencia entre las medias de los tratamientos e identificar
grupos independientes se realizé una comparacion de medias multiple, para lo cual se

utilizé la prueba de significancia LSD de Fisher (p<0.05).

Variables a medir

Determinacion de la pérdida de peso

La pérdida de peso se evalud registrando el peso diario de los frutos de cada
tratamiento durante un periodo de almacenamiento de diez dias. Los datos registrados

fueron utilizados en la siguiente férmula:

eso inicial — peso actual
% pérdida de pese = P [g]. - .p ® x 100
peso inicial (g)

Determinacion de pH

El pH de la pulpa de las frutas fue medido con un potenciémetro digital mettler
toledo que indica directamente el valor de pH de la muestra. Para ello, se pesé 10 g de
pulpa de la fruta y se colocé en 100ml de agua destilada, se agité suavemente, se
inserto el electrodo en la muestra y se dio lectura de la cantidad de ién hidrogeno (NTE

INEN, 389,1985). El equipo se calibré antes de cada medicion.

Determinacion de Sdélidos solubles

Se utilizé un refractémetro digital ATAGO N-1 en la medicion del porcentaje de
Grados Brix (0-32%) de los frutos de papaya y banana. Para la preparacion de la
muestra y la determinacion de sdélidos solubles de banano se siguié la norma (NTE

INEN, 380,1985) que se detalla a continuacion:
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Para el fruto de banano, se tomé 30 g de la pulpa macerada del fruto y se colocé
en agua destilada (100 ml), seguidamente se llevo a ebullicion durante 2 minutos, se
dejo enfriar y luego se procedio a filtrar la mezcla empleando gasas estériles. De la
solucion filtrada se colocd de 2 a 3 gotas en el cristal del refractdmetro y se dio lectura

al porcentaje de masa de sacarosa.

Para la determinacién de sélidos solubles de papaya se recolecto el liquido de la
pulpa macerada del fruto. Luego se afiadieron 2 a 3 gotas del liquido obtenido en el
cristal del refractémetro y se procedio a leer de manera directa el porcentaje de masa
de sacarosa. La determinacién del porcentaje de sélidos solubles se realizé empleando

la siguiente férmula:

sto + ste

Uo 55T =
sto

Donde:

e  %SST= porcentaje de sodlidos solubles totales
o sto= peso de la muestra (g)

e ste= volumen del diluyente (ml)

Determinacion de acidez titulable

Para la determinacién de la acidez titulable de las frutas de banano y papaya se
empled el método potencidmetro de referencia para muestras sélidas de acuerdo a la
(NTE INEN, 381,1985). Para ello, se pes6 25 g de pulpa de la fruta, se diluyé en 50 ml
de agua destilada caliente, se colocé la muestra en bafio maria con agitacién constante
durante 30 minutos, la solucién se dejo enfriar, se aforé con agua destilada a 250 mL y
se filtr6 utilizando gasas estériles. Se tomé 25 mL de la solucién filtrada, se procedié a

afnadir gotas de NaOH 0.1 N y se registré el volumen de NaOH consumido hasta
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alcanzar los siguientes valores de pH: 6; 7 y 8,30. Se determind la acidez titulable
utilizando como referencia el acido malico y acido citrico para banano y papaya,

respectivamente. Los calculos se realizaron empleando la siguiente formula:

Donde:
V2
e A= g de acido por cada producto (100 g)
e V1=cm3 de NaOH 0.1N empleados
e N1=normalidad de NaOH
e M= Peso molar del &cido referencia

e V2= Volumen de la muestra
Determinacion de la vida uatil

La vida util de los frutos se determiné considerando los dias de almacenamiento
hasta que alcanzaron la apariencia visual aceptada para consumo. Se evalud la etapa
de maduracién mediante un registro fotografico de cada tratamiento de los frutos hasta

que la apariencia comercial y/o poscomercial fueron aceptables.
Determinacion de la calidad microbiolégica

La microbiota de los frutos se evalué para cada tratamiento por duplicado,
mediante conteo de UFC/mL utilizando laminas de Petrifilm. Para la preparacion de las
muestras se peso6 10 g de fruta que se colocaron en 90 mL de agua peptonada (0.5%),
se tomo una alicuota de 1ml y se realiz6 diluciones seriadas. Las laminas de petrifilm se
inocularon con un 1ml de la diluciéon 1077, luego se colocaron en incubacion a 38°C

durante 48h para recuento de aerobios y 72h para el recuento de mohos y levaduras.
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CAPITULO IV
Resultados

Caracterizacion de la cuajada y aislamiento de BAL

La tabla 23 detalla los valores de la determinacion analitica realizada en la
cuajada de leche bovina previa a la obtencion de bacterias acido lacticas. A partir de las
muestras de leche cuajada (cuajo enzimatico) se obtuvo el aislamiento de 10 colonias

bacterianas en medio Agar MRS.

Tabla 23.

Caracteristicas de la cuajada de la leche.

Parametro estadistico Ph °Brix [%] Acidez titulable [%]

Media 5,22 + 0,007 6,67 £ 0,294 0,29 + 0,003

Identificacion de los aislados BAL

Caracterizacion morfolégica

Tincién gram. De las colonias cultivadas en medio MRS, se seleccionaron
aquellas que presentaron de 1 a 3 mm de diametro con color blanco cremoso. Luego de
realizar la tincion gram de las colonias aisladas, 9 fueron observadas en el microscopio

optico e identificadas como gram positivas, de morfologia bacilos y cocos (Figura 5).
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Figura 5.

Morfologia de colonias aisladas de BAL en microscopio 6ptico 100x.
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Pruebas bioquimicas

Catalasa. Se determiné que los microorganismos aislados son catalasa
negativa, en su totalidad (100%) no presentaron descomposicion del perdxido de
hidrégeno, siendo ausente la formacion de oxigeno (burbujas).

Caracterizacién probiética de BAL en condiciones gastrointestinales

Tolerancia al pH. Luego de 24 horas de incubacion se obtuvo el crecimiento de
todos los aislados, se observo turbidez en los diferentes medios a distinto pH (2, 3, 4, 5,
6,7y 8).

Tolerancia a las sales. Todas las colonias evaluadas presentaron crecimiento
en los medios de cultivo a diferente concentracion de NaCl (2, 4, 6 y 8%).

Fermentacion de azucares. El crecimiento bacteriano fue satisfactorio en los
aislados evaluados, mostrando su capacidad para fermentar glucosa, sacarosa, fructosa
y lactosa. El crecimiento en estas condiciones y la capacidad de fermentacion de
carbohidratos, inducen a que las bacterias evaluadas presentan un perfil similar a

bacterias del género Lactobacillus spp.
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Figura 6.

Evaluacion probidtica de BAL en condiciones gastrointestinales

Nota: A) Catalasa (-) de colonias bacterianas aisladas. B) Crecimiento bacteriano a
diferente pH. C) Crecimiento bacteriano a diferente concentracion de NaCl. D)
Fermentacién de azucares de las colonias bacterianas aisladas.

Tamizaje de aislados para evaluar la capacidad antimicrobiana

De los 9 aislados de BAL evaluados por el método de mancha sobre el agar se
observo que 5 no exhibieron capacidad antimicrobiana con respecto a la microbiota
aislada de los frutos. Sin embargo, 4 aislados bacterianos presentaron un efecto

inhibitorio sobre la microbiota del banano y 2 de ellos frente a la microbiota de la

papaya.
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Figura 7.

Tamizaje de las BAL con actividad antimicrobiana.

Cinética de crecimiento de BAL

Se seleccionaron 4 aislados de BAL con capacidad antimicrobiana (A1, A5, A8 y
A10), en la figura -se muestra la cinética de crecimiento en UFC/ml con respecto al
tiempo.

Se determind que la fase de mayor crecimiento bacteriano fue desde las 12h
hasta las 24h de incubacion, luego las bacterias detienen la reproduccion y asciende la
cantidad de células muertas (Figura 8). A la hora cero, los aislados bacterianos A1, A5,
A8 y A10 presentaron un crecimiento inicial respectivo a 2,3x10; 3,8x10°; 2,4x10°% y
4,2x10% UFC/ml. El aislado A1 presentd un mayor crecimiento a las 24h con 3,4x10-
UFC/ml; A5 con 2,8x10*UFC/ml a las 18h; A8 con 2,6x10* UFC/ml a las 18h y A10 con

2,8x10* UFC/ml a las 18h; presentando un descenso a partir de las 24 h.
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Figura 8.

Cinética de crecimiento de BAL por recuento de UFC/ml
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En la figura 9 se muestra el crecimiento medido por densidad éptica (D.O.), la
curva presenta un aumento durante la fase exponencial desde la hora 6; siendo el
aislado A8 el que presenta mayor D.O. (1,98) a las 24h, seguido por A10 con 1,589
D.O. alas 24h, A1 con 1,302 D.0O. alas 30 h y A5 con 0,984 D.O. a las 6h,
permaneciendo en periodo estacionario hasta las 24h.

Figura 9.
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Bioensayos de inhibicion de la sustancia bioprotectora producida por BAL

Figura 10.

Diametro de inhibicion de la SLC frente a la microbiota de los frutos.
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Tabla 24.

Anadlisis de varianza de la Inhibicién de BAL frente a la microbiota de los frutos.

Fuente de Sumade Gradosde Cuadrado Razoén-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio
A: Microbiota del 19,531 1 19,531 56,818 0,000000
Fruto
B: Concentracion 16,781 3 5,594 16,273 0,000011
de sustancia
bioprotectora
Efecto AB 3,406 3 1,135 3,303 0,040195
Réplicas 2,031 3 0,677 1,970 0,149438
Error 7,219 21 0,344
Total 48,97 31
Co. Variacioén 8,12
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El analisis de varianza de la tabla 24 muestra diferencia significativa en el Factor
A (Microbiota del fruto), Factor B (Concentracién de la sustancia bioprotectora) e
interaccion AB (Microbiota del fruto*concentracién). En réplicas no se encontro
diferencia significativa.

