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Resumen

La produccién de hortalizas tiene un gran impacto econémico en el Ecuador, estos tienen un
lapso de vida corta y son propensos a padecer infecciones por parte de bacterias y hongos,
resultando en pérdidas para los comerciantes. Las BAL son microorganismos que
habitualmente se los puede encontrar en vegetales, frutas y carnicos, esto luego de una
fermentacion. Entre los beneficios de las bacterias acido lacticas tenemos sus caracteristicas
de bioconservacion de alimentos. Esta investigacion fue realizada en las instalaciones de la
Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE sede Santo Domingo. La materia prima utilizada
fue el mucilago de café el cual se lo fermento durante 72 horas, para posterior ser cultivado y
aislado en medio MRS agar y caldo MRS. Se aplic6 un disefio de experimentos el cual se basé
en un modelo bifactorial (Hortalizas: Lechuga y Col; Concentraciones de solucién bacteriana:
1% y 2%) con bloque completamente al azar, con 4 tratamientos y 4 réplicas; usando la prueba
Tukey (p<0,05) para la separacion de medias. La bacteria 4cido lactica obtenida del mucilago
de café fue Lactiplantibacillus plantarum. Se presentaron diferencias significativas en los
parametros fisico quimicos (pH, sélidos solubles, acidez y pérdida de peso) y microbiolégicos.
Los tratamiento de Col con solucién bacteriana al 2% y Lechuga con solucion bacteriana al 1%
presentaron mejores resultados en cuanto a pH, acidez y pérdida de peso, asimismo, no

presentaron crecimiento de mohos y levaduras.

Palabras clave: bacterias acido lacticas, mucilago de café, hortalizas, bioconservacion.
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Abstract

The production of vegetables has a great economic impact in Ecuador, they have a short life
span and are prone to infections by bacteria and fungi, resulting in losses for traders. LAB are
microorganisms that can usually be found in vegetables, fruits and meats, after fermentation.
Among the benefits of lactic acid bacteria are their food biopreservation characteristics. This
research was carried out in the facilities of the University of the Armed Forces ESPE, Santo
Domingo. The raw material used was coffee mucilage, which was fermented for 72 hours, and
then cultivated and isolated in MRS agar medium and MRS broth. A design of experiments was
applied based on a bifactorial model (Vegetables: Lettuce and Cabbage; Bacterial solution
concentrations: 1% and 2%) with a completely randomized block, with 4 treatments and 4
replicates; using the Tukey test (p<0.05) for the separation of means. The lactic acid bacteria
obtained from coffee mucilage was Lactiplantibacillus plantarum. There were significant
differences in the physical-chemical (pH, soluble solids, acidity and weight loss) and
microbiological parameters. The treatment of Cabbage with 2% bacterial solution and Lettuce
with 1% bacterial solution showed better results in terms of pH, acidity and weight loss, as well

as no growth of molds and yeasts.

Key words: lactic acid bacteria, coffee mucilage, vegetables, biopreservation.
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Capitulo |

Introduccion

La domesticacién del café ha sido uno de los sucesos mas importantes del mundo, en el
Ecuador, los primeros ejemplares aparecen en 1830, en la provincia de Manabi, donde se
empezaron a cultivar café arabigo. Esta ha tenido un impacto destacable para los ecuatorianos
en los ambitos: ambiental, social, econdmico, institucional y salud humana. En el aspecto
econdmico, nos genera fuente de divisa e ingreso de diferentes franquicias de café, asimismo,
ayuda al medio ambiente debido a los sistemas agroforestales que se implementan para los
cultivos, conservando asi la flora y fauna nativas. El Ministerio de Agricultura, Ganaderia,
Acuacultura y Pesca (MAGAP) ha implementado proyectos que favorecen a los caficultores
ecuatorianos y, por ultimo, el consumo de café ayuda a combatir vario tipos trastornos que
padecen las familias ecuatorianas como diabetes, dafios hepaticos y enfermedades

neurodegenerativas (Ponce Vaca et al., 2018).

El Ecuador posee una gran produccién cafetera debido a sus diferentes ecosistemas
presentes y su ubicacién geografica favorable. Asimismo, posee diversos climas que cambian
dependiendo las regiones, es decir, posee diferentes altitudes y temperaturas, debido a la
presencia de la Cordillera de los Andes, lo que favorece al cultivo de diferentes variedades de

café (Jiménez-Torres, 2015).

Las especies Coffea canephora y Coffea arabica son los principales cultivos de café que
se encuentran en el Ecuador. Los avances tecnolégicos y cientificos dentro del pais han
aumentado la productividad de los cultivos de café, por ejemplo, el café ardbigo aument6 a 3
tonelada por hectarea y el café robusto a 5 tonelada por hectarea, esto para productores con
fincas de alto rendimiento. Pero uno de los principales problemas que presenta el sector
cafetero es la baja produccion nacional, los bajos costos y la baja aceptacién de productos

derivados del café (Ponce Vaca et al., 2018).
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En el proceso de obtener un café libre de impurezas, se desprenden varios residuos o
desperdicios como mucilago o la pulpa, los cuales son utilizados por pocos caficultores para
realizar productos, como: café honey, cerveza, vinos, jabones, pasteles, entre otros (Leén-
Serrano et al., 2020). El mucilago de café es un material vegetal viscoso que se encuentra
adherido a la superficie del grano de café, este posee diferentes compuestos y bacterias, en
donde, las méas destacables son las bacterias acidas lacticas (Puerta-Quintero & Rios-Arias,
2011)

Las bacterias acido lacticas tienen un impacto directo en la bioconservacién de
alimentos, estas poseen caracteristicas que ayudan a alargar la vida de productos, inhibir
algunos patdgenos, atribuir propiedades organolépticas a los alimentos y contribuir a la salud
humana. Entre las especies mas destacables de BAL tenemos Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus casei, Lactobacillus hilgardii, Pediococcus damnosus y Leuconostoc

mesenteroides (Mufioz et al., 2011).

Dentro del pais existen diferentes vegetales, carnicos que se comercializan con gran
interés, dentro de estos tenemos la col y la lechuga. Ambos vegetales son indispensables en
una dieta diaria ya que aportan macronutrientes. Uno de los principales problemas de los
comerciantes es la conservacién de estos vegetales de interés, porque, en gran parte son
contaminadas por patdgenos o enfermedades. En los Ultimos afos, se han utilizado métodos
guimicos que ayuden a evitar estas complicaciones, pero, la no aceptacién de los
consumidores por el uso de quimicos ha disminuido la venta de algunos productos (Guaman et

al., 2014).

El uso de las BAL para poder alargar la vida util de los vegetales es una de las
alternativas que se pueden tomar, ya que estas no presentan algun riesgo en la salud humana

al consumirlas, dan beneficios al consumidor y logran a mejorar la economia de los
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comerciantes. Asimismo, es de facil obtencion, mejora el microbiota intestinal y se puede

aplicar a diferentes frutos y carnicos (Thomas, 2018).

Objetivos
Objetivo general
Aislar y caracterizar bacterias acido lacticas en dos variedades de café (Mucilago),
Coffea ardbica y Coffea canephora, para la bioconservacion 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.

Evaluar el efecto de la aplicacién de las bacterias acido lacticas para la bioconservacion

de col (Brassica oleracea) y lechuga (Lactuca sativa).

Determinar mediante analisis fisicoquimicos y microbiolégicos la influencia del

bioconservante en las caracteristicas de la col (Brassica oleracea) y lechuga (Lactuca sativa).

Hipotesis
Hipotesis para el Factor A (Hortalizas)

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

Ha: La especie de hortaliza influyen en la bioconservacion de bacterias acido lacticas.

Hipotesis para el Factor B (Concentracién de solucién bacteriana)

Ho: La aplicacién de distintas concentraciones de solucién bacteriana no incluye en la
bioconservacion de hortalizas.

Ha: La aplicacion de distintas concentraciones de solucién bacteriana incluyen en la

bioconservacion de hortalizas
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Capitulo 1l
Revision de Literatura
Café

El café es una bebida mundial, su fruto se cultiva comercialmente en cuatro continentes
y se consume en todo el mundo (Morris, 2018). Durante los siglos se han reunido diversas
leyendas sobre el descubrimiento del café, posiblemente las primeras referencias de su uso se
encuentran en el Antiguo testamento, sin embargo, la primera mencion escrita del café como tal
es de Razes, un médico arabe del siglo X, el cual describi6 sus propiedades medicinales
(Smith, 1985).

