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INTRODUCCION

® En el pais, los primeros ejemplares de café aparecen en 1830, en la provincia de

ECUADOR
Mapa politico

»z

Manabi. ﬂ

® Produccién de impacto destacable en los ambitos: ambiental, social, econédmico, Dmmjstenode )
. . . Agricultura, Ganaderia,
institucional y salud humana. Acuacutura y Pesca

® Ecuador posee una gran produccidn cafetera debido a sus diferentes ecosistemas
presentes y su ubicacidn geografica favorable

Bacterias acido lacticas (BAL)

Coffea
canephora

Alargan la vida de productos

Coffea
arabica

Inhiben algunos patégenos

A partir de mucilago de café se

obtiene bacterias acidas _ o
lacticas Propiedades organolépticas @




OBJETIVOS

Objetivo general

Aislar y caracterizar bacterias acido lacticas en dos variedades de café (Mucilago), Coffea arabica y Coffea
canephora, para la bioconservaciéon de col (Brassica oleracea) y lechuga (Lactuca sativa).

Objetivos especificos

~Aislar bacterias acido lacticas presentes en la fermentacion dos variedades de café
(Mucilago), Coffea arabica y Coffea canephora.

p*s Evaluar el efecto de la aplicacion de las bacterias acido lacticas para la bioconservacion de
col (Brassica oleracea) y lechuga (Lactuca sativa).

Determinar mediante analisis fisicoquimicos y microbioldgicos la influencia del bioconservante
en las caracteristicas de la col (Brassica oleracea) y lechuga (Lactuca sativa).




Hipotesis

Factor A (Hortalizas)

* Ho: La especie de hortaliza no influye en la bioconservacién de
bacterias acido lacticas.

e Ha: La especie de tilapia influye en la bioconservacion con
bacterias acido lacticas.

e Ho: La aplicacion de distintas concentraciones de solucion
bacteriana no incluye en la bioconservacion de hortalizas. A

e Ha: La aplicacion de distintas concentraciones de solucidn
bacteriana incluyen en la bioconservacion de hortalizas




Metodologia

Ubicacion Politica

Pais: Ecuador

Provincia: Santo Domingo de los Tsachilas
Canton: Santo Domingo

Parroquia: Luz de América

Sector: Via Quevedo, Km 24

Ubicacién Ecoldgica
Zona de vida: Bosgue humedo tropical
Altitud: 224 msnm
Temperatura media: 24.6 2C
Precipitacion: 2860 mm/afio
Humedad relativa: 85%
Heliofania: 680 horas luz/afio
Suelos: Francos Arenoso
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Diseno Experimental

Factores y niveles del experimento

N° Interacciones Unidades experimentales Feloiiolss Simbologia Niveles
: a Lechuga
Hortalizas (A) 0 g
a, Col
T1 aghy O. mossambicus con 10% + BAL
. ., b 1%
Concentracion de solucion bo 20/2
T2 agh; O. mossambicus con 15% + BAL bacteriana (B) 1
T3 agb, O. mossambicus con 20% + BAL
T4 a;b, O. niloticus con 10% + BAL
T5 a;b; O. niloticus con 15% + BAL

T6 a;b, O. niloticus con 20% + BAL




Metodologia

Obtencién de materia prima Extraccion del mucilago de café
Sy
EL PLACER DE UNBHEBICN CAL 4 M o
Arabigo _
3 ’/_'

Fermentacion del mucilago (72h)

café F&puto @




Metodologia

Siembra y Aislamiento de las bacterias acido lacticas

Diluciones seriadas (10-6 ) (agua peptona) Siembra de las muestras
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Tincion Gram

Metodologia

Identificacidon microbiana

Prueba de catalasa
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« Secuenciacion

Analisis filogenético
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Solucidn bacteriana

Metodologia

Bioconservacion de las hortalizas

Preparacion de |la muestra




Metodologia

Variables a medir

Sdélidos solubles

pH (°Brix) Acidez titulable

(%)

Brix% : 0-32

Conteo bacteriano

Pérdida de peso (UFC/mL)

Peso incial — Peso final . .
+ 100 UFC_Numero de colonias * Inverso del factor de dilusién

Perdida de peso(%) = Peso final Recuento (—)

Velumen inoculado




Parametro analizado

pH

Acidez titulable

Solidos solubles

Bacterias

Hongos y levaduras

Disminucion de pH 'y

aumento de acidez

Reduccion de SS

Resultados y discusion

Caracterizacion fisicoquimica del mucilago de palmito sin fermentar y fermentado

Unidad Sin fermentar Fermentado
Arabica Robusta Arabica Robusta
54 5,2 3,75 4,01
% 0,88 0,55 1,90 1,83
°Bx 14 12 6 7
UFC/mL - - 6,1x1075 5,8x10"5
UFC/mL - - 7,8x1075 1,2x10"5