Prueba de significancia LSD-Fisher del Factor A, Factor B e interaccion A*B

Tabla 25.

Pruebas de significancia LSD-Fisher para el Factor A, Factor B e interaccion A*B.

Inhibicion [mm)] LSD p<0.05
Factor A
Banano 8,00 + 1,304 © 0,43108
Papaya 6,44 £ 0,5122
Factor B
SLC 4x10° UA/mL SLC 8,06 + 1,425¢ 0,60964

SLC 8x10% UA/MI SLC
SLC 16x103 UA/mL SLC

SLC 32x10% UA/mL SLC

7,63 + 1,188bc
7,06 £ 0,729°

6,13 £0,791°

Interaccion A*B

Banano*4x10% UA/mL SLC 9,25 + 0,957¢ 0,86216
Banano*8x10% UA/mL SLC 8,63 £ 0,750¢
Banano*16x10% UA/mL SLC 7,63 +0,479¢

Banano*32x10% UA/mL SLC 6,5 + 1,002

Papaya*4x10% UA/mL SLC 6,88 + 0,250°°

Papaya*8x10% UA/mL SLC 6,63 * 0,250P

Papaya*16x103 UA/mL SLC 6,5 +0,408

Papaya*32x10® UA/mL SLC 5,75+ 0,2892

Nota: Los valores representados (a-c) indican las medias de menor a mayor rango.



72

Figura 11.

Resultados de LSD-Fisher para el Factor A (Microbiota de los frutos).

Inhibicion {mm)

Microbiota del fruto

La figura 11 muestra diferencia significativa para la variable didmetro de
inhibicién resultando mayor para la microbiota de banano con 8 mm (B) y menor para la
microbiota de la papaya con 6,44 mm (A).

Figura 12.

Resultados de LSD-Fisher para el Factor B (Concentracion de sustancia bioprotectora).
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La figura 12 muestra diferencia significativa para la variable diametro de
inhibicion, formandose tres grupos homogéneos, siendo mayor para la concentracion
4x10% UA/ml de la solucion libre de células con 8,06 mm (C) y menor para la
concentracion de 32x103 UA/ml con 6,13 mm (A).

Figura 13.
Resultados de LSD-Fisher para la interaccion A* B.
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Tratamiento

En la figura 13 se muestra el analisis de medias mediante la prueba LSD de
Fisher para interaccién del Factor A*Factor B, del cual se observé diferencia significativa
para la variable diametro de inhibicién y se identificé cuatro grupos homogéneos, siendo
mayor el T1 (Microbiota de banano*Concentracion 4x10® UA/ml de SLC) con 9,25 mm

(D) y menor el T8 (microbiota de papaya*Concentracion 32x10 UA/ml de SLC) con 5,75
mm (A).
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Analisis de varianza

Analisis de varianza para la variable pérdida de banano

Tabla 26.

Anaélisis de varianza de la variable pérdida de peso en banano al dia 10.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio
Tratamiento 12,168 3 4,056 9,008 0,012192
Réplicas 0,815 2 0,408 0,905 0,453326
Error 2,702 6 0,450
Total 15,69 11
Coeficiente de 4,68
variacion

En el analisis de varianza de la tabla 26, se observé diferencia significativa en el % de
pérdida de peso de banano al evaluar las diferentes concentraciones de SIC. Mientras
que réplicas no presenta diferencia significativa.

Analisis de varianza para la variable pérdida de peso de papaya

Tabla 27.

Anélisis de varianza de la variable pérdida de peso en papaya al dia 10.

Fuente de Sumade Gradosde Cuadrado Razén-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio
Tratamiento 12,7241 3 42414 7,041 0,021623
Reéplicas 0,2063 2 0,1032 0,171 0,846595
Error 3,6145 6 0,6024
Total 16,54 11
Coeficiente de 9,31

variacion
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La tabla 27 del andlisis de varianza muestra diferencia significativa en el % de pérdida

de peso de papaya al evaluar los tratamientos. Mientras que réplicas no presenta

diferencia significativa.

Analisis de varianza para las variables fisicoquimicas de banano

Tabla 28.

Analisis de varianza de la variable pH en banano al dia 0.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio
Tratamiento 0,0023 3 0,0008 5 0,043558
Réplicas 0,0004 2 0,0001 1 0,530504
Error 0,0009 6 0,0002
Total 0,0036 11
Coeficiente de 14,04
variacion

En el analisis de varianza de la tabla 28, se observé diferencia significativa en el

pH de banano a los 0 dias al aplicar 4 tratamientos. En réplicas no se observo diferencia

significativa.

Tabla 29.

Analisis de varianza de la variable pH en banano al dia 5.

Fuente de Sumade Gradosde Cuadrado Razén-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio
Tratamiento 0,0333 3 0,0111 47 0,000146
Réplicas 0,0003 2 0,0002 1 0,545955
Error 0,0336 6 0,0002
Total 0,03 11
Coeficiente de 0,29

variacion
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El analisis de varianza de la tabla 29, se observé diferencia significativa en el pH
de banano a los 5 dias al aplicar 4 tratamientos, se considera que al menos uno de los
tratamientos presenta resultados de pH diferentes. En réplicas no se evidencié

diferencia significativa.

Tabla 30.

Anélisis de varianza de la variable pH en banano al dia 10.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio
Tratamiento 0,0252 3 0,0084 19,8 0,001633
Réplicas 0,0004 2 0,0002 0,5 0,614125
Error 0,0026 6 0,0004
Total 0,04 11
Coeficiente de 0,44
variacion

En el andlisis de varianza de la tabla 30, se observé diferencia significativa en el
pH de banano a los 10 dias al aplicar 4 tratamientos, se considera que al menos uno de
los tratamientos presenta resultados de pH diferentes en este periodo de
almacenamiento de los frutos. En cambio, no se evidencio diferencia significativa en

réplicas.

Tabla 31.

Prueba de Levene para sdlidos solubles en banano al dia 0.

Efecto de Error de F p-Valor
Cuadrados cuadrados
medios medios

Brix 0,005926 0,001111 5,333333 0,026000
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Analisis de varianza de la variable sélidos solubles en banano al dia 0

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio
Tratamiento 0,0000 3 0,000 0,0000 1,000000
Réplicas 0,03227 2 0,01613 0,2000 0,823975
Error 0,48400 6 0,08067
Total 0,51627 11
Coeficiente de 0,27
variacion

En la tabla 31 se muestra la Prueba de homogeneidad de Levene, considerando

el nivel de significancia p<0.05, se encontrd que las varianzas son distintas en la

variable soélidos solubles de banano a los 0 dias de almacenamiento.

El analisis de varianza de la tabla 32 no se observé diferencia significativa en los

sélidos solubles de banano a los 0 dias al aplicar 4 tratamientos ni en réplicas.

Tabla 33.

Analisis de varianza de la variable sélidos solubles en banano al dia 5

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razén-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio
Tratamiento 67,339 3 22,446 252,21 0,000001
Réplicas 0,223 2 0,111 1,25 0,351083
Error 0,534 6 0,089
Total 68,096 11
Coeficiente de 1,83
variacion

En el andlisis de varianza de la tabla 33 se observo diferencia significativa en

soélidos solubles de banano a los 5 dias al aplicar 4 tratamientos, se considera que al
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menos uno de los tratamientos presenta resultados en % Brix diferentes. En réplicas no
se evidencio diferencia significativa.

Tabla 34.

Analisis de varianza de la variable sélidos solubles en banano al dia 10.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio
Tratamiento 12,187 3 4,062 45,46 0,000161
Réplicas 0,095 2 0,047 0,53 0,614136
Error 0,536 6 0,089
Total 12,82 11
Coeficiente de 1,33
variacion

En el andlisis de varianza de la tabla 34 se observo diferencia significativa en
solidos solubles de banano a los 10 dias al aplicar 4 tratamientos, se considera que al
menos uno de los tratamientos presenta resultados de % Brix diferentes en este periodo
de almacenamiento de los frutos. En cambio, no se evidencié diferencia significativa en

réplicas.

Tabla 35.

Analisis de varianza de la variable acidez titulable en banano al dia 0.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razén-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio

Tratamiento 0,000007 3 0,000002 0,25 0,860150
Reéplicas 0,000020 2 0,000010 1,10 0,390735
Error 0,000054 6 0,000009

Total 0,000081 11

Coeficiente de 2,55
variacion
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En el analisis de varianza de la tabla 35, considerando el nivel de significancia
p<0.05, no se observo diferencia significativa en la acidez titulable de banano a los 0
dias, al aplicar distintas concentraciones de SLC como tratamientos. Con respecto a las

réplicas, de igual forma, no presentd diferencia significativa.

Tabla 36.

Anadlisis de varianza de la variable acidez titulable en banano al dia 5.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio
Tratamiento 0,000397 3 0,000132 34,7 0,000345
Réplicas 0,000025 2 0,000012 3,3 0,109903
Error 0,000023 6 0,000004
Total 0,00044 11
Coeficiente de 0,80
variacion

En el analisis de varianza de la tabla 36 se observo¢ diferencia significativa en
acidez titulable de banano a los 5 dias al aplicar 4 tratamientos, se considera que al
menos uno de los tratamientos presenta resultados de acidez titulable diferentes. En

réplicas no se evidenci6 diferencia significativa.
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Analisis de varianza de la variable acidez titulable en banano al dia 10.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio
Tratamiento 0,000847 3 0,000282 46,6 0,000150
Réplicas 0,000009 2 0,000005 0,8 0,506359
Error 0,000036 6 0,000006
Total 0,00089 11
Coeficiente de 0,65
variacion

En el andlisis de varianza de la tabla 37, se observé diferencia significativa en

acidez titulable de banano a los 10 dias al aplicar 4 tratamientos, se considera que al

menos uno de los tratamientos presenta resultados de acidez titulable diferentes en este

periodo de almacenamiento de los frutos. En réplicas no se observo diferencia

significativa.