Alrededor de 850 d. C., se descubri6 la planta de café silvestre (Coffea arabica)
autdctona de Etiopia y se cultivé en la colonia arabe de Harar y se extendio a la Meca, desde
donde fue llevada por peregrinos a otras partes del mundo islamico, posteriormente en Africa
se encontraron otras dos especies de café, Coffea liberica y Coffea canephora (café robusta)
(Smith, 1985).

En Ecuador, se producen las especies de café C. canephora y C. arabica, el primero se
cultiva en la region costa y regién amazénica, mientras que el segundo se produce en la region
sierra a 1.000 y 1.800 msnm y en la provincia de Manabi en condiciones adecuadas (CEFA,

2022).

Tabla 1

Clasificacion taxondmica del café

Reino Plantae
Divisiéon Anthophyta o Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae

Orden Rubiales
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Familia Rubiaceae
Género Coffea L
Especie arabica, canephora, liberica

Nota. Recuperado de (Inglés, 2020).

Variedades

La formacion de aromas de los cafés robusta y arabica luego del proceso de tostado es
similar, pero se distingue por su concentracion, es decir, ambos cafés se distinguen por
presentar diferentes caracteristicas organolépticas finales. Por una parte, el café Arabica posee
mas contenido de oligosacéridos, trigonelina, 4cido clorogénico, acidos organicos y lipidos,
mientras que, el robusta presenta valores altos en cafeina y posee mayor cantidad de
aminodcidos libres que la variedad arabica. En general, mayores cantidades de aminoacidos en
los cerezos del café robusta proporcionan resultados mayores de tostado, pirazinas terrosas y
un olor a nuez. El café robusta presenta en su perfil un aroma ahumado, tostado, terrenos y
fenolico, asimismo, el triptéfano esta presenta en las semillas del café robusta da como
resultado cantidades elevadas de escatol, el cual da caracteristicas organolépticas indeseables

que no estan presentes en el café Ardbica (Poisson et al., 2017).

Produccion y comercio de café

El café es una de las bebidas méas populares en el mundo, siendo uno de los productos
agricolas mas comercializado en la Ultima década. En la actualidad, mas de 70 paises
producen café, asimismo, el sector cafetero es fuente de empleo de aproximadamente 26
millones de personas (Deshpande et al., 2019). El comercio y produccion del café involucra a
los paises productores de Sudamérica con los consumidores de América del norte y Europa,
siendo una pieza importante dentro de la economia global, el consumo y venta de café y

productos derivados del mismo, los cuales estan relacionados con muchas de las culturas del
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mundo. Los frutos de las plantas Coffea arabica y Coffea canephora son de gran valor, el grano
verde sin procesar que se comercializa habitualmente no es superado por el petréleo como
fuente de divisa, pero, a medida que el grano de café sea procesado este aumentara

significativamente de valor (Dohrn, 2013).

Para poder aumentar la sostenibilidad en la industria del café se debe realizar un
enfoque en la produccion de café de alta calidad, acompafandose de una certificacion que
sirva como herramienta para validar el compromiso con la sostenibilidad ambiental, social y
econdmica. Dentro de estas certificaciones existen tres aspectos importantes: comercio justo,
organico y cultivado bajo sombra. El café que cumpla unos de estos aspectos tendra mas
oportunidades de tener alta calidad y ser mas caro, en comparacion a uno no certificado. La
organizacion internacional del café (OIC), las organizaciones de los paises productores y los
compradores internacionales de café, opinan que aumentar la produccion de café de buena
calidad en lugar de producir grandes cantidades de café de baja calidad, tendra mayor impacto
para la estabilidad de los mercados mundiales de café. Esto puede generar un equilibrio en la

produccién, con precios altos y disminuir la sobreplantacién (Dohrn, 2013).

En el Ecuador, la produccion de café para el 2019 se estimé en 60 kilogramos por saco,
lo cual fue un aumento de un ocho por ciento en comparacién del 2018. El aumento de la
produccion se debe a la recuperacién de plantaciones antiguas y sustitucién de arboles viejos,
pero, la produccién del café en el pais se viene debilitando hace varios afios por falta de
inversion en el rejuvenecimiento de las plantaciones y de los nuevos cultivos. Por otra parte, la
falta de apoyo por el gobierno, los altos precios internacionales y nacionales han motivado a la
produccién de café ardbigo en el pais. Asimismo, los precios de los cafés no se negocian, ya
gue serian una pérdida para los caficultores ecuatorianos. Otro factor clave en el comercio del

café en Ecuador es su falta de competitividad, esto debido a los costos prohibitivos del agua y
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electricidad, es decir, los altos salarios a pagar en comparacion a otros paises vecinos

(Sepulveda et al., 2018).

Mucilago de café

El mucilago es un material vegetal viscoso de color blanco, soluble en agua, el cual
forma parte de la fibra, una de sus funciones es prevenir la deshidratacion (Calle et al., 2021).
Su estructura se basa en diferentes polisacaridos, los cuales tiene azlUcares de hexosa,
pentosa y 4cidos uranicos, el cual es secretado por las células de la raiz a medida que ésta
desarrolla su raiz por medio del suelo, dando como resultado final un gel (mucilago) que tiene
muchas caracteristicas beneficiosas. Asimismo, los lipidos que poseen mejoran la absorcion
del agua por parte de la planta, estos aspectos son fundamentales para la sostenibilidad

agricola, mejorar la sanidad vegetal y ambiental (Nazari, 2021).

La produccién de mucilago de café depende de las condiciones ambientales, los frutos
y la produccion de café. El mucilago envuelve a la semilla de café, las cantidades de mucilago
en el grano y el fruto dependen del estado de madurez del cerezo, se calcula que los granos
despulpados producen un 18,8% de mucilago, esto quiere decir, que por cada tonelada de
cerezo de café se puede obtener entre 80 y 140 kilogramos de mucilago, esto dependera
también de factores como: la cantidad de agua utilizada en el proceso de lavado y la madurez
del fruto. La composicion del mucilago es principalmente de azlcares, sustancias pépticas y
agua, asimismo, posee levaduras como: Candida, Saccharomyces y Torulopsis, de igual
manera goza de bacterias acido lacticas, Streptococcus y Lactobacillus, entre otros hongos y
bacterias. La cantidad de microorganismos presentes en la fermentacion del café estan
relacionados con la composicion tanto del cerezo y el mucilago, como también de las

condiciones ambientales (Puerta-Quintero & Rios-Arias, 2011).
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Figura 1

Composicién quimica del mucilago de café, en base himeda.
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Nota. Recuperado de (Puerta-Quintero & Rios-Arias, 2011)

Fermentacion

La fermentacion es un proceso biolégico en donde moléculas se transforman en alcohol
debido a algunos microorganismos que se encuentran en condiciones anaerobicas. Los
microorganismos usan diferentes sustratos organicos, como azucares, alcoholes, aminoacidos
y los convierte en CO2 y otros productos. Este proceso ocurre dentro de las células
microbianas y no necesita ningun estimulo para que ocurra. Uno de los productos que se da es
el ATP, pero las vias fermentadoras tienen un agotamiento energético, mientras que, los
alcoholes, los acidos orgénicos de bajo peso molecular son los responsables de determinar la
velocidad de otras reacciones metabdlicas que se pueden producir durante la fermentacién

(Schlesinger & Bernhardt, 2020).