Avallone et al., (2006)

Puerta-Quintero & Rios-
Arias (2011)

B Minimo
B Promedio

B Maximo

0,593

| o milll

0,12

0,17

0,12

Cenizas

Proteinas

Lipidos

Carbohidratos

Acidos
{Lictico)

Alcohol
{Etamol)

Los polisacaridos presentes en el mucilago del café son descompuestos por la acidez del medio
Yy no por enzimas, esto se puede deber a la produccién de acido lactico, acido acético, etanol y

otros compuestos

Los carbohidratos se encuentran en el mucilago de café en porcentajes entre el 7,50% a 9,82%

del peso fresco del mucilago.




Res 4

itados vy discusion

Identificacion de las bacterias acido lacticas

Pruebas microbioldgicas

|:> Gram positivo
|:> Bacilos
|:> Catalasa negativa

Arbol filogenético de secuencias 16S ARNr de

las BAL
o1 ——— AY253657 .1 Lactobacillus kalixensis
e — AY253660.1 Lactobacillus ultunensis
e JX099551 .1 Lactobacillus melliventris
4 M99704.1 Lactobacillus acidophilus
KM495932 1 Lactobacillus brevis
23 93 ————— KP296674.1 Lactobacillus plantarum

28

—  BAL MUCILAGO DE CAF

KM485587 .1 Lactococcus lactis

K.J558389.1 Lactobacillus casei

W00330.1 E. coh

Variedad robusta

Variedad arabica

Al analizar los resultados de la secuenciacion, realizar un
BLAST y armar un arbol filogenético se pudo determinar
gue la bacteria acido lactica presente en el mucilago de

[}

café fue Lactobacillus plantarum. @
\_4



Restu

FACTOR A (Hortaliza)

72

7.0t T

6.8

66 | T —

6.4

S

60 |

2.8

: : H DIAO
Lechuga Cal CDIAS

Hortaliza H DIA10

El aumento del pH en la lechuga en los dias 0, 5
y 10, es posible por el consumo de los acidos en
el proceso respiratorio de la hortaliza (Galvis
Vanegas et al., 2010).

0,08

0,07

0,06

Acidez Titulable (%)

0,01

0,00

-0,01

iitados y discusion

0,05

0,04

0,03

0,02

—1
1

Lechuga
Hortaliza

Col

H DIAO
= DIAS
= DIA 10

Tumbarski et al, (2019), menciona que los acidos pueden
ser consumidos en el proceso respiratorio vegetal, por

ende, pueden bajar esta variable con el tiempo

N
\";l
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Restu

FACTOR A (Hortaliza)

Sosa et al., (2022) mencionan que el comportamiento mencionado se debe
a que las bacterias acidos lacticas utilizan los hidratos de carbono que se
presentan en el tejido de las hortalizas y lo transforma en compuestos

T organicos, disminuyendo los sélidos solubles

s s H DIA O
Lechuga Col O DIAS

Hortaliza H DIA10D

Rodriguez et al., (2018) describe que las lechugas tratadas con acido
lactico pueden afectar a sus tejidos, por lo que, puede gque exista un
relacion entre la produccién de acido lactico por parte de las BALy
exista un deterioro de los tejidos, disminuyendo asi su porcentaje de
peso

Perdida de peso (%)

14

12 +

10

iitados y discusion

—=

=

H-

Lechuga

Col
Hortaliza

= DIA
= DIA



Restu

FACTOR B (Concentracion de solucion
bacteriana)

7.4

721

7.0 T R

6,8 | = El —"

6.6 | (I

6.2 |

5.8

H DIA D
5.6 - - H DIAS
1 2 E DIA 10
Concentracion BAL

Trias et al, (2009) la disminucion del pH es consecuencia de la
produccion de acido lactico por parte de las bacterias BAL, al
existir mayor cantidad de BAL en una solucion puede existir
una disminucion de pH

Acidez Titulable (%)

iitados y discusion

0.09

0,08 | —

0.07 |

0.06 |

0,05 |

0.04

0,02 | — —
0.01
0,00 | 1 -
o001 | - 1
H DIAD
0,02 . : H DIA S
1 2 E DIA 10

Concentracion BAL

Holtzel et al. (2000) demostraron que una de las propiedades que
utilizan las BAL para la bioconservacion es la sintesis de
compuestos organicos (acido lactico), dioxido de carbono, etanol,
entre otros.