Analisis de varianza para las variables fisicoquimicas de papaya

Tabla 38.

Prueba de Levene para pH en al dia 0.

Efecto de Error de F p-Valor
Cuadrados cuadrados
medios medios

pH 0,000059 0,000011 5,333333 0,026000
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Tabla 39.

Anélisis de varianza de la variable pH en papaya al dia 0.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio

Tratamiento 0,0014 3 0,0005 4 0,058769
Réplicas 0,0002 2 0,0001 1 0,536377
Error 0,0007 6 0,0001
Total 0,022 11
Coeficiente de 0,27
variacion

En la tabla 38 se muestra la Prueba de homogeneidad de Levene, considerando
el nivel de significancia p<0.05, se encontré que las varianzas son distintas en la
variable pH de papaya a los 0 dias de almacenamiento.

En el andlisis de varianza de la tabla 39, no se observé diferencia significativa en el pH

de papaya a los 0 dias al aplicar 4 tratamientos, ni en réplicas.

Tabla 40.

Anaélisis de varianza de la variable pH en papaya al dia 5.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razén-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio
Tratamiento 0,2242 3 0,0747 79,8 0,000032
Réplicas 0,0011 2 0,0006 0,6 0,580424
Error 0,0056 6 0,0009
Total 0,23 11
Coeficiente de 0,56
variacion

En el analisis de varianza de la tabla 40, se observé diferencia significativa en el

pH de papaya a los 5 dias al aplicar 4 tratamientos, se considera que al menos uno de
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los tratamientos presenta resultados de pH diferentes. En réplicas no se evidencio

diferencia significativa.

Tabla 41.

Analisis de varianza de la variable pH en papaya al dia 10.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio
Tratamiento 0,1432 3 0,0477 521 0,000000
Réplicas 0,0015 2 0,0008 8 0,018848
Error 0,0006 6 0,0001
Total 0,15 11
Coeficiente 0,56
de variacion

En el andlisis de varianza de la tabla 41, se observoé diferencia significativa en el
pH de papaya a los 10 dias al aplicar 4 tratamientos, se considera que al menos uno de
los tratamientos presenta resultados de pH diferentes en este periodo de

almacenamiento de los frutos. No se evidencié diferencia significativa en réplicas.

Tabla 42.

Prueba de Levene para sélidos solubles en papaya al dia 0.

Efecto de Error de F p-Valor
Cuadrados cuadrados
medios medios

Brix 0,005926 0,001111 5,333333 0,026000
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Anélisis de varianza de la variable solidos solubles en papaya al dia 0.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razoéon- Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio F
Tratamiento 0,0067 3 0,0022 0,25 0,858711
Réplicas 0,0267 2 0,0133 1,50 0,296296
Error 0,0533 6 0,0089
Total 0,09 11
Coeficiente de 1,63
variacion

En la tabla 42 se muestra la Prueba de homogeneidad de Levene, considerando

el nivel de significancia p<0.05, se encontrd que las varianzas son distintas en la

variable sélidos solubles de papaya a los 0 dias de almacenamiento.

El analisis de varianza de la tabla 43, no se observé diferencia significativa en

los solidos solubles de banano a los 0 dias al aplicar 4 tratamientos ni en réplicas.

Tabla 44.

Anaélisis de varianza de la variable sélidos solubles en papaya al dia 5.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razén-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio
Tratamiento 1,8158 3 0,6053 18,95 0,001834
Réplicas 0,0950 2 0,0475 1,49 0,298888
Error 0,1917 6 0,0319
Total 2,10 11
Coeficiente de 2,39
variacion

En el analisis de varianza de la tabla 44, se observé diferencia significativa en

los sélidos solubles de papaya a los 5 dias al aplicar 4 tratamientos, se considera que al
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menos uno de los tratamientos presenta resultados de % °Brix diferentes. En réplicas no
se evidencio diferencia significativa.

Tabla 45.

Andlisis de varianza de la variable sélidos solubles en papaya al dia 10.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio
Tratamiento 6,109 3 2,036 103,25 0,000015
Réplicas 0,002 2 0,001 0,04 0,958909
Error 0,118 6 0,020
Total 6,23 11
Coeficiente de 1,50
variacion

En el andlisis de varianza de la tabla 45, se observo diferencia significativa en
sélidos solubles de papaya a los 10 dias al aplicar 4 tratamientos, se considera que al
menos uno de los tratamientos presenta resultados de %° Brix diferentes en este
periodo de almacenamiento de los frutos. En cambio, no se encontré diferencia

significativa en réplicas.

Tabla 46.

Andlisis de varianza de la variable acidez titulable en papaya al dia O.

Fuente de Sumade Gradosde Cuadrado Razén-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio
Tratamiento 0,000040 3 0,000013 27,05 0,000695
Reéplicas 0,000000 2 0,000000 0,04 0,965177
Error 0,000003 6 0,000000
Total 0,000043 11

Coeficiente de 1,18
variacion
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La tabla 46 muestra el analisis de varianza de la variable acidez titulable----, se
observo diferencia significativa en acidez titulable de papaya a los 0 dias al aplicar 4

tratamientos. En réplicas no se observo diferencia significativa.

Tabla 47.

Andlisis de varianza de la variable acidez titulable en papaya al dia 5.

Fuente de Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio
Tratamiento 0,000730 3 0,000243 122,75 0,000009
Réplicas 0,000005 2 0,000002 1,21 0,361386
Error 0,000012 6 0,000002
Total 0,000012 11
Coeficiente de 2,96
variacion

En la tabla 47, se observo diferencia significativa en acidez titulable de papaya a
los 5 dias de tratamientos, se considera que al menos uno de los tratamientos presenta

resultados de acidez titulable diferentes. En réplicas no se evidencié diferencia.

Tabla 48.

Andlisis de varianza de la variable acidez titulable en papaya al dia 10.

Fuente de Sumade Gradosde Cuadrado Razén-F Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio
Tratamiento 0,000477 3 0,000159 12,266 0,005701
Reéplicas 0,000009 2 0,000005 0,348 0,719218
Error 0,000078 6 0,000013
Total 0,00056 11
Coeficiente de 8,78

variacion
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En el analisis de varianza de la tabla 48, se observé diferencia significativa en
acidez titulable de papaya a los 10 dias al aplicar 4 tratamientos, se considera que al
menos uno de los tratamientos presenta resultados de acidez titulable diferentes en este
periodo de almacenamiento de los frutos. En cambio, no se evidencié diferencia
significativa en réplicas.

Analisis de varianza para la variable vida util de banano

Tabla 49.

Anadlisis de varianza de la variable vida util de banano.

Fuente de Suma de Grados de  Cuadrado Razén- Valor-P
Variacion cuadrados libertad medio F
Tratamiento 18,917 3 6,306 13,353  0,004593
Reéplicas 0,500 2 0,250 0,529 0,614125
Error 2,833 6 0,472
Total 22,25 11

Coeficiente de 5,39
variacion

En base al analisis de varianza de la tabla 49, se encontré diferencia significativa
en los tratamientos al evaluar la variable vida util de banano durante el periodo de
almacenamiento de los frutos, se considera que al menos uno de los tratamientos difiere
en los resultados de vida util de los frutos. Mientras, que en réplicas no se evidencio

diferencia significativa.



Analisis de varianza para la variable vida util de papaya

Tabla 50.

Andlisis de varianza de la variable vida util de papaya.
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Fuente de Suma de Grados Cuadrado Razoén-
. e de . Valor-P
Variacion cuadrados . medio F
libertad
Tratamiento 27,667 3 9,222 14,435 0,003758
Réplicas 0,167 2 0,083 0,130 0,880136
Error 3,833 6 0,639
Total 31,67 11
Coefic_ier)tle de 7.38
variacion

En base al analisis de varianza de la tabla 50, se encontro diferencia significativa

en los tratamientos al evaluar la variable vida util de papaya durante el periodo de

almacenamiento de los frutos, se considera que al menos uno de los tratamientos difiere

en los resultados de vida util de papaya. Mientras, que en réplicas no se evidencio

diferencia significativa.

Pruebas de significancia LSD-Fisher

Prueba LSD-Fisher para Ila pérdida de peso de banano

Tabla 51.

Prueba de significancia LSD-Fisher para la pérdida de peso de banano.

LSD
T T2 T3 T4 (p<0.05)
oupp 12,87 + 14,35+ 14,47+ 15,71+ 1.34066

1,0912 0,347° 0,321bc 0,577¢
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Nota: Cada valor corresponde a la media del % de pérdida de peso de tres frutos (n=3).
Los valores (a-c) indican las medias de menor a mayor rango. T1: SLC (4x102 UA/mL);
T2: SLC (8x10% UA/mL); T3: SLC (16x103UA/mL); T4: control (sin SLC).

Figura 14.

Resultados de LSD-Fisher para la pérdida de peso de banano a los 10 dias del

almacenamiento
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Figura 15.

Pérdida de peso durante el periodo de almacenamiento de banano.
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Durante el transcurso del almacenamiento, se observo que la pérdida de peso

fue menor a medida que la concentracion de SLC fue mayor. En la figura 14 se encontrd



89

diferencia significativa para la variable pérdida de peso de la fruta de banano, las frutas
tratadas con SLC mostraron una disminucion en el valor de pérdida de peso a
comparacion con las frutas control T4 (Grupo C). A los 10 dias de almacenamiento, la
fruta tratada con T1: 4x103 UA/mL de SLC (Grupo A) presentd una menor pérdida de
peso (12,87%) con respecto al control, que mostré un 15,71%.