En la industria alimentaria el uso de microorganismos fermentadores es necesaria para
poder lograr un producto deseable o una bebida fermentada, ya que estas daran cambios
favorables en la calidad de los ingredientes de las bebidas y alimentos. Dentro de las
fermentaciones en alimentos existen operaciones habituales como la fermentacién alcalina,

fermentacion alcohdlica y fermentacién de acido lactico, los cuales se producen en ausencia de
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oxigeno. Cuando se producen estas fermentaciones se da la formacion de metabolitos
antimicrobianos como: alcoholes, bacteriocinas y acidos organicos, que pueden ayudar a
mejorar la seguridad del alimento o inhibir patdbgenos que se puedan producir en los alimentos
(Nout, 2014). Por los beneficios quimicos y microbianos, el mucilago de café se fermenta de
manera natural en condiciones ambientales favorables con temperaturas entre 12 a 34°C.
Asimismo, la velocidad de degradacion esta sujeta al método de fermentacion y las
temperaturas extrinsecas, estas afectaran directamente al crecimiento y metabolismo de los

microorganismos (Puerta-Quintero & Rios-Arias, 2011)

Bioconservacion

La bioconservacién es prolongar la vida util de un alimento o productos, ayuda a
mejorar la seguridad de los productos, esto mediante el uso de microorganismos especificos y
sus propiedades (Zinoviadou et al., 2016). La bioconservacion saca provecho a los procesos
antimicrobianos que poseen algunos microorganismos para poder inhibir la propagacion de
patégenos que puedan causar dafio a la salud humana. Su objetivo principal es eliminar o
disminuir el uso de quimicos en los alimentos, como: cloruro de sodio, nitrito y acidos
organicos. La mayoria de investigaciones sobre la bioconservacion hacen referencia al uso de
bacterias acidas lacticas por sus actividades antagoénicas contra bacterias patégenas, hongos y

el impacto que tienen en contra del deterioro de los alimentos (Yost, 2014).

Bacterias acido lacticas
Generalidades

Las bacterias acido lacticas (BAL) son bacterias que se caracterizan por no formar
esporas, ser gram positivas, catalasa negativa, pueden estar en forma de cocos o bacilos y
producen &cido lactico como resultado de una fermentacion (Mozzi, 2016). Forman parte de un
gran grupo de diferentes microorganismos aptos para la conservacion de alimentos y

elaboracion de algunos productos. Las BAL de manera habitual se pueden encontrar en
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alimentos lacteos fermentados, carne fermentada, cereales fermentados y vegetales

fermentados (Mathur et al., 2020).

Los subproductos que se producen por las fermentaciones de las BAL en gran parte
ayudan a la salud, protegiendo al sistema de agentes infecciosos, efectos antialérgicos, efectos
contra la obesidad, efectos antioxidantes, entre otros. Estudios muestran que el consumo de
alimentos fermentados con BAL ayudan a mantener un peso adecuado y el consumo de
yogures fermentados producen una baja probabilidad de desarrollar enfermedades
cardiovasculares y diabetes tipo 2. Asimismo, entre los beneficios que brindan los productos
lacteos fermentados es ayudar al microbiota intestinal de manera que la proliferacion de
microbios sea beneficiosa en el intestino 0 que se agreguen nuevas cepas, por otro lado, el
consumo de alimentos fermentados tiene un impacto positivo en las mejoras en el estado de

animo y funciones cognitivas (Mathur et al., 2020).

Un aspecto que se debe tomar en cuenta es que algunas especies psicrotroficas de las
BAL son consideradas patdégenas y en los ultimos afios el uso de BAL como probidticos ha
estado en andlisis por la seguridad humana, pero, la mayoria de enfermedades asociadas con

las BAL son secuelas de otro tipo de dolencia (Narvhus & Axelsson, 2003).

Taxonomia

El uso de herramientas moleculares para determinar la relacion entre las BAL con los
alimentos ha dado como resultado un cambio en la clasificacion de su taxonomia. En 1980, el
género Streptococcus se dividio en los tres géneros Streptococcus, Lactococcus y
Enterococcus. Entonces, las bacterias acido lacticas que se asocian con los alimentos
incorporan especies de los géneros Weissella, Oenococcus, Carnobacterium, Pediococcus,
Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Tetragenococcus, Vagococcus, en
donde, el género Lactobacillus posee el género con mas especies (60 especies) de las cuales

la mayoria ayudan en los procesos fermentativos (Stiles & Holzapfel, 1997). En la mayoria de
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casos, la fisiologia y la posicién taxonémica de las especies y cepas de estos géneros se
analizaron mediante herramientas genéticas y fenotipicas. Los métodos fenotipos se basan en
el uso de las caracteristicas enzimaticas, bioquimicas y fisiol6gicas de las bacterias, en donde
se incluye un analisis de su pared celular, temperaturas de crecimiento y el analisis de las

proteinas citoplasmaticas solubles totales (Klein et al., 1998).

Por otra parte, se han realizado varias modificaciones y se esta reorganizando los
géneros que no siguen una misma linea de diferenciacién morfolégica o fenotipo de
Leuconostoc y Pediococcus, ambas filogenéticamente pertenecen a la rama Actinomyces.
Entonces, estas ya no se consideran en el grupo de bacterias acido lacticas de manera
rigurosa. Asimismo, el nuevo género Weissella incluye otro miembro del género Leuconostoc
(Leuconostoc paramesenteroides) el cual presenta puente entre péptido inusuales en el
peptidoglicano, por lo que, las diferencias morfolégicas vy fisiologicas de Weissella no benefician
a la agrupacion de esta especie. En general, la taxonomia y la fisiologia de las bacterias acido
lacticas soélo se pueden analizar mediante una taxonomia polifasica, la cual une las
caracteristicas bioquimicas, morfologicas vy fisioldgicas con técnicas genética y fenotipo (Stiles

& Holzapfel, 1997).

Bacterias acido lacticas en la industria alimentaria

Las bacterias acido lacticas pertenecen a un grupo grande de microorganismos seguros
y de gran impacto industrial, en donde su principal funcién es ser usados como cultivos
iniciadores, probidticos y prebidticos, asimismo, tiene una gran utilizan en el campo de la
biotecnologia industrial para la biocatdlisis y la transformacién de materias secundarias en
productos de valor agregado. Asimismo, entre las caracteristicas que estas proporcionan a los
alimentos tenemos que ayudan a mejorar su textura, olor, sabor, efectos para la salud y
aumento de la vida util del producto. El mercado global ha presentado un cambio notable en la

implementacién de las BAL como probiéticos, aumentando las ganancias y la demanda de
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estos alimentos, de igual manera, el uso de microorganismo en la industria es limitado, pero, la
produccién de 4cido lactico por parte de las BAL se ha convertido en un producto deseado en

la industria y en continuo crecimiento econémico (Hatti-Kaul et al., 2018).

Las BAL utilizadas en la industria alimentaria en su mayoria pertenece a los productos
lacteos (queso, yogur, leches fermentadas), cada uno de estos productos se elaboran con
cepas, en donde se escoge la que presente mejores caracteristicas o mejor adaptada, en las
primeras producciones se usaba un fermentacion espontanea, la cual era resultante de la
microflora presente en la materia prima y su entorno, pero, en la actualidad se usan cultivos
iniciadores, con caracteristicas especiales para cada productos elaborado. El objetivo que
tienen las industrias es poder producir productos con caracteristicas sensoriales y alto valor
nutricional que los productos comunes, o incluir cualidades que involucren la salud humana de

manera controlada y segura (Thomas, 2018).

Caracteristicas antimicrobianas

Una de las principales caracteristicas de las bacterias acido lacticas es la produccion de
bacteriocinas, es decir, polipéptidos sintetizados por las bacterias los cuales pueden tener un
poder bactericida sobre patégenos. Las bacteriocinas ocasionan la muerte celular al inhibir la
biosintesis de la pared celular o alterar la misma mediante la creacién de poros. Entonces,
estas se consideran importantes en la industria alimentaria, ya que pueden evitar el dafio en los
alimentos o inhibir la proliferacién de muchos microorganismos dafiinos. Una de las bacterias
mas conocidas es la nisina, esta tiene una gran utilidad en la industria alimentaria, es utilizada
como un aditivo alimenticio en aproximadamente 50 paises, en productos como el queso

procesado, alimentos enlatados y productos lacteos (Thomas, 2018).