*BRIX

Restu

FACTOR B (Concentracion de solucion
bacteriana)

H DIAD

: : HDIAS
1 2 E DIA 10
Concentracion BAL

La pérdida de peso se puede dar por propiedades fisicas en las verduras o
por el dafio que pueden causar en los tejidos las bacterias acido lacticas al
momento de sintetizar sus acidos organicos (Sanchez-Gonzalez et al.,
2013

Pérdida de peso (%)

16

14 |

12 |

10 |

iitados y discusion

Mello et al, (2003) menciona que la lenta degradacion de los
polisacaridos puede afectar directamente al aumento de los
B grados Brix con el tiempo

Concentracion BAL

HDIAS
H DIA 10
\\ 57/




Resultados y discusion

Interaccion AxB (Hortaliza*Concentracion de
solucion bacteriana)

Dendrograma que utiliza una vinculacién unica

Combinacion de conglomerados de distancia re-escalados

0 ] 10 13 20 23
1 L 1 L 1

Cal + 1% de solucidn bacteriana 3

Se observo una relacion entre los
tratamientos col con 2% de solucion
bacteriana tiene una relacion con el
tratamiento de col con 1% de solucién

ol + 2% de solucion bacterians B bacteriana, mientras que, el tratamiento de
lechuga con 1% de solucidn bacteriana y

> lechuga con 2% de solucion bacteriana se
relacionaron y mostraron menos relacion
con los otros tratamientos.

Lechuga + 1%de solucidn bacteriana 1

Lechuga + 2%de solucion bacteriana 2




Resultados y discusion

[ 4 L] * LY 4 e
Interaccion AxB (Hortaliza*Concentracion de .
[ I 4 Ld y
p——| 0SS
o 7| DiatOPérdidadepesol o
- o cidez
: .
pH pH pH SS Ss SS Acidez Acidez Acidez Pérdida de Pérdida de Q DiaSSS SA' ide
(Diag) (Dias) (Dia10) (Dia0) (Dias) (Dia10) (Dia0) (Dias) (Dia10) peso peso S 00 e
(Dia 5) (Dia 10) '
Eg.
O
c pH 1,000 -,076 7,14 0,740 0,884 0,647 -0,137 0,419 0,944 -0,653 0,713 O -059
E (Dia0)
° pH -0,076 1,000 0,508 0,063 0,322 0,544 0,619 -0,401 0,065 0,797 0,587
5 (Dias)
O] —1
pH -0,714 0,508 1,000 0123 -0501 0,063 0,790 -0,026 -0,451 0,863 0,510 -10
(Dia10)
ss 0,740 0,063 -0,123 1,000 0,532 0,866 0,488 0,815 0,914 -0,326 -0,765 1.0
(Dia0)
ss 0,884 0,322 -0,591 0,523 1,000 0,681 -0,083 0,014 0,811 -0,312 -0,303
(Dias)
ss 0,647 0,544 0,063 0,866 0,681 1,000 0,647 0,447 0,836 0,072 -0,361
(Dia10)
Acidez -0,137 0,619 0,790 0,488 -0,83 0,647 1,000 0,364 0,190 0,628 0,069
(Dia0)
Acidez 0,419 -0,401 -0,026 0,815 0,014 0,447 0,364 1,000 0,594 -0,466 -0,873
(Dias)
Acidez 0,994 0,065 -0,451 0,914 0,811 0,836 0,190 0,594 1,000 -0,483 -0,736
(Dia10)
Pérdida de -0,653 0,797 0,863 -0,326 0,312 0,072 0,628 -0,466 -0,483 1,000 0,820
peso
(Dia 5)
Pérdida de -0,713 0,587 0,510 -0,765 -0,305 -0,361 0,069 -0,873 -0,736 0,820 1,000
peso

(Dia 10)




Autovalores

Restu

solucion bacteriana)

Grafico de sedimentacion

1ltados

Interaccion AxB (Hortaliza*Concentracion de

=

3

o0

Nimero de componente

discusion

1 pH (Dia 0) 73,83%
2 pH (Dfa 5) 16,79%
3 pH (Dfa 10) 3,98%

La varianza total explicada determiné 3 componentes con
porcentajes mayores a 1, los cuales son: pH dia 0 (componente
1), pH dia 5 ( componente 2), pH dia 10 ( componente 3). Para el
pH dia 0 se obtuvo un porcentaje mayor (51,427%), en
comparacion a los dias 5y 10, los cuales fueron 31,424% y
17,149%, respectivamente. El cuadro de porcentaje de varianza
total explicada muestra que los deméas componentes no
presentan porcentajes significativos (>1), por tal razén, no son
destacables para su andlisis dentro del estudio.