Prueba LSD-Fisher para la pérdida de papaya

Tabla 52.

Prueba de significancia LSD-Fisher para la pérdida de peso de papaya.

LSD
T1 T2 T3 T4 (p<0.05)
6,91+ 7,93+ 8,83 + 968 +
o ) , , 1
PP 0,8682 0,894ab 0,005b¢ 0,597¢ 1,55067

Nota: Cada valor corresponde a la media del % de pérdida de peso de tres frutos (n=3).
Los valores (a-c) indican las medias de menor a mayor rango. T1: SLC (4x102 UA/mL);
T2: SLC (8x10% UA/mL); T3: SLC (16x103UA/mL); T4: control (sin SLC).

Figura 16.

Resultados de LSD-Fisher para la pérdida de peso de papaya a los 10 dias del

almacenamiento
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Figura 17.

Pérdida de peso durante el periodo de almacenamiento de papaya.
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La figura 16 muestra diferencia significativa para la variable pérdida de peso de
la fruta de papaya, se encontré que los tratamientos de frutas de papaya con SLC
mostraron una disminucion en el valor de pérdida de peso en comparacion con la fruta
control T4 (Grupo C). A los 10 dias de almacenamiento, la fruta del tratamiento T1:
4x10% UA/mL de SLC (Grupo A) presenté una menor pérdida de peso (6,91) con

respecto al control, que mostré un 9,68%.
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Prueba LSD-Fisher para las variables fisicoquimicas de banano

Tabla 53.
Prueba de significancia LSD-Fisher para pH, sélidos solubles y acidez titulable durante

el almacenamiento de banano.

Dias T1 T2 T3 T4 (ptggs)
pH

0 g,’c7)13212 8,’5 o 05,’0716; b 50”70203 0,02469

> 0006 o eson o oot 0,03070

10 0010° 0012 0052 P 0,04119
Solidos solubles

0 0250+ >oe00 5 e0n Soeos 0,56744

5 Oasos  oser 000 osooe 059602

10 4 ,’ng %?422? %?z’%éf %‘,12’15%? 0,59725
Acidez titulable

0 G002 005 000 Soo 000618

5 hoos  oo0r oot oo 000404

0 S%e e Ghow  Goos 000

Nota: Las medias con letras iguales en las filas no son significativamente diferentes (LSD
de Fisher, p>0.05). La media corresponde a tres repeticiones (n=3). Los valores
representados (a-d) indican las medias de menor a mayor rango. T1: SLC (4x103 UA/mL);

T2: SLC (8%103 UA/mL); T3: SLC (16x103UA/mL); T4: control (sin SLC).
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Figura 18.

Resultados de LSD-Fisher para pH de banano a los 0, 5 y 10 dias del almacenamiento
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Figura 19.

Variacién de pH durante el almacenamiento de banano
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La tabla 53 muestra las diferencias entre las medias y la formacion de los grupos
independiente 0 homogéneos segun el nivel de significancia p<0.05 de la prueba LSD-
Fisher en el analisis de pH, solidos solubles y acidez titulable durante el

almacenamiento de banano.
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En la figura 18 se encontré diferencia significativa para la variable pHalos 0, 5y
10 dias del almacenamiento de banano; observandose en el dia 0 la formacion de dos
grupos independientes, el valor mas alto (5,76) fue para T3 que pertenece al grupo B y
los tratamientos T1, T2 y T4 que pertenecen al grupo A, presentaron un valor mas bajo
(5,73, 5,73 Y 572). En el dia 5, se identificaron tres grupos homogéneos, el valor mas
alto (5,34) fue para T1 del grupo C y el valor mas bajo (5,2) corresponde al T1 del grupo
A. En el dia 10 se identificd dos grupos independientes, el mayor valor de pH (64,77) se
identifico en T1y T2 que pertenecen al grupo B y el menor valor (4,68) fue para T3y T4
que pertenecen al grupo A.
Figura 20.
Resultados de LSD-Fisher para sélidos solubles de banano a los 0, 5y 10 dias de

almacenamiento
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Figura 21.

Variacion de sdélidos solubles durante el almacenamiento de banano

Solidos solubles [%]

| | | - T1

= T2
0 5 10 —— T3
Tiempo [Dia] —— T4

La figura 20 muestra la existencia de diferencia significativa para la variable
sélidos solubles de banano en los dias 5 y 10, mientras que en el dia 0 no se encontrd
diferencia significativa, se identificd que los tratamientos pertenecen a un mismo grupo.
En el dia 5, se identifico tres grupos independientes, el T4 que pertenece al grupo C,
mostrd un valor mas alto (18,78%) y T1 del grupo A presento el valor mas bajo
(12,42%). A los 10 dias, se formd dos grupos independientes; el T4 del grupo B,
presento el valor mas alto (24,12%), mientras que T1, T2 y T3 que pertenecen al grupo

A presentaron valores mas bajos (21,67; 21,67 y 22,24 %).



Figura 22.

Resultados de LSD-Fisher para acidez titulable de banano a los 0, 5y 10 dias
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Figura 23.

Variacion de acidez titulable durante el almacenamiento de banano
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titulable a los 5 y 10 dias del almacenamiento de banano, mientras que en el dia 0 no se

encontro diferencia. En el dia 5 se formaron dos grupos independientes, los

tratamientos T2, T3 y T4 que pertenecen al grupo B, presentaron valores mas altos

(0,244, 0,245 y 0,248) y el valor mas bajo (0,233) present6 el T1 que pertenece al grupo

A. En el dia 10 se identificé la formacion de dos grupos independientes, el valor mas

alto (0,384) fue para T3 y T4 que pertenecen al grupo B y los valores mas bajos (0,367

y 0,368) fueron para T1y T2 del grupo A.



Prueba LSD-Fisher para las variables fisicoquimicas de papaya

Tabla 54.

96

Prueba de significancia LSD-Fisher para pH, sélidos solubles y acidez titulable durante

el almacenamiento de papaya.

Dias T1 T2 T3 T4 (ptg.?)s)
pH

0 g,’c?gﬁfb 8;8?713 o?b%éa o?b%éa 0,02079

S 0015 o 5 o0 orot0c 0,06113

19 85317512 3,’3?5 ()5,’(?13;1 8:8;;‘2 0,01913
Sdlidos solubles

0 o050 o086t 0173 > oaee 0,18836

5 8,’?23*‘; 5;356*-; 07, 3 o 07’ o = 0,35708

10 o o1 o115 01008 0,28058
Acidez titulable

0 Tt Soos oo o 000163

> Od%%%f %%‘B‘Zf 06?5‘55 %%%82;" 0,00312

10 %%%74;—* %%%54 + %,’%g%f 0,030:0.00 00745

Nota: Las medias con letras iguales en las filas no son significativamente diferentes (LSD

de Fisher, p>0.05). La media corresponde a tres repeticiones (n=3). Los valores

representados (a-d) indican las medias de menor a mayor rango. T1: SLC (4x10% UA/mL);

T2: SLC (8%10% UA/mL); T3: SLC (16x103UA/mL); T4: control (sin SLC).



Figura 24.
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Resultados de LSD-Fisher para pH de papaya a los 0, 5 y 10 dias del almacenamiento
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Figura 25.

Variacion de pH durante el almacenamiento de papaya
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La figura 24 muestra diferencia significativa para la variable pHalos 0, 5y 10
dias del almacenamiento de papaya. En el dia 0 se identificd la formacién de dos
grupos homogéneos, el valor mas alto (3,93) de pH corresponde a T2 del grupo B y el

valor mas bajo (3,9) presenté T3 y T4 que pertenecen al grupo A. En el dia 5 se
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formaron cuatro grupos independientes, el valor mayor (5,68) fue para T3 que pertenece

al grupo D y el valor menor (5,3) fue para T1 que pertenece al grupo A. En el dia 10 se

observo tres grupos independientes, el pH fue mayor (6,11) para T4 del grupo C y

menor (5,83) para T3 que pertenece al grupo A.

Figura 26.

Resultados de LSD-Fisher para sélidos solubles de papaya a los 0, 5 y 10 dias de

almacenamiento
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Figura 27.
Variacion de sdlidos solubles durante el almacenamiento de papaya
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En la figura 26 se encontré diferencia significativa para la variable solidos
solubles a los 5y 10 dias del almacenamiento de papaya, mientras que en el dia 0 no
se encontré diferencia significativa. En el dia 5 se formaron dos grupos independientes,
los tratamientos T3, T2 y T4 que pertenecen al grupo B, presentaron mayor valor (7,53;
7,67 y 7,87), mientras que T1 presenté un menor valor (6,83). En el dia 10 se identificd
cuatro grupos independientes, el valor mas alto (10,4) fue para T4 que pertenecen al

grupo Dy el valor mas bajo (8,43) fue para T1 que pertenece al grupo A.



Figura 28.

Resultados de LSD-Fisher para acidez titulable de papaya a los 0, 5 y 10 dias de

almacenamiento
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Figura 29.

Variacion de acidez titulable durante el almacenamiento de papaya
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En la figura 28 se encontré diferencia significativa para la variable acidez
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titulable a los 0, 5y 10 dias de almacenamiento de papaya. En el dia 0 se identificé dos

grupos independientes, los tratamientos T1y T4 (grupo B) presentaron mayor valor de
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acidez titulable con 0,061 y 0,062%, respectivamente; mientras que T2 y T3 (grupo A)
presentaron un menor valor de acidez con 0,057 y 0,058%. En el dia 5 se distinguieron
tres grupos independientes, el valor mas alto (0,060) fue para T1 que pertenecen al
grupo C y el valor mas bajo (0,038) fue para T4 que pertenece al grupo A. En el dia 10,
se identificd dos grupos independientes, los tratamientos T1, T2 y T3 que pertenecen al
grupo B, presentaron mayor valor de acidez titulable (0,047, 0,045, 0,042), mientras que

T4 que pertenece al grupo A present6é un menor valor (0,030).