Los metabolitos producidos por las BAL pueden inhibir el crecimiento de bacterias
patdégenos de los géneros Listeria, Pseudomonas, Bacillus y Escherichia, esto en diferentes

rangos, asimismo, los acidos orgénicos y bacteriocinas presentan actividades antifingicas y
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fungistaticas contra levaduras y hongos como Aspergillus fumigatus, Fusarium culmorum,
Penicillium chrysogenum, Aspergillus versicolor, Aspergillus niger, Penicillium expansum,
Candida parapsilosis y Debaryomyces hansenii, esto debido a la capacidad que presentan las
BAL para disminuir las micotoxinas fungicas, produciendo metabolitos antimicotoxinégenos, de
igual forma afectan a las funciones de la membrana celular del patégeno, lo cual hace mas
permeable a la membrana, pérdida del contenido celular, lisis y la muerte del mismo, estas
funciones antimicrobianas son gracias al 4cido lactico y al acido fenilacético (Cizeikiene et al.,
2013). En los ultimos afios, las cepas de las BAL con caracteristicas especiales se usan para

modificar la microbiota intestinal y dafiar algunos patégenos bacterianos (Zhang et al., 2021).

Identificacion molecular

Para la identificacion molecular de las bacterias &cido lacticas de manera usual se
emplea la secuenciacion de ARN ribosomal 16s, la cual nos permite clasificar e identificar
bacterias y arqueas. La comparacion de secuencias del gen 16s ARNr se emplea normalmente
para analizar relaciones taxondmicas entre cepas procariotas, con un parentesco del 98,65%.
Asimismo, es util para disminuir el tiempo para la identificacién de bacterias con lento
desarrollo, lo cual permitira realizar un debido diagndstico y probar antibioticos contra esta
bacteria, pero, esta puede tener varios inconvenientes cuando se presentan secuencias entre
especies de Mycobacterium, ya que son muy similares entre ellas, por lo que, se recomienda

usar métodos alternativos (Kim & Chun, 2014).

En el caso de las especies de BAL Lactobacillus pentosus, Lactobacillus plantarum y
Lactobacillus paraplantarum, la identificacion no es tan confiable debido a la similitud de
secuencias, entonces, el gen 16s ARNr identifica mas los géneros y no las especies. El mismo
caso aparece en secuencias entre diferentes cepas de Enterococcus. La solucién puede darse
al usar diferentes conjuntos de cebadores para tener un mayor rendimiento en la identificacion.

Para determinar un parentesco entre secuencias estas deben tener una identidad mayo al 97%
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para ser idénticas, un valor menor significa poco parentesco a nivel genémico, por lo que, se

puede decir que pertenecen a especies distantes (Caro et al., 2015).

La Col

La col (Brassica oleracea) es de origen Mediterraneo, el cual fue domesticado por
primera vez en Europa occidental. Es un vegetal con gran impacto mundial, se cultiva en los
cinco continentes y en mas de 90 paises. Se caracteriza por desarrollarse en climas himedos y
frescos, ademas, puede soportar ambientes frios. En climas helados, la col se cultiva en otofio
0 primavera, mientras que, en climas mas calientes se cultiva en principios de primavera e
invierno. Para la alimentacion se cocina como una vegetal verde, en la mayoria de casos se lo

conserva como chucrut o escabeche (Moreb et al., 2020)

La col es rica en vitamina C, alta en proteinas y minerales. Su contenido de proteinas
esta entre un rango de 0,91 a 2,00 g/100g lo cual es considerado bajo, por tal razén, se la
combina con otros alimentos ricos en proteina para obtener una excelente ingesta de
macronutrientes. Esta posee aminoacidos esenciales como lo son: triptofano, fenilalanina,
metionina, leucina, isoleucina, treonina, histidina, lisina y valina. Al igual que la gran parte de
vegetales la col es bajo en grasas, 100 g de col equivalen a 0,10 g de lipidos, en donde,
predominan las grasas monoinsaturadas y poliinsaturadas. Una caracteristica importante es
gue no posee trazas de colesterol ni grasas trans, esto mezclado con su contenido de grasas
insaturadas, es un vegetal que puede ser utilizado para disminuir los niveles de colesterol total
en sangre y lipoproteinas de baja densidad. Por otra parte, la col es rica en fibra y escasa de
almidén, por cada 100 g proporciona 2,5 g de fibra dietética, influyendo fibra solubles e
insolubles, asimismo, este vegetal puede proporcionar una sensacion de saciedad al

consumirla (Moreb et al., 2020).
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Tabla 2

Clasificacion taxondmica de la col

Reino Plantae
Divisiéon Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Capparales
Familia Brassicaceae
Género Brassica L.
Especie Brassica oleracea L.

Nota. Recuperado de (Rochfort & Jones, 2011).

Manejo postcosecha

Para el manejo postcosecha es recomendable conservarla en sitios frios, pero sin
congelarse. Las coles deben ser cosechadas en su madurez para prevenir que se agrieten sus
cabezas, asimismo, se debe cortar las cabezas esto con la finalidad de eliminar las hojas
sueltas del revestimiento antes de ser almacenadas. Se deben analizar las coles que estan con
dafios por insectos, quemaduras ocasionadas por el sol, dafios por congelacion y
magulladuras, ya que deben ser descartadas o vendidas ya que no es posible su

almacenamiento (Agblor & Waterer, 2001).

Para el almacenamiento se deben tomar en cuenta la variedad de las coles y su
capacidad de almacenamiento por largos lapsos de tiempo, los cultivos de cabeza densa son
los recomendables para conservarlos ya que maduran de manera lenta. Para un

almacenamiento prolongado (5-6 meces) se necesita una humedad relativa del 98-10% a una
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temperatura de 0°C, adicional a esto, las coles pueden sufrir dafios fisiol6gicos. Estos se
caracterizan por la aparicién de puntos marrones y rugosos en el envés de las hojas, esto
debido a un mal riego durante el periodo de desarrollo. Asimismo, la aparicion de manchas
negras en las hojas se da en las primeras semanas de almacenamiento y los dafios por
congelacion ocasionan que las hojas se humedezcan, lo que provoca la descomposicion de las
coles. Estos dafios fisiol6gicos dan como resultado pérdidas econémicas, su causa cambia
segun la variedad y condiciones del cultivo, por lo que, se recomienda utilizar atmosferas

controladas para el correcto almacenamiento de las coles (Agblor & Waterer, 2001).

Enfermedades postcosecha

La aparicién de enfermedades postcosecha se puede dar por un mal ambiente de
almacenamiento. Entre las principales enfermedades que afectan la col tenemos las causadas
por Sclerotinia y Botrytis. Los principales sintomas se presentan en las hojas, estas presentan
caracteristicas oscuras en la parte exterior y avanzan hasta que todo el interior de la cabeza
esté infectado, estos signos son visibles a los 3 a 4 meses de almacenamiento. Para poder
controlar las enfermedades de almacenamiento se usan: la prevencién de heridas,
almacenamiento con atmdsferas controladas, almacenamiento con temperaturas optimas y

aplicacion de fungicidas antes de la cosecha (Agblor & Waterer, 2001).

La Lechuga

La lechuga (Lactuca sativa L) es una verdura de hoja, esta se cultiva en la mayoria de
continentes, siendo Estados Unidos y Europa los mayores productores y consumidores. De la
misma forma existen grandes hectareas de cultivos en Japdn, sureste de Australia, China,
Israel, norte de México, Argentina, Chile, Pert y Brasil. La lechuga se caracteriza por poseer un
ciclo de vida corto, es autofertil con grandes cantidades de autopolinizacion natural y es
utilizada habitualmente para estudios genéticos, esto debido a que es posible realizar varios

cruces en una misma planta, ademas, no ocupan gran cantidad de espacio en el cultivo. Los
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principales inconvenientes son la produccion de semillas hibridas y la baja cantidad de semillas
producidas por cada polinizacion, pero, en la mayoria de casos estas dificultades son

superadas (Pink & Keane, 1993).

Al consumo de lechuga se le atribuyen varios beneficios para la salud humana, esta
contiene vitamina C, contenido alto de fibra y compuesto fendlicos, asimismo, es una rica

fuente de vitamina A, betacarotenos, vitamina K, provitamina A, acido félico y hierro (Moreno &

Fereres, 2012).

Tabla 3

Clasificacion taxonémica de la lechuga

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Asterales
Familia Asteraceae
Género Lactuca
Especie Lactuca sativa L.

Nota. Recuperado de (Flérez et al., 2012).