Res ol

Recuento bacteriano

Tratamiento
Lechuga con 1% de solucién bacteriana

Lechuga con 2% de solucién bacteriana

Col con 1% de solucion bacteriana

Col con 2% de solucion bacteriana

Tratamiento

Lechuga con 1% de solucion bacteriana

Lechuga con 2% de solucién bacteriana

Col con 1% de solucion bacteriana

Col con 2% de solucion bacteriana

Dia 5 (Dilucion -3)
2,32E+05

1,90E+05

3,74E+05

2,45E+05

Dia 5 (Dilucion -3)

9,00E+03

1,50E+04

7,00E+03

itados v discusion

Dia 10 (Dilucién -3)
3,40E+05

3,70E+05

1,78E+05

2,15E+05

Dia 10 (Dilucién -3)

1,20E+04




Resultados vy discusion

Analisis sensorial

Atributo Tratamiento Dia 10
Textura Lechuga + Solucién bacteriana al 1% 3,018
Lechuga + Solucién bacteriana al 2% 2,51A

Col + Solucion bacteriana al 1% 3,44¢

Col + Solucién bacteriana al 2% 3,5D

Color Lechuga + Solucion bacteriana al 1% 2,82A
Lechuga + Solucién bacteriana al 2% 2,80,

Col + Solucion bacteriana al 1% 3,728

Col + Solucién bacteriana al 2% 3,758

Aroma Lechuga + Solucién bacteriana al 1% 3,118
Lechuga + Solucién bacteriana al 2% 2,864

Col + Solucion bacteriana al 1% 3,62¢

Col + Solucién bacteriana al 2% 3,54¢€




* En cuanto a las hortalizas conservadas
con diferentes concentracion de
solucion BAL se concluye que la Col
present6 una disminucion del pH hasta
el dia 5, mientras que, la lechuga
aumentd sus valores en el transcurso
del tiempo.

* En la variable pérdida de peso, la
lechuga presenté mayor porcentaje de
pérdida de peso en comparacion a la
col. Por tal razén, analizando Ila
variables donde se encontré diferencia
significativa

Con:

* Analizando los

resultados de las
pruebas fisico quimicas, se concluye
gue existio diferencia significativa entre
las dos concentraciones de solucién
bacteriana utilizada durante el estudio.
El pH con la concentracion bacteriana
al 2% presento una disminucion del pH
en el dia 10 del estudio. En los solidos
solubles la concentraciéon bacteriana al
1% presentd una disminucién al dia 5,
mientras que, el porcentaje de acidez
aumentd con la concentracion al 2%
en el dia 5.

Para el analisis microbiologico, se
concluye que el tratamiento que utilizo
solucion bacteriana al 1% no presenté
mohos y levaduras para el dia 10.

>fusion

%

» Analizando los resultados, se concluye

gue los tratamiento de col con solucion
bacteriana al 2% y lechuga con
solucion bacteriana al 1% presentaron
una disminuciéon en sus valores de pH
en el transcurso del tiempo.

Para los sélidos solubles los mejores
resultados los presentd el tratamiento
de lechuga con solucién bacteriana al
1% y col con solucion bacteriana al
1%, con una disminucién de sus
sélidos solubles.

Por otra parte, los tratamientos col con
2% de solucion bacteriana, col con 1%
de solucion bacteriana, presentaron
menor cantidad de aerobios en el dia
10, mientras que, para mohos Yy
levaduras los tratamientos, lechuga
con 1% de solucion bacteriana, col con
1% de solucion bacteriana y col con
2% de solucion bacteriana no
presentaron colonias en el dia 10.
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Una vez aislado e identificado Lactiplantibacillus plantarum en el mucilago de café se recomienda realizar un analisis de
flora microbiana que existe en el mucilago de café con la finalidad de encontrar otro tipo de bacteria u organismo.
Asimismo, realizar un estudio sobre la inhibicion de L. plantarum frente a bacterias y hongos patdgenos. Ademas, seguir
recopilando informacion sobre las bacterias fermentadoras que puedan existir en frutas, verduras y carnes, esto para poder
utilizar las BAL para la elaboracion de bioproductos de gran impacto y poder beneficiar a los consumidores.

Con respecto a la hortalizas, mediante los resultados obtenidos en las variables fisico-quimicas y bacterianas, como pH,
acidez, pérdida de peso y conteo bacteriano, se recomienda utilizar la solucion bacteriana en la lechuga hasta el dia 5 de
conservacion, mientras que, para la col se recomienda utilizar la solucién bacteriana hasta el dia 10.

En cuanto a las diferentes concentraciones de solucion bacteriana, se recomienda utilizar la concentracion al 1% de
solucién bacteriana, ya que esta permite una menor pérdida de peso y permite una mayor conservacion de las propiedades
de las hortalizas. Para el inhibicion de mohos y levaduras se recomienda utilizar el tratamiento de lechuga con solucion al
1% y col con solucién bacteriana al 1% y 2% ya que hubo una disminucién de colonias al dia 10.