Prueba LSD-Fisher para la vida util de banano

Tabla 55.

Prueba de significancia LSD-Fisher para la vida util de banano.

T1 T2 T3 T4 LSD
(p<0.05)
Dias de 14,00 13,33+ 13,00 + 10,67 1,37292
vida util 1,000° 0,577 0,000° 0,5772

Nota: Cada valor corresponde a la media de los dias de vida util de tres frutos (n=3).
Los valores (a-b) indican las medias de menor a mayor rango. T1: SLC (4x10% UA/mL);

T2: SLC (8%10% UA/mL); T3: SLC (16x103UA/mL); T4: control (sin SLC).
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Tabla 56.

Efecto del recubrimiento sobre la vida atil y maduracién del banano.

Dias T1 T2 T3 T4
1
Grado 2 Grado 2 Grado 2
‘gn
|
3
Grado 3 Grado 3 Grado 3 Grado 3
5
Grado 3 Grado 3 Grado 4
7

Grado 4 Grado 5 Grado 6 Grado 7
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10 (a)
Grado 7 Grado 7 Grado 7
10 (b)
D.V.U. 14,00 + 0,577 13,33+ 0,333 13,00 + 0,00 10,67 + 0,333

Nota: Registro fotografico de la maduracién de los tratamientos: T1: SLC (4x103
UA/mL); T2: SLC (8%10% UA/mL); T3: SLC (16x10% UA/mL); T4: Sin SLC; durante diez
dias de conservacion de banano. 10 (a): Registro fotografico externo del fruto; 10 (b)
Registro fotografico interno del fruto. Banano poscomercial aceptable para consumo

(A.C); Dias de vida util (D.V.U.) correspondiente al valor promedio de tres frutos.

El grado 7 de maduracién de banano se considera comercialmente aceptable y
con mayor valor nutritivo para consumo. En la Tabla 56 se observa que los frutos
tratados con SLC 4x10% UA/mL, 8x10% UA/mL y 16x10% UA/mL alcanzaron este grado

de maduracion a los 10 dias, a diferencia del T4: sin SLC que lo alcanzé a los 7 dias.
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Figura 30.

Resultados de LSD-Fisher para la vida util de banano
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La figura 30 muestra diferencia significativa para la variable vida util en el
almacenamiento de banano, identificando dos grupos independientes. Se encontré que
los bananos tratados con la sustancia bioprotectora: T1, T2 y T3 (Grupo B), presentaron
una mayor extension de su vida util, hasta 14; 13,33 y 13 dias, respectivamente;
mientras que el control T4 (Grupo A), presentd una vida util de 10,67 dias.

Prueba LSD-Fisher para la vida util de papaya

Tabla 57.

Prueba de significancia LSD-Fisher para la vida util de papaya.

T1 T2 T3 T4 LSD (p<0.05)
Diasde 12,33 ¢ 11,67+ 11,00 + 8,33 + 1,59693
vida atil 0,577° 0,577° 1,000° 0,5772

Nota: Cada valor corresponde a la media de los dias de vida util de tres frutos (n=3).
Los valores (a-b) indican las medias de menor a mayor rango. T1: SLC (4x10% UA/mL);

T2: SLC (8%103 UA/mL); T3: SLC (16x10%UA/mL); T4: control (sin SLC).
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Tabla 58.

Efecto del recubrimiento sobre la vida util y maduracién de la papaya.

Dias

T1 T2

Grado 3 Grado 3

3
Grado 4 Grado 4 Grado 4

5
Grado 4 Grado 4 Grado 4 Grado 5

7

Grado 5 Grado 5 Grado “

10 (a)

Grado 6 Grado 6 Grado 6 NO AC
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10 (b)

D.V.U

12,33 £ 0,577 11,67+ 0,577 11,00 = 1,000 8,33 £ 0,577

Nota: Registro fotografico y grado de maduracion de los tratamientos: T1: SLC (4x103
UA/mL); T2: SLC (8x10% UA/mL); T3: SLC (16x10% UA/mL); T4: Sin SLC; durante diez
dias de conservacion de papaya. 10 (a): Registro fotografico externo del fruto; 10 (b)
Registro fotografico interno del fruto. Papaya NO aceptable para consumo (NO AC).

Dias de vida util (D.V.U.) corresponde al valor promedio de tres frutos.

Los frutos de papaya con grado 6 tienen caracteristicas similares al grado 5, la
intensidad del color naranja en la superficie es mayor, la pulpa y piel son de gran
suavidad y se considera aun adecuado para el consumo. En la tabla 58 se observé que
el tratamiento T4 alcanzé esta maduracion aproximadamente a los 8 dias de
conservacion a diferencia de las papayas tratadas con SLC 4x10% UA/mL, 8x10% UA/mL

y 16x10% UA/mL que alcanzaron la escala 6 de maduracion a los 10 dias.
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Figura 31.

Resultados de LSD-Fisher para la vida util de papaya
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La figura 31 muestra diferencia significativa para la variable vida util en el
almacenamiento de papaya, identificando dos grupos independientes. Se encontré que
las papayas tratadas con la sustancia bioprotectora: T1, T2 y T3 (Grupo B), presentaron
una extension mayor de su vida util, de hasta 12,33; 11,67 y 11 dias, respectivamente;
mientras el control T4 (Grupo A), presentd menor vida util de 8,33 dias.

Analisis de la calidad microbiolégica de los frutos

Calidad microbiolégica de banano

Tabla 59.

Anélisis de la calidad microbiolégica de banano.

Microorganismo ™ T2 T3 T4
Aerobios (UFC/mL) 1,06x10" 1,14x10" 1,44x10" 2,58x10"
Mohos (UFC/mL) 0 3x108 2x108 7x108

Levaduras

8 11
(UFC/mL) 0 0 4x10 2,04x10
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Como se muestra en la tabla 59 los resultados obtenidos a los dias de

almacenamiento del fruto de banano, indican una mayor carga bacteriana y fungica en

el fruto control (T4). Mientras que los frutos tratados con SLC (T1, T2 y T3) obtuvieron

una carga bacteriana menor.

Calidad microbiolégica de papaya

Tabla 60.

Andlisis de la calidad microbiolégica de papaya.

Microorganismo T T2 T3 T4
Aerobios (UFC/mL) 0 0 2,2x10° 5,8x10"0
Mohos (UFC/mL) 0 2x108 1x108 3x108
Levaduras (UFC/mL) 0 1x108 4x108 4x108

La tabla 60 muestra los resultados obtenidos a los dias de almacenamiento del

fruto de papaya, se observa una mayor carga bacteriana y fungica en el fruto control

(T4) con respecto a los frutos tratados con SLC (T1, T2 y T3). Por otro lado, el T1

mostrd un nulo crecimiento tanto de bacterias como de hongos y levaduras.
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Resultados de analisis de conglomerados en banano y papaya

Figura 32.

Dendrograma para los factores de estudio en banano y papaya
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Nota: Los valores (1, 2, 3, 4) corresponden a los tratamientos aplicados en banano; y
los valores (5, 6, 7, 8) corresponden a los tratamientos en papaya; C1: 4x10% UA/mL de

SLC; C2: 8x10% UA/mL de SLC; C3: 16x103 UA/mL de SLC; C4: Control sin SLC.

En la figura 32 se observa la formacion de conglomerados por el método
jerarquico aglomerativo, al analizar las variables evaluadas (Acidez titulable, pH, sélidos
solubles y pérdida de peso) en frutos de papaya y banano. En la linea de corte en 5, se
identificé la formacion de dos clusters principales G1(2,3,4y 1)y G2 (6, 7, 8 y 5),
observandose una similitud mas lejana entre los tratamientos aplicados en banano con
los tratamientos aplicados en papaya. En una linea de corte menor (linea roja), se

identificé cuatro clusters G1 (2,3y 4), G2 (1), G3(6, 7y 8) y G4 (5),
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Identificandose estrecha similitud en G1 (Banano+8x103UA/mL SLC;
Banano+16x103UA/mL SLC; Banano+sin SLC) y G3 (Papaya+8x103UA/mL SLC;
Papaya +16x103UA/mL SLC; Papaya +sin SLC).

Anadlisis de componentes principales en banano

Tabla 61.

Matriz de correlaciones de componentes principales en banano

Correlacion

Acidez Acidez Acidez  SST SST SST pH pH pH PP
dia10 dia5 dia0 dial0 ga5 Dm0 diaio dia5 dial0  dia10
A0dZ 1 0720 0378 0737 0706 0014 -092 -0738 0263 0,640
Addez 0720 1 0345 0610 0918 0029 -0608 -0901 0148 0822
AoeZ 0378 0345 1 0081 0217 0400 -0410 -0239 0432 0,044
SO 0737 0610 0081 1 0660 0001 -0707 -0665 -0361 0,739
SSL 0706 0918 0217 0660 1  -0010 0709 -0979 0106 0,849
SST 0014 0020 0400 -0001 -0010 1 0,146 0087 0135 0276
g, 092 0608 -0410 0707 0709 0146 1 0741 -0226 -0617
P 0738 0901 0239 0665 -0979 0087 0741 1  -0068 -0,803
Sl 0263 0148 0432 0361 0106 0135 0226 -0068 1  -0075

PP

diajo 0640 0822 0044 0,739 0849 0276 -0,617 -0,803 -0,075 1

Nota: Acronimos: PP (pérdida de peso), SST (sélidos solubles totales).