Manejo postcosecha

Se debe tener un cuidado en las temperaturas de almacenamiento. El tiempo y la
temperatura de almacenamiento postcosecha pueden afectar en los contenidos de fenoles
totales, &cido ascérbico y en la actividad antioxidante de la lechuga. Uno de los principales

inconvenientes en el procesamiento postcosecha de la lechuga se da por las tasas de
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respiracion de los cultivares, el cambio de estacion y el periodo de tiempo de la postcosecha,
en donde, se recomienda usar maquinas especializadas que controlen las condiciones
ambientales, esto con la finalidad de evitar pérdidas econdmicas. Las pérdidas postcosecha se
dan entre rangos de 20 a 30%, por el motivo de estrés mecénico cuando se procesan las
lechugas, cambiando las propiedades enzimaticas y sustratos, o que da como resultado dafios
bioquimicos como: mal sabor, pardeamiento enzimatico y amarronamiento de la textura (Patil et

al., 2017).

Enfermedades postcosecha

Las enfermedades causadas durante la postcosecha de las lechugas se deben a una
previa exposicion a patagones antes de su almacenamiento, asimismo, factores como altas
temperaturas y condiciones adversas afectan al vegetal. La quemadura de punta, mancha
marrén y costilla rosada son las principales afectaciones fisiolégicas que se presentan en la
postcosecha. Estas enfermedades se producen por un exceso de CO2 y etileno, de igual
forma, la escasez de calcio en hojas o tejidos promueve la aparicion de estos trastornos. Se
debe analizar la variedad de la lechuga, ya que los tiempos de descomposicion varian
dependiendo la especie, ya que algunas variedades presentan tolerancia a niveles altos de

etileno y CO2 (Puri et al., 2019).

La principal enfermedad que afecta a la lechuga durante la postcosecha es la pudricion
blanda bacteriana, los sintomas se presencian en las hojas de la lechuga causando una ruptura
grave del tejido. El mal almacenamiento y empaquetado puede facilitar a la enfermedad a
progresar, asimismo, las condiciones de congelacion altas afectan directamente al vegetal.
Entre las especies que causan infecciones fungicas tenemos Sclerotinia spp y Botrytis cinerea.
Para gue las lechugas perduren durante largos lapsos de tiempo debemos cortar y almacenar

la lechuga a 1°C (Puri et al., 2019).
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Capitulo 1l

Metodologia

Ubicacion del Area de Investigacion
Ubicacion politica
Pais: Ecuador
Provincia: Santo Domingo de los Tsachilas
Cantoén: Santo Domingo
Parroquia: Luz de América
Sector: Km 24 Via Quevedo

Ubicacion geografica
Para el actual proyecto de titulacién se usaron las instalaciones de la Universidad de las
fuerzas armadas “ESPE” sede Santo Domingo, especificamente los laboratorios de

bromatologia y microbiologia.
Latitud: 00° 24’ 36”
Longitud: 79° 18’ 43"
Altitud: 270 msnm
Ubicacion ecolégica
Ubicacion geogréfica del lugar de estudio
Zona de vida: Bosque himedo tropical

Altitud: 224 msnm
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Determinacién de pH

Tabla 4

Materiales

Recursos utilizados para la determinacion de pH

38

Equipos

Materiales/Insumos

Reactivos

Muestras

Potenciémetro

Probeta (100mL)

Agua destilada

Mucilago de café

Balanza analitica  Vaso de precipitacion (250mL) Col
Pipeta (10mL) Lechuga
Varilla de vidrio
Mortero y pistilo
Determinaciéon de Acidez Titulable
Tabla 5
Recursos utilizados para la determinacion acidez titulable
Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras

Potenciémetro

Balanza analitica

Agitador
electromagnético

Kit de titulacion

Probeta (100mL)
Vaso de precipitacion

(250mL)

Bureta graduada (25mL)

Agitador de vidrio

Soporte universal

Agua destilada
Hidroxido de
Sodio (NaOH)

0.1N

Mucilago de café

Col

Lechuga
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Determinacién de Solidos Solubles

Tabla 6

Recursos utilizados para la determinacién sdlidos solubles

Equipos Materiales/Insumos Muestras
Refractbmetro Gotero Mucilago de café
Vaso de precipitacién (200mL) Col
Mortero y pistilo Lechuga

Aislamiento e identificacion de las bacterias acido lacticas
Tabla 7
Recursos necesarios para el aislamiento e identificacién de bacterias acido lacticas presentes

en el mucilago de café fermentado

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Incubadora Tubos de ensayo MRS Agar Fermento
Cémara de flujo laminar Mechero Cristal violeta de
Autoclave Asa Digralsky Lugol mucilago
de café
Microscopio Asa bacteriologica Alcohol acetona
Balanza Placas de Petri Safranina
Plancha térmica magnética Portaobjetos Aceite de inversion
Frascos Peroxido de
autoclavables Hidrégeno
Micropipeta Agua peptona

Parafilm




Enriguecimiento selectivo de las bacterias acido lacticas

Tabla 8

Recursos necesarios para el enriqguecimiento de bacterias acido lacticas
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Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Incubadora Tubos de ensayo Caldo MRS Bacterias
aisladas
Céamara de flujo laminar Asa bacteriolégica
Autoclave Micropipeta
Balanza Matraz Erlenmeyer de
500 ml
Frasco autoclavables
Bioconservacion de las Hortalizas
Tabla 9
Recursos necesarios para la preparacion de la solucion probiética
Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Incubadora Tubos de ensayo Acido citrico Cultivo
Camara de flujo laminar Mechero Citrato de sodio enriquecido
Autoclave Asa bacteriolégica selectivo de
BAL
Balanza Micropipeta

Potencidmetro
Centrifuga

Espectrofotémetro

Vaso de precipitacion
Probeta

Atomizador de 1L
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Recuento de poblaciones microbianas

Tabla 10

Recursos necesarios para el recuento microbiolégico

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras

Incubadora Tubos de ensayo Agua de peptona Col
Céamara de flujo laminar Mechero Petrifilm Lechuga
Autoclave Micropipeta Cultivo de
bacterias

acido lacticas

Balanza Matraz Erlenmeyer
Vortex Vaso de precipitacion
Contador de colonias Probeta
Métodos

Obtencién de materia prima

El mucilago de café de la variedad arabica fue obtenido de la finca Maputo ubicada en
al recinto la Perla de la parroquia Nanegal, mientras que, la variedad robusta fue donada por la
empresa “Café La Tierrita”, ubicado en el recinto Placer del Toachi, para ambas variedades se

obtuvo 6 litros de mucilago de café.

Por otra parte, las hortalizas fueron adquiridas en el Mercado Municipal de Santo

Domingo de los Tsachilas, en donde, se compraron 10 lechugas y coles, respectivamente.

Fermentacion del mucilago de café
En primer lugar, con la ayuda de un cedazo se separaron las muestras soélidas del

mucilago. Al mucilago de cada variedad se lo coloco en recipientes de plastico y se elaboré un
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fermentador con trampa de agua, envolviendo cada recipiente en fundas negras, esto durante

72 horas.

Aislamiento de las bacterias &cido lacticas

En primer lugar, se realizaron los calculos adecuados para poder preparar el medio
suficiente para las placas de Petri. Se prepar6 agar MRS segun lo necesitado y se lo calent6
hasta la ebullicion, para luego junto a los materiales colocarlos en la autoclave y esterilizarlos.
Posteriormente, se desinfectd la camara de flujo laminar. Para sembrar se realizaron diluciones
en serie con agua peptona hasta 10®en 6 tubos de ensayo previamente llenados con 9ml de
agua peptona. Se afiadié 1 ml del fermento de café al primer tubo y se prosiguié con las

diluciones.

Para sembrar se uso la técnica de extensién, en donde usando la pipeta se tom6 1 ml
del tubo con la dilucién 10y se colocé en la placa de Petri, posteriormente, se usé el asa
Digralsky y mediante un movimiento circular se esparcio la muestra. Luego, mediante el uso de

Parafilm se sell6 la caja y se la etiquetd. Finalmente, se incubd la muestra por 48 horas a 37°C.

Identificacion microbiana
Prueba de Tincion Gram

Con la ayuda del asa bacteriolégica se tomé una pequefia porcién de la muestra
bacteriolégica aislada y se la coloc6 en una gota de agua destilada, se la esparcid hasta que
guedd uniforme en el portaobjetos, luego, se uso6 el mechero para la fijacion. Después, se
afiadi6 cristal violeta durante 1 minuto, posteriormente, se colocé Lugol por 1 minuto, seguido
se esparciod el decolorante alcohol-acetona por 15 segundos, finalmente, se afiadié safranina
durante 30 segundos a 1 minuto, inmediatamente pasado el tiempo con la piseta se choreé el

exceso, y se dejé secar (Erkmen, 2021).
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Test de catalasa

Se colocé una gota de agua destilada en un portaobjeto, mediante el uso del asa
bacterioldgica se tom6 una muestra de una colonia de la caja Petri y se lo homogeneiz6 en el
portaobjeto. Finalmente, se colocd una gota de peréxido de hidrégeno al 3% y se analizé la

reaccion (Serra et al., 2008).
Secuenciacién y analisis filogenético

Se procedio a enviar las cajas de Petri de las muestras aisladas en medio MRS frescas
(24horas) a la empresa Macrogen Inc. ubicada en Corea del sur para la secuenciacién de ARNr
16S, una vez obtenidos los resultados se uso6 el programa BLASTn del NCBI para encontrar
secuencias homologas.

Para el andlisis filogenético se utilizo el programa MEGA X, usando el algoritmo
CrustalW para el alineamiento, por otra parte, la elaboracion del arbol filogenético se construy6
con el método de Neighbor-Joining, usando una distancia genética de Tamura-Nei con 1000

réplicas de Bootstrap. Se usé Escherichia coli como grupo externo.

Bioconservacion de las frutas
Preparacion de la solucion bacteriana

Para la preparacion de la solucion a bacterias acido lacticas se us6 la metodologia
presentada por Russo et al., (2014) con algunas modificaciones. Se preparé 55,15 g de caldo
MRS en 1 litro de agua destilada, luego, con la ayuda del asa bacterioldgica se inocul6 la cepa
microbiana aislada dentro del matraz Erlenmeyer y se dejé incubando a 37°C por 24 horas.
Posteriormente, se uso el buffer de acido citrico-citrato de sodio (pH 3,8) junto con la centrifuga
y se lavaron y recuperaron las células, esto hasta que el sobrenadante quedoé transparente.

Finalmente, se resuspendi6 en un 1 litro del tampdn hasta regular la absorbancia deseada.
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Preparacion de las muestras
Los vegetales fueron lavados con acido citrico al 2%, posteriormente, se usé un
atomizador para rociar a las hortalizas con la solucién bacteriana. Cada hortaliza fue

conservada durante 10 dias en condiciones ambientales.

Disefio Experimental

Factores de estudio y niveles

Tabla 11

Factores y niveles a probar en el estudio de la bioconservacion de col y lechuga con

concentraciones diferentes de solucién bacteriana

Factores Simbologia Niveles
Hortalizas (A) ao Lechuga
a1 Col
Concentracion de solucién bo 1%
bacteriana (B) b1 2%

Comparacion de tratamientos

Tabla 12

Tratamientos a comparar en la bioconservacion de hortalizas con bacterias 4cido lacticas

provenientes del mucilago de café

N° Interacciones Unidades experimentales
Tl a0bo Lechuga + 1%
T2 a0bl Lechuga + 2%

T3 albo Col+ 1%
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T4 albl Col + 2%

Tipo de disefio
Se aplico un ANOVA con arreglo factorial AxB (2x2), en donde el factor A son las

variedades de mucilago de café y el factor B son las hortalizas.

Repeticiones
El disefio experimental se aplicaron 4 repeticiones por cada tratamiento, obteniendo un

total de 16 unidades experimentales.

Analisis estadistico

Tabla 13

Esquema de analisis de varianza para el estudio de la bioconservacion de frutas con bacterias

acido lacticas provenientes de mucilago de café

Fuente de variacion Grados de libertad
Concentracion de solucién a-1 1
bacteriana
Hortalizas b-1 1
Concentracién de solucién (a-1) (b-1) 1

bacteriana x Hortalizas
Replicas r-1 3
Error experimental 9

Total 15
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Analisis funcional
A las variables que presentaron diferencia significativa en los andlisis de varianza se les

aplico una prueba de significancia Tukey (p<0,05) para elegir la mejor decision.

Variables evaluadas
Determinacién de pH

La determinacion de pH se realizé tomando en cuenta la norma INEM 389 (1985):

Dentro de un vaso de precipitado se coloc6 10 ml o 10 gr de la muestra y se le afadio
100 ml de agua destilada y se homogeneizd. Para medir el pH de la muestra se colocé el
potencidmetro dentro del vaso evitando tocar las paredes del mismo, al notar estabilidad se

anoto el resultado.

Determinacién de Sélidos Solubles (SS)
Para poder determinar los grados brix se utilizé el refractdmetro, se colocd una gota de

la muestra preparada y se analiz6 en resultado mediante el ocular del equipo.

Determinacion de Acidez Titulable
Para poder determinar la acidez titulable se realiz6 tomando en cuenta la norma INEN

0381 (1985):

Para muestras liquidas, se tomaron 25 ml de la muestra preparada y se los coloc6 en

un matraz aforado de 250 ml, y se diluy6 a volumen con agua destilada.

Por otra parte, para muestras solidas, se mezclé y suavizé la muestra en un mortero.
Luego, se pesé 25 g y se los coloco en un matraz Erlenmeyer con 50 ml de aguas destilada y
se homogeneizo, para después llevarlo a bafio Maria por 30 minutos. Finalmente, se paso la

muestra preparada a un matraz aforado de 250 ml y se diluy6 a volumen con agua destilada.
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Para calcular la acidez, se tomaron 25 ml de la muestra preparada y se lo colocé en un
vaso de precipitado de 100 ml y se afiadieron los electrodos. Después, mediante el uso de la
bureta se afadio hidroxido de sodio 0,1 N hasta llegar a un pH 7, luego de llegar a este punto
se adicionaron 4 gotas por vez y se anoto el volumen utilizado y el pH obtenido después de

cada adicion. Este procedimiento se lo realizé hasta llegar a un pH 8,3.

Usando la interpolacién se establecié el volumen exacto de hidréxido de sodio 0,1 N

gue se utilizé para llegar a un pH de 8,1.
La acidez titulable se midié utilizando la siguiente férmula:

4 — (aNin10
=

Siendo:

A = Valor de la acidez en gramos.

V1 = mL de NaOH usados en la titulacion.

N: = Normalidad de la solucion de NaOH.

M = Peso molar del acido de referencia. (acido lactico = 0.090).

V2 = Volumen en mL 0 masa en gramos de la muestra tomada para el analisis.

Determinacion de pérdida de peso
Para determinar la pérdida de peso, se tomaron datos del peso de cada muestra en los

dias 0, 5y 10 y se calculo el resultado mediante la siguiente férmula:

) Peso incial — Peso final
Perdida de peso(%) = Peso final * 100
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Recuento microbiano en placas Petrifilm™
Para muestras solidas se utilizé una licuadora, en donde, se colocaron 25 g de la
muestra y 25 ml de agua destilada. Luego, se realizaron soluciones seriadas con agua peptona

hasta 10 para las muestras del dia 5y 10.

Para sembrar en las laminas de petrifilm se utilizaron 1 ml de la muestra preparada y se
las diluy6 hasta 10-3, posterior, se tomé 1 ml del tubo diluido y se colocé en el petrifilm de
manera lenta cuidando que no se provoquen burbujas de aire. Los petrifilm de aerobios se
incubaron a 38° por 48 horas y el de mohos y levaduras a temperatura ambiente durante 72°C.