En la tabla 61 se presenta la existencia de una correlacion positiva de la acidez
a los 10 dias con la acidez a los 5 dias, so6lidos solubles a los 5 y 10 dias (0,720, 0,737
y 0,706) y una leve correlacion con la pérdida de peso (0,640); la variable acidez del dia
5 se correlaciona positivamente con solidos solubles al dia 5y 10 (0,918 y 0,610) ); la
pérdida de peso al dia 10 se correlaciona con la acidez dia 5 y los sdlidos solubles de
los dias 5y 10 (0,822, 0,739 y 0,849). También existié una leve correlacion de la acidez

con solidos solubles dia 0 y pH dia 0 (0,400 y 0,432). Estas correlaciones indican la
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relacién entre azucares, acidez y pérdida de peso ocasionado por los cambios
bioquimico que se producen durante la maduracion del banano.

Figura 33.

Sedimentacion del analisis de componentes principales en banano
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Se avalud un total de 10 variables, en base a las variables con autovalores
mayores a 1, visualizadas en la figura 33; se identificd tres componentes principales que
tienen mayor porcentaje de explicacion de la varianza, las cuales corresponden a las
variables: acidez titulable a los 10 dias (56,339%), acidez titulable a los 5 dias (17,663%)
y acidez titulable al dia 0 (10,762%) mientras que, a partir de la tercera variable del grafico,

se observan autovalores menores a 1 y no se consideran relevantes en el estudio.



Tabla 62.

Matriz de componentes en banano

Componentes
1 2 3

Acidez dia 10 0,886 0,133 -0,142
Acidez dia 5 0,907 0,001 -0,094
Acidez dia 0 0,350 0,767 0,088
SST dia 10 0,795 -0,387 0,228
STT dia5 0,936 -0,100 -0,112
SST dia 0 0,101 0,522 0,816
pH dia 10 -0,865 -0,180 0,018
pH dia 5 -0,935 0,121 0,168
pH dia 0 0,116 0,800 -0,447
PP dia 10 0,866 -0,201 0,285

Figura 34.

Grafico del andlisis de componentes principales en banano
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En la tabla 62 se puede observar las agrupaciones de las variables en tres

componentes. La figura 34 muestra la composicion de las componentes, el primer

112

componente esta conformado por las variables acidez dia 5, acidez dia 10, SST dia 5,

SST dia 10 y pérdida de peso dia 10; todas estas variables convergen en una Unica
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componente puesto que constituyen un grupo diferente de la matriz de correlacion. El

segundo componente se constituye de las variables de acidez dia 0 y pH en dia 0. Con

respecto al componente 3 recoge las variables de sélidos solubles dia 0 y menor

correlacion con pH dia 10 y pH dia 5.

Analisis de componentes principales en papaya

Tabla 63.

Matriz de correlaciones de variables medidas en los frutos de papaya

PP SST SST  SST Acidez Acidez Acidez pH pH

dial0 dial0 dia5 dia0 diat0 dia5 dia0 519 dia5 dia10
godo 1 0880 0647 0247 -0693 0,880 0035 0585 0634 -0448
ool 080 1 0761 0009 -0868 -0922 0267 0778 0616 -0418
oSS 0647 0761 1 0023 0593 -0896 0126 0484 0585 -0,135
oS0 0247 0009 -0023 1 0000 -0029 -0,046 -0074 0203 -0,360
;% AOCSZ 0693 -0868 0593 0000 1 0740 -0507 -0.855 -0335 0,540
§ Adcl,fzz 0,880 -0,922 -0,896 -0,029 0,740 1 0,039 -0,605 -0,657 0,217
Addez 0035 0267 -0126 0,046 0507 0039 1 0699 0276 -0386
S0 0585 0778 0484 -0074 0855 -0605 0699 1 0034 -0,349
P 0634 0616 0585 0203 0335 0657 -0276 0034 1 0347

PH 0448 0418 0,135 -0360 0540 0217 0386 -0349 0347 1

Nota: Acronimos: PP (pérdida de peso), SST (sélidos solubles totales).

En la tabla 63 se observa una correlacion de pérdida de peso dia 10 con sélidos

solubles (0,880) y una leve correlacion con sélidos solubles dia 5, pH dia 5 y pH dia 10

(0,647; 0,585 y 0,634); también, existié correlacion de los solidos solubles al dia 5 con

pH al dia 5 y pH dia 10 (0,585 y 0,484), del mismo modo los sélidos solubles al dia 10

con pH en los dias 5y 10 (0,616 y 0,778). Ademas, una leve correlacién entre la acidez

del dia 10 con el pH del dia 0 (0,540).
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Figura 35.

Sedimentacion del analisis de componentes principales en papaya
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Se avaluo un total de 10 variables, en base a las variables con autovalores
mayores a 1, visualizadas en la figura 35; se identificé tres componentes principales que
tienen mayor porcentaje de explicacion de la varianza, las cuales corresponden a las
variables: pérdida de peso a los 10 dias (53,681%), solidos solubles a los 10 dias
(19,724%) y solidos solubles a los 5 dias (13,810), mientras que el resto de variables
evaluadas forman una caida poco inclinada en el grafico de sedimentacién y presentan

autovalores menores a 1.

Tabla 64.

Matriz de componentes en papaya

Componentes
1 2 3

PP dia 10 0,849 0,213 0,306
SST dia 10 0,880 0,437 0,084
SST dia 5 0,904 0,041 -0,111
SST dia 0 0,004 -0,125 0,857
Acidez dia 10 -0,645 -0,695 - 111
Acidez dia 5 -0,978 -0,155 0,009
Acidez dia0 -0,180 0,935 0,073
pH dia 10 0,467 0,851 -0,070
pH dia 5 0,765 -0,274 0,353

pH dia 0 -0,202 -0,445 -0,727
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Figura 36.

Grafico del andlisis de componentes principales en papaya
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La tabla 64 muestra las agrupaciones de las variables en tres
componentes. La figura 36 muestra la composicion de las componentes, el
primer componente estuvo conformado por las variables pérdida de peso dia 10,
SST dia 5, SST dia10, pH dia 0 y pH dia 5. El segundo componente constituye
las variables acidez dia 0 y pH en el dia 10. El componente 3 estuvo conformada

por solidos solubles dia 0 y menor correlacion con las variables acidez dia 10 y

acidez dia 5.
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CAPITULO V
Discusion

Microbiota de los frutos (Factor A)

Con respecto al diametro de inhibicion de la flora bacteriana de los frutos
(Banano y Papaya) frente a la SLC, Jahan et al. (2018) manifiesta que en banano y
papaya la carga microbiana predominante son las bacterias y hongos hasta 107 ufc/g y
103 ufc/g, respectivamente. En este trabajo, transcurridas 24 h de cultivo la zona de
inhibicién en Banano presentd un valor de 8,00 £ 1,304 mm, mientras que para la
microbiota de la Papaya se obtuvo un menor didmetro de inhibicién de 6,44 + 0,512
mm. Varios trabajos informan de la potencial actividad antimicrobiana de la SLC
producida por BAL contra patégenos contaminantes en frutos, como E. coli,
Pseudomonas spp., Salmonella, Shigella, Klebsiella spp., Enterobacter spp. Dhundale,
2018) (Otdak et al., 2019) (Kim et al., 2020). Lo anterior, demuestra la capacidad de las
BAL con propiedades probidticas para retrasar o inhibir el crecimiento de bacterias
causantes de contaminacion en los alimentos.

Concentracion de la sustancia bioprotectora (Factor B)

La variable diametro de inhibicién con respecto a las cuatro concentraciones
estudiadas de la sustancia bioprotectora obtenidas a partir de BAL, fue mayor para
4x10% UA/mL de SLC con 8.06 mm a diferencia de la concentracion 32x103 UA/mL de
SLC que presenté menor diametro de inhibicién 6,13 mm. Vanegas et al. (2017) reporta
que los SLC presentan variables actividades antimicrobianas, las cuales se encuentran
influenciadas por la microbiota bacteriana de los frutos, informa que a una
concentracion de 64x103 UA/mL de SLC se llega a generar halos de inhibicién frente a
L. monocytogenes, esta capacidad de actividades antimicrobianas es representativa

de L. lactis subsp. lactis. A su vez se identifico que a 32x10° UA/mL de SLC obtenida
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de L. mesenteroides, aislados de alimentos lacteos como queso o leche, presenta esta
actividad inhibitoria frente a L. monocytogenes, sin embargo, frente a S. typhimurium, su
efecto inhibitorio solo se consigue a 2x103 UA/mL de SLC.

Interaccion A*B

En la interaccion Microbiota del fruto*Concentracion de SLC, se encontr6 un
mayor diametro de inhibicién para los tratamientos compuestos por la microbiota de
banano* 4x10% UA/ml de SLC y la Microbiota de banano* 8x102 UA/ml de SLC, siendo
este valor respectivamente de 8.63 y 9.25 mm; a diferencia del tratamiento microbiota
de papaya* 32x10 UA/mI de SLC, donde se evidencia una menor zona de inhibiciéon con
5,75 mm.