Finalizado el tiempo de incubacion se contaron las colonias.
Para determinar las unidades formadoras de colonias, se utilizé la siguiente férmula:

UFC_Numero de colonias * Inverso del factor de dilusion

Recuento
( Volumen inoculado

Anélisis sensorial
Se utilizaron a 10 personas inexpertas y se les realiz6 una prueba heddnica, en donde

se analizaron varios pardmetros: olor, color y textura de las hortalizas.
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Capitulo IV
Resultados

Caracterizacion fisico-quimica y microbiolégica del mucilago de café

Tabla 14

Caracterizacion fisico-quimica del mucilago de café puro y fermentado

Parametro Unidad Sin fermentar Fermentado
analizado
Arébica Robusta Arébica Robusta
pH 5,4 5,2 3,75 4,01
Acidez titulable % 0,88 0,55 1,90 1,83
Solidos solubles °Bx 14 12 6 7
Bacterias UFC/mL - - 6,1x10"5 5,8x10"5
Hongos y levaduras  UFC/mL - - 7,8x10"5 1,2x10"5

En la tabla 14 se muestran los resultados obtenidos en las diferentes pruebas fisico-
guimicas realizadas a las muestras de mucilago de ambas variedades antes y después de la
fermentacion. Para el mucilago de la variedad Arabica se obtuvo un pH de 5,4, un valor de
sélidos solubles de 14 °Bx, acidez 0,88%, por otra parte, luego de 72 horas, sus propiedades
cambiaron, se determind un pH de 3,75, sdlidos solubles de 6°Bx, acidez de 1,90% y para el
conteo de colonias se analizaron una cantidad de 6,1x10"5 UFC/mL en aerobios y 7,8x10"5

UFC/mL para mohos/ levaduras.

Por otra parte, para la muestra de mucilago de la variedad robusta se consigui6é un pH
de 5,2, sélidos solubles de 12 °Bx, acidez 0,55%, por otro lado, después del lapso de 72 horas,
el pH disminuyo a 4,01, sélidos solubles de 7 °Bx, acidez de 1,83% y para la variable
microbioldgica se obtuvieron 5,8x10”5 UFC/mL para aerobios y 1,2x10"5 para

mohos/levaduras.
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Identificacion de BAL presentes en la fermentacion del mucilago de café
Tabla 15

Resultados de pruebas microbiolégicas de identificacion bacteriana

Origen Caracteristicas Tincién Gran
Café, variedad arabica (cepa Gran positivo - B 7 e
S in ol
< AT e
1) PRI e
. e ¥
Bacilo RS, S0 5 Bod |
L 1”‘,""3')" ’,”1‘
ByF 'ev“\“' N
. ¥ ;’ e Hokos k| ,t
Catalasa negativa P 5 e X O
PO 120 GRS 2 i
Café, variedad robusta (cepa Gran positivo i 3
2) Bacilo

Catalasa negativa

En la tabla 15, se muestran los resultados de las pruebas microbiolégicas realizadas a
ambas variedades de mucilago de café. De cada muestra aislada se realiz6 una tincién de
gram, la cual se la analizd con el microscopio 6ptico con el lente de 100x, en donde, se observé
bacterias gram positivas, de morfologia en forma de bacilo, esto para ambas variedades y
cepas respectivamente. Por otra parte, para la prueba de catalasa, ambas cepas dieron

negativo.
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Arbol filogenético elaborada a partir de las secuencias 16S ARNr de las bacterias acido lacticas
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AY253657.1 Lactobacillus kalixensis

AY253660.1 Lactobacillus ultunensis

JX099551.1 Lactobacillus melliventris

M89704 1 Lactobacillus acidophilus

KM495932.1 Lactobacillus brevis

KP296674.1 Lactobacillus plantarum

BAL MUCILAGO DE CAF

KM485587.1 Lactococcus lactis

KJ558389.1 Lactobacillus casei

V003301 E. coli

Nota: Arbol filogenético elaborado con la secuencia del gen 16S ARNr extraida del mucilago de

café, usado otras especies de bacterias acido lacticas. Se usé Escherichia coli como grupo

externo.

En la figura 3, podemos analizar los resultados y comparacion de las secuencias de 16S

ARNr de 9 cepas relacionadas y 1 grupo externo. La BAL aislada del café formo un clado con

lactobacillus plantarum con una similitud >98%. Asimismo, lactobacillus brevis presenta una

similitud del >93% con las cepas aislada y lactobacillus plantarum.



Andlisis de varianza

Andlisis de varianza para pH

Tabla 16

Andlisis de varianza para pH en el dia 0 de bioconservacion

52

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razoén-F Valor-P
cuadrados medio
EFECTOS PRINCIPALES
A (Hortalizas) 0,40 1 0,40 68,75 0,000167
B (Concentracion 0,06 1 0,06 11,00 0,016072
de solucion BAL)
C: Repeticion 0,01 3 0,003 0,43 0,668022
INTERACCIONES
A*B 0,19 1 0,19 32,82 0,001228
RESIDUOS 0,04 9 0,01
TOTAL 0,70 15

En la tabla 16 se muestran los resultados obtenidos del analisis de varianza para la

variable pH en el dia 0 de bioconservacion de hortalizas. Se encontré diferencia significativa

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

mientras que, las repeticiones no presentaron diferencia significativa.



Tabla 17

Andlisis de varianza para pH en el dia 5 de bioconservacion
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Fuente Suma de Gl Cuadrado medio Razoén-F Valor-P
cuadrados
EFECTOS PRINCIPALES
A (Hortalizas) 0,018 1 0,018 101,953 0,000055
B (Concentracién 0,114 1 0,114 631,8 0,000000
de solucion BAL)
C: Repeticion 0,0001 3 0,00005 0,323 0,735771
INTERACCIONES
A*B 0,249 1 0,249 1381,34 0,000000
RESIDUOS 0,001 9 0,0001
TOTAL 0,383 15

En la tabla 17 se muestran los resultados obtenidos del analisis de varianza para la

variable pH en el dia 5 de bioconservacién de hortalizas. Se encontré diferencia significativa

para el factor A (Hortalizas), factor B (Concentracién de solucion BAL) y la interaccion A*B,

mientras que, las repeticiones no presentaron diferencia significativa.

Tabla 18

Andlisis de varianza para pH en el dia 10 de bioconservacion

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
cuadrados medio
EFECTOS PRINCIPALES
A (Hortalizas) 0,007 1 0,0075 51,923 0,000362
B (Concentracion 0,051 1 0,0507 350,9 0,000001
de solucion BAL)
C: Repeticion 0,0001 3 0,000033 0,230 0,800656
INTERACCIONES
A*B 0,320 1 0,3201 2216,307 0,000000
Residuos 0,001 9 0,00014

TOTAL 0,379 15
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En la tabla 18 se muestran los resultados obtenidos del analisis de varianza para la
variable pH en el dia 10 de bioconservacion de hortalizas. Se encontro diferencia significativa
para el factor A (Hortalizas), factor B (Concentracion de solucion BAL) y la interaccion A*B,

mientras que, las repeticiones no presentaron diferencia significativa.

Andlisis de varianza para sélidos solubles

Tabla 19

Andlisis de varianza para sélidos solubles en el dia 0 de bioconservacién

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
cuadrados medio
EFECTOS PRINCIPALES
A (Hortalizas) 2,394 1 2,394 1284,482 0,000000
B (Concentracion 0,097 1 0,097 52,149 0,000357
de solucion BAL)
C: Repeticion 0,006 3 0,0031 1,703 0,259490

INTERACCIONES

A*B 0,010 1 0,0096 5,168 0,063370
Residuos 0,011 9 0,00186
TOTAL 2,519 15

En la tabla 19 se muestran los resultados obtenidos del analisis de varianza para la
variable soélidos solubles en el dia O de bioconservacion de hortalizas. Se encontré diferencia
significativa para el factor A (Hortalizas), factor B (Concentracion de solucién BAL) y la

interaccion A*B, mientras que, las repeticiones no presentaron diferencia significativa.
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Andlisis de varianza para sélidos solubles en el dia 5 de bioconservacién

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
cuadrados medio
EFECTOS PRINCIPALES
A (Hortalizas) 6,5712 1 6,5712 1133,50839 0,000000
B (Concentracién 7,36333333 1 7,36333333 1270,14854 0,000000
de solucion BAL)
C: Repeticion 0,00501666667 3 0,00250833333 0,432678486 0,66752015
INTERACCIONES
A*B 1,02083333 1 1,02083333 176,090081 0,000011
Residuos 0,0347833333 9 0,00579722222
TOTAL 14,995 15

En la tabla 20 se muestran los resultados obtenidos del analisis de varianza para la

variable soélidos solubles en el dia 5 de bioconservacion de hortalizas. Se encontré diferencia

significativa para el factor A (Hortalizas), factor B (Concentracion de solucién BAL) y la

interaccion A*B, mientras que, las repeticiones no presentaron diferencia significativa.