Lobo, et al. (2009) describe que la microbiota que deteriora a los frutos minimos
procesados se componen principalmente de bacterias, mohos y levaduras. Entre los
grupos bacterianos del fruto se encuentran Staphylococcus spp. Pseudomonas spp.,
Vibrio spp. y Shigella (Jahan et al., 2018) y E. coli,Salmonella, Klebsiella spp.,
Enterobacter spp. (Rida & Deeba, 2018). Segun Lobo, et al. (2009) la concentracion
microbiana de la piel de estos frutos depende del cultivo en campo y de la condicion
climatolégica. En el estudio de Dhundale et al (2018) evaluaron la actividad
antibacteriana enfrentadas a bacterias patdégenas de frutos encontraron fuertes zonas
inhibitorias causadas por lo metabolitos producidas por Lactobacillus equigenerosi,
Paenibacillus thailandensis, Paenibacillus cineris y Bacilo isabeliae frente a
Pseudomonas, los halos de inhibicién respectivos fueron 15, 13, 10 y 10 mm. Otros
estudios, evaluaron el potencial inhibitorio de dos cepas de bacterias acido lacticas
aisladas de la cuajada, identificando que una de las cepas frente a Staphylococcus
aureus genera una zona inhibitoria de 22 mm (Shaikh & Shah, 2013); mientras que

Mendez (2016), reporta valores de inhibicién menor para L. brevis, L. plantarumy L.
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lactis frente a S. aureus, estos halos corresponden a 9, 9y 7 mm, siendo estos reportes
de Méndez similares a los obtenidos en este estudio.

En este trabajo se evalua la capacidad inhibitoria de la interaccion de distintas
concentraciones SLC frente a la microbiota de dos frutos. De acuerdo a Shruthy et al.
(2011), el efecto probidtico y la actividad inhibitoria contra bacterias diarreicas son
caracteristicas de bacterias acido lacticas aisladas de la cuajada, pertenecientes al
género Lactobacillus spp.; ademas, las BAL y/o sus metabolitos pueden emplearse
como bioconservantes (Linares-Morales et al., 2018).

Sustancia bioprotectora en banano y papaya

Pérdida de peso

La pérdida de peso en los frutos durante el periodo de almacenamiento puede
estar relacionada a los procesos metabdlicos activos del fruto, que generan pérdida de
humedad y sustrato por la respiracion de la fruta (Abbasi et al., 2011). En este trabajo, a
los 10 dias de almacenamiento, los frutos de bananos tratados a concentracion de
4x10°2 presentaron un porcentaje de pérdida de peso menor con 12.87% en
comparacion con los frutos sin tratar con 15.71%. El retardo en la pérdida de peso
posiblemente es resultado de los efectos de sustancia libre de células como
recubrimiento semipermeable que modifica la atmdsfera interna del fruto, reduciendo la
tasa de respiracién, pérdida de agua y pérdida de peso (Ali et al., 2010).

El porcentaje de pérdida de peso en papayas tratadas con SLC fue menor con
un 6.91% en aquellas con concentracion de 4x103 de SLC a diferencia de los frutos
control que presentaron 9,68%. Ali et al. (2014), Narsaiah et al. (2015) indican que las
papayas con recubrimientos comestibles pueden sellar parcialmente los poros de la
cascara del fruto formando una barrera semipermeable y crean una atmosfera

modificada, limitando el intercambio gaseoso en el fruto. Sin embargo, este parametro



119

puede verse afectado por diversos factores externos fuera de la cubierta de SLC
alrededor de los frutos, incluyendo la temperatura y humedad relativa (Sucheta et al.,
2019).

pH

En esta investigacion se observé una disminucion del pH al transcurrir el tiempo
de conservacion de banano, tanto de los frutos evaluados con SLC como de los frutos
sin tratar. Estos resultados, difieren de los presentados por (Neeta & Rao, 2011); donde
evaluaron 9 tipos de recubrimiento, identificando una tendencia de aumento en los
valores de pH durante el almacenamiento del fruto. Sin embargo, se relacionan con los
resultados reportados por otros estudios. Se identificé que la pulpa de los frutos control
(sin SLC), presenta una rapida disminucion de pH, Velasquez & Cardona (2012), en su
estudio mencionan que esta disminucion durante el periodo poscosecha se da en
respuesta al incremento de acidez; en una etapa inicial de madurez verde, el pH debe
ser alto, sin embargo, llega a decaer, debido a la disminucién de acidos organicos y su
conversioén en azucar durante el proceso de maduracion del fruto de banano. Esta
disminucion de pH en el aumento del grado de madurez del fruto es confirmada por
Torres et al. (2013), ya que el almidén es degradado en azucares reductores y
convertido en acido piravico.

Se encontré que, a los 10 dias de almacenamiento, los frutos recubiertos con
mayor concentracién de SLC: T1 (SLC: 4x103 UA/mLy T2 (SLC: 8x10% UA/mL),
presentaron un valor de pH (4.77) mas alto, resultados similares se observaron en
estudios, donde los bananos tratados con 1y 2% de quitosano tuvieron un pH mas alto
(Karimi et al., 2018).

La variacion de pH a partir de 0 a 10 dias de conservacion de papaya, presenté

valores de entre 3.9 a 6.11, mientras que en el estudio de (Miranda et al., 2014),
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evaluaron dos tipos de recubrimientos a base de almiddn de yuca, reportan valores de
pH de entre 5.1 a 5.6 durante 9 dias de almacenamiento. A partir de los 0 a 6 dias de
conservacion del fruto, Castro et al. (2011) reportan valores de entre 4.2 a 5.5. A
diferencia del estudio de Erazo et al (2020), que emplean BAL como agentes de
conservacion de papaya y reportan valores de entre 5.33 a 7.50 de pH durante 14 dias.

Con respecto a las papayas tratadas con SLC se observd que presentan un
menor pH en comparacién con el grupo control sin SLC, siendo el T3 (SLC:16x103
UA/mL), el que presenta el valor mas bajo al transcurrir los 10 dias de conservacion del
fruto. Resultados similares se encontraron en las investigaciones de Erazo Solérzano et
al. (2020) y Salazar (2020). Pinto et al. (2006) manifiesta, que el incremento de pH
observado en los frutos sin tratamiento; puede deberse al pico climatérico que alcanza
el fruto de papaya, intensificando su actividad metabdlica y la produccion de acidos; a
su vez, Erazo Solérzano et al. (2020) menciona que una reduccion metabdlica,
probablemente se deba a la menor difusiéon de O provocada en los frutos.

Segun (Linares-Morales et al., 2018); la aplicacion de acidos organicos como
como recubrimiento en frutos, genera una disminucion de las poblaciones microbianas
en frutos, causando una reduccién del pH de los frutos y vegetales.

Solidos solubles

Los sdlidos solubles en los bananos de control (sin SLC) aumentaron durante el
periodo de almacenamiento, mientras que los frutos tratados con SLC presentaron un
aumento mas lento. El cambio del porcentaje de sdlidos solubles se debe a la hidrolisis
del almidén a azucares, como la sacarosa, glucosa y fructosa a medida que la fruta
madura (Moreno-Alzate et al., 2016). El catabolismo de los azucares puede estar
influenciados por diversos factores, como las condiciones de maduracion,

almacenamiento y manejo poscosecha (Bapat et al., 2010). De acuerdo a Silva et al.
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(2006) los valores bajos de solidos solubles se deben al efecto del recubrimiento, que
retrasa la maduracion del fruto por disminucién de la actividad metabdlica.

Los sdlidos solubles de papaya aumentaron durante los dias de
almacenamiento, el aumento fue mayor en los frutos sin tratamiento con respecto a las
tratadas, como resultado de la conversién de almidén en azucares mas simples. De
acuerdo a Narsaiah et al. (2015) este efecto se produce por la maduracién natural de
los frutos sin recubierta en condiciones de laboratorio (aprox. 24°C). Estos resultados
variaron con respecto a los obtenidos por Salazar (2020), quien en su investigacion con
recubiertas de BAL indica una disminucién del porcentaje de soélidos solubles durante el
almacenamiento. Sin embargo, este parametro coincide con los resultados obtenidos en
otras investigaciones con recubiertas de almidon y propodleo (Barrera et al., 2012)
(Miranda et al., 2014).

Acidez titulable

Los resultados indicaron que todos los tratamientos incluyendo el tratamiento sin
recubrimiento con SLC aumentan la acidez titulable (% acido malico) durante el periodo
de conservacién de banano, esto difiere con lo expuesto por Li et al., (2019), donde la
acidez titulable (acido malico/100 g) de los recubrimientos tratados con
bionanocompuesto, disminuyeron significativamente a los 7 dias de conservacion.
Mientras Karimi (2018) identificé un incremento de acidos organicos durante el
almacenamiento de banano, ademas determiné que los frutos de bananos tratados con
recubrimiento en el ultimo dia de conservacion, presentan tanto valores de acidez como
de sélidos solubles mas bajos; resultados similares a los observados en el presente
estudio, siendo T1 (SLC:4x102UA/mL) y T2 (SLC:8x10% UA/mL) con valores mas bajos
de acidez titulable, 0.367 y 0.368, respectivamente. Velasquez & Cardona (2012)

consideran que el aumento de acidez titulable de la pulpa de banano se da con una
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maduracion progresiva del fruto, debido a que los acidos organicos predominantes,
disminuyen durante este periodo por su conversion en azucar.

Los tratamientos evaluados presentaron una tendencia a disminuir en la variable
acidez titulable (% acido citrico); resultados similares se describen en el estudio de
Torres et al., (2013), quien detalla la tendencia de estos valores como propiedades
fisico quimicas de la papaya hawaiana. Otros autores difieren de esta tendencia,
indicando que los valores de acidez son oscilatorios durante el periodo de maduracién
del fruto. Castricini (2009) informa que un aumento hasta el sexto dia de la aplicacion
del tratamiento puede estar relacionada a la respiracidn en la etapa climatérica de este
fruto y su grado de madurez. En el presente estudio se determind que al finalizar el
periodo de almacenamiento los frutos tratados con SLC presentan un valor de acidez
titulable mayor con respecto a los frutos sin tratamiento, resultados similares se
observaron en las investigaciones de Castricini (2009) y Salazar (2020).

Castricini (2009) menciona que un aumento de la actividad enzimatica y una
reduccién de la firmeza, llegan a generar una degradacién de pared celular, siendo
estos procesos capaces de favorecer aumento de acidez en el periodo final de la
conservacion de papaya, debido a la liberacion de acidos con las reacciones
enzimaticas; un resultado enzimatico detallado por la autora, es la degradacioén de
pectina que forma acido galacturénico. Salazar (2020) detalla resultados similares,
estableciendo que la liberacion de acidos organicos a partir de reacciones enzimaticas
induce a un incremento de acidez.

Vida atil

La vida util de los frutos de banano evaluados con la SLC mostré una extension
del periodo de almacenamiento, reduciendo este efecto a medida que reduce la

concentracion de SLC aplicada a los frutos. Los tratamientos con 4x103, 8x10%y 16x103
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UA/mI de SLC promovieron la extension de la vida util de los frutos de banano en 14.0,
13.33 y 13 dias respectivamente, en contraste con los frutos control (10.67 dias). Este
retraso en la maduracion puede estar relacionado con la reduccién de la tasa de
ablandamiento, el desarrollo de color amarillo de la piel del fruto y la humedad del fruto
(Castellanos et al., 2011) por efecto de la recubierta formada por SLC (Ali et al., 2010).

En los frutos de papaya el periodo de vida util presentd una relacién positiva a
una mayor concentracion, se presenté una extension de hasta 4 dias mas en los frutos
de evaluados con SLC con respecto a los frutos del T4 (sin SLC). El tratamiento T1
incremento la vida util del fruto hasta 12,33 dias. Los resultados obtenidos fueron
menores a los de Salazar (2020), quién en su trabajo indica que las papayas a los 14
dias de conservacion presentaron propiedades organolépticas, como el sabor que
influye en la aceptabilidad por parte del consumidor.

Calidad microbiolégica

Con respecto al crecimiento de aerobios, los bananos tratados con SLC
muestran una reduccidén microbiana en comparacion al grupo que no recibié tratamiento
con SLC. Respecto a los mohos y levaduras, se observa un efecto bioprotector al
recubrir los frutos con 4x10% UA/mL de SLC, presentando una ausencia total de
microorganismos causantes del deterioro del fruto de banano durante el periodo de
almacenamiento, a diferencia de los frutos control, sin tratamiento con SLC que
presentaron mayor carga microbiana para aerobios, mohos y levaduras. Los resultados
presentados en el estudio son similares a los reportados por Rocha, el al (2011), donde
observaron mayor recuento de aerobios en placa y menor recuentos de mohos y
levaduras, al recubrir los bananos Cavendish con carragenina en atmdsfera

controlada durante nueve dias de almacenamiento del fruto. Sugiere una mejor
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capacidad antimicrobiana al aplicar el recubrimiento por inmersién quimica en bananos
recién cortados.

Los frutos de papaya recubiertas con 4x10% UA/mL de SLC, mostraron un efecto
protector no solo en la maduracion sino también en la reduccion de senescencia del
fruto, favoreciendo su inocuidad para su consumo con la ausencia del crecimiento de
microorganismos causantes del deterioro de la papaya durante el periodo de
conservacion. Los frutos evaluados a concentraciones menores de SLC (8x10% UA/mL
de SLC y 16x103 UA/mL) mostraron menor carga microbiana (UFC/mL) en comparacion
a los frutos que no recibieron tratamiento con SLC, que presentaron mayor
concentraciéon de aerobios, mohos y levaduras durante el almacenamiento. La
reduccidon o ausencia de microorganismos causantes del deterioro de frutos
climatéricos, De Simone et al. (2021) menciona que se debe a la capacidad de las
bacterias acido lacticas de sintetizar diversos metabolitos con efectos antimicrobianos, a
su vez sugiere la aplicacion de estas sustancias en la industria alimentaria como un

recurso sustentable contra el crecimiento de mohos en frutos y vegetales.
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CAPITULO VI
Conclusiones y Recomendaciones

Conclusiones

Microbiota de los frutos (Factor A)

Los bioensayos en placa muestran que la actividad antimicrobiana de la SLC
depende del patdégeno, se presenta un mayor efecto de inhibicion del crecimiento de la
microbiota de banano con un diametro inhibitorio de 8,00 mm, en cambio la microbiota
de papaya muestra un menor valor (6,44 mm).

En base a los resultados mostrados en el Factor A, se acepta la hipotesis
alternativa bajo el argumento de que los microorganismos contaminantes de los frutos
influyen en el diametro de inhibicién, y se concluye que el mejor efecto inhibitorio se
obtiene al emplear la SLC en la microbiota procedente de banano.

Concentracién de la sustancia bioprotectora (Factor B)

La concentracion 4x103 UA/ml de SLC gener6 un mayor diametro de inhibicién
con 8.06 mm, mientras que 32x10% UA/ml de SLC produjo una menor zona de inhibicion
con 6,13 mm.

En base a los datos obtenidos, se acepta la hipotesis alternativa para el Factor
B, y se identifica que la concentracion de la sustancia bioprotectora influye en la
inhibicion de la microbiota causante de contaminacién y deterioro de banano y papaya;
concluyendo que la concentracion menos diluida de SLC (4x10® UA/ml), genera una
maxima zona inhibitoria frente a la microbiota de los frutos.

Interaccion A*B

En la interaccion, se concluye que los tratamientos T1 (Microbiota de banano *

4x103 UA/ml de SLC) y T2 (Microbiota de banano * 8x103 UA/ml) presentaron mejores
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efectos inhibitorios con 8.63 mm y 9.25 mm; mientras que el tratamiento T8 (microbiota
de papaya* 32x10% UA/ml de SLC) presenta menor halo inhibitorio con 5,75 mm. Por lo
tanto, se concluye que la SLC en mayor concentracion presenta un mejor efecto
antimicrobiano frente a los microrganismos causantes del deterioro de los frutos de
banano.

Sustancia bioprotectora en banano

Se concluye que la aplicacion de SLC influyo en la conservacion y calidad de los
frutos de banano, la sustancia con mayor concentracion T1 (4x103 UA/mL) genera
mejores caracteristicas fisicoquimicas, microbiolégicas y de peso en los frutos, lo cual
permite que las propiedades fisicoquimicas sean optimas para retrasar la maduracién
de banano, a los 10 dias de almacenamiento se evidencia que los frutos tienen un
mayor pH (4.77), menor cantidad de solidos solubles (21.67 %), menor valor de acidez
titulable (0.367%); con respecto a la calidad microbioldgica se evidencia una baja carga
microbiana (bacterias aerobias) sobre su cobertura y una ausencia total de mohos y
levaduras. Y finalmente, la variable vida util indica que los bananos son aceptables para
el consumo hasta los 14 + 0.577 dias.

Con respecto al analisis de componentes principales se observé que las
variables que mejor explican la varianza total del estudio en banano son: acidez titulable
alos 10 dias, 5 dias y 0 dias. La maduracién del banano durante un periodo de
almacenamiento de 10 dias esta relacionada principalmente con la variacion de la
acidez titulable en los 5 y 10 dias, lo cual reduce la actividad metabdlica del fruto,
evitando su maduracién temprana y retardando su deterioro.

En base a los resultados obtenidos por la aplicacién de SLC en bananos, en las

que se encontré diferencia significativa en todas las variables, se concluye que se



127

acepta la hipétesis alternativa con el argumento de que la aplicacion de SLC sobre los
frutos si influye en la conservacion y calidad del banano.

Sustancia bioprotectora en papaya

Se concluye que la concentracion de 4x103 UA/mL (T1) de SLC influye en la
conservacion de la papaya. Se evidencia que ademas de retardar la maduracion del
fruto, logra extender significativamente su vida util hasta los 12.33 + 0.577 dias, a los 10
dias de conservacion se observa una menor de pérdida de peso (6.91%), una reduccion
del valor de pH (5.87), menor porcentaje de sélidos solubles (8,43%) y una mayor
acidez titulable (0.047%), considerando la calidad microbiolégica se observa una
ausencia total de aerobios, mohos y levaduras.

Con respecto al analisis de componentes principales se evidencié que las
variables: pérdida de peso al dia 10, sélidos solubles tanto al dia 10 como al dia 5,
explican la varianza total del estudio en papaya; ademas durante el periodo de
almacenamiento del fruto, se identificé que la pérdida de peso al dia 10 presenta una
fuerte correlacion con sélidos solubles al dia 10 y una leve correlacién con sélidos
solubles al dia 5y con pH al dia 10 y dia 5.

En base a los resultados obtenidos de las variables evaluadas y los efectos
producidos al aplicar SLC como recubierta en los frutos; se acepta la hipotesis
alternativa y se concluye que la concentracion de la sustancia bioprotectora a diferentes

concentraciones influye en la conservacion y calidad del fruto de papaya.
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Recomendaciones

Se recomienda obtener bacterias acido lacticas productoras de sustancias
antimicrobianas a partir de la cuajada y de medios de cultivos enriquecidos para su

crecimiento. Ademas, realizar una caracterizacion molecular de las bacterias aisladas.

Se recomienda realizar ensayos in vitro de la sustancia bioprotectora producida
por BAL sobre la microbiota de banano para analizar a profundidad su efecto inhibitorio.
Ademas, evaluar dicha actividad antimicrobiana en otros frutos climatéricos de

importancia econdmica.

Se recomienda el uso de la solucién bioprotectora producida por BAL probioticas
en altas concentraciones para lograr inhibir el crecimiento de microorganismos patégenos

de banano y papaya.

Se recomienda aplicar la SLC a la concentracion 4x10% UA/ml para prolongar el
periodo de vida util en bananos y papayas. Posterior a su conservacion realizar un
analisis sensorial para identificar las cualidades organolépticas aceptadas por los

consumidores.
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