Tabla 21

Analisis de varianza para sélidos solubles en el dia 10 de bioconservacion

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
cuadrados medio
EFECTOS PRINCIPALES
A (Hortalizas) 15,8240 1 15,8240 14277,32 0,000000
B (Concentracién 0,62563 1 0,62563 564,481 0,000000
de solucion BAL)
C: Repeticion 0,0090 3 0,0045 4,0676 0,076478
INTERACCIONES
A*B 1,48403 1 1,484 1338,97 0,000000
Residuos 0,0066 9 0,00110
TOTAL 17,95 15
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En la tabla 21 se muestran los resultados obtenidos del analisis de varianza para la
variable sélidos solubles en el dia 10 de bioconservacién de hortalizas. Se encontré diferencia
significativa para el factor A (Hortalizas), factor B (Concentracion de solucion BAL) y la

interaccion A*B, mientras que, las repeticiones no presentaron diferencia significativa.

Andlisis de varianza para acidez titulable

Tabla 22

Andlisis de varianza para acidez titulable en el dia O de bioconservacion

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
cuadrados medio
EFECTOS PRINCIPALES
A (Hortalizas) 0,000597 1 0,000598 1424,25 0,000000
B (Concentracion 0,000151 1 0,00015 361,516 0,000001
de solucion BAL)
C: Repeticion 0,0000001 3 0,00000006 0,14010 0,87203
INTERACCIONES
A*B 0,00155 1 0,0015532 3700,84 0,000000
Residuos 0,0000025 9 0,00000042
TOTAL 0,002 15

En la tabla 22 se muestran los resultados obtenidos del analisis de varianza para la
variable acidez titulable en el dia O de bioconservacion de hortalizas. Se encontré diferencia
significativa para el factor A (Hortalizas), factor B (Concentracion de solucion BAL) y la

interaccion A*B, mientras que, las repeticiones no presentaron diferencia significativa.



Tabla 23

Andlisis de varianza para acidez titulable en el dia 5 de bioconservacion
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Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
cuadrados medio
EFECTOS PRINCIPALES
A (Hortalizas) 0,0005073 1 0,000507 214,931 0,000006
B (Concentracién 0,000509 1 0,0005092 215,703 0,000006
de solucion BAL)
C: Repeticién 0,0000033 3 0,00000167 0,7072 0,529944
INTERACCIONES
A*B 0,0000442 1 0,0000442 18,718 0,004948
Residuos 0,0000142 9 0,0000024
TOTAL 0,001 15

En la tabla 23 se muestran los resultados obtenidos del analisis de varianza para la

variable acidez titulable en el dia 5 de bioconservacién de hortalizas. Se encontrd diferencia

significativa para el factor A (Hortalizas), factor B (Concentracion de solucién BAL) y la

interaccion A*B, mientras que, las repeticiones no presentaron diferencia significativa.

Tabla 24

Analisis de varianza para acidez titulable en el dia 10 de bioconservacion

Fuente Suma de Gl Cuadrado medio Razén-F Valor-P
cuadrados
EFECTOS PRINCIPALES
A (Hortalizas) 0,00138675 1 0,00138675 3840,230 0,000000
B (Concentracién 0,000030083 1 0,0000301 83,3077 0,000097
de solucion BAL)
C: Repeticion 0,0000012 3 0,000000583 1,6154 0,274625
INTERACCIONES
A*B 0,00012675 1 0,000127 351,00 0,000001
Residuos 0,0000022 9 0,00000036

TOTAL 0,002 15
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En la tabla 24 se muestran los resultados obtenidos del analisis de varianza para la
variable acidez titulable en el dia 10 de bioconservacion de hortalizas. Se encontrd diferencia
significativa para el factor A (Hortalizas), factor B (Concentracion de solucion BAL) y la

interaccion A*B, mientras que, las repeticiones no presentaron diferencia significativa.

Andlisis de varianza para pérdida de peso

Tabla 25

Andlisis de varianza para pérdida de peso en el dia 5 de bioconservaciéon

Fuente Suma de Gl Cuadrado medio Razon-F Valor-P
cuadrados
EFECTOS PRINCIPALES
A (Hortalizas) 0,1640 1 0,1640 1891,68856 0,000000
B (Concentracion 0,0592 1 0,0592 682,920445 0,000000
de solucion BAL)
C: Repeticion 0,000078 3 0,00003898 0,449578193 0,6578
INTERACCIONES
A*B 2,42734303 1 2,42734303 27994,6984 0,000000
Residuos 0,000520 9 0,0000867
TOTAL 2,651 15

En la tabla 25 se muestran los resultados obtenidos del andlisis de varianza para la
variable pérdida de peso en el dia 5 de bioconservacion de hortalizas. Se encontrd diferencia
significativa para el factor A (Hortalizas), factor B (Concentracion de solucion BAL) y la

interaccion A*B, mientras que, las repeticiones no presentaron diferencia significativa.



59

Tabla 26

Andlisis de varianza para pérdida de peso en el dia 10 de bioconservacién

Fuente Suma de Gl Cuadrado medio Razén-F Valor-P
cuadrados
EFECTOS PRINCIPALES
A (Hortalizas) 54,784 1 54,7841 346005,053 0,000000
B (Concentracién 22,632 1 22,63 142942,31  0,000000
de solucion BAL)
C: Repeticion 0,000117 3 0,000058 0,368 0,706455

INTERACCIONES

A*B 48,642 1 48,6421 307213,474 0,000000
Residuos 0,00095 9 0,000158
TOTAL 126,060 15

En la tabla 26 se muestran los resultados obtenidos del analisis de varianza para la
variable pérdida de peso en el dia 10 de bioconservacion de hortalizas. Se encontré diferencia
significativa para el factor A (Hortalizas), factor B (Concentracién de solucién BAL) y la

interaccion A*B, mientras que, las repeticiones no presentaron diferencia significativa.

Prueba de significancia de Tukey para los factores de estudio
Resultados del estudio para las hortalizas (Factor A)

Tabla 27

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

Factor A pH Brix Acidez Pérdida
(Hortalizas) de peso
Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
0 5 10 0 5 10 0 5 10 5 10

Lechuga 6,2* 6,47% 6,66 3,122 251~ 261* 0,03* 0,02* 0,01 1,128 53"
Col 6,6° 655 6,61* 4,02° 399® 491® 0,04® 0,03® 0,03 0,88 1,03*




Figura 4

Estudio del efecto de las hortalizas (Factor A) en las variables de estudio
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En la tabla 27 se muestra como la col presenté valores mayores que la lechuga en las

variables: pH, sdlidos solubles y acidez, pero, en la variable pérdida de peso la lechuga obtuvo

un mayor resultado. Estos resultados se observaron en los dias 0, 5 y 10 del estudio.
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El pH de la lechuga aumenta con el transcurso del tiempo de 6,23 a 6,47 al dia5y 6,66

al dia 10. Para la Col el pH se mantuvo hasta el dia 5 en 6,60 y aument6 para el dia 10 en 6,61.

Los sélidos solubles para la lechuga disminuyeron para el dia 5 de 3,12 a 2,51 °Brix,

pero, para el dia 10 subieron a 2,61 °Brix. Para la col, los sélidos solubles disminuyen de 4,02 a

3,99 °Brix y el dia 10 aumentaron a 4,91 °Brix.

Para la acidez titulable, la lechuga present6 un porcentaje de acidez de 0,02% en los

dias 0 y 5, pero, para el dia 10 disminuyeron a 0,01%. Para la col, la acidez paso 0,04% a

0,03% en los dias 5y 10, respectivamente.

La pérdida de peso de la lechuga aument6 de 1,12 a 5,3 % para el dia 10. Para la col la

pérdida de peso aumento de 0,88 a 1,03% para el dia 10.

Resultados del estudio para la variable concentracion de solucion bacteriana (Factor B)

Tabla 28

Resultados del analisis Tukey para el factor B en las variables fisico-quimicas

Factor B pH Brix Acidez Pérdida
(Concentracion de peso
BAL)
Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia Dia
0 5 10 0 5 10 0 5 10 5 10
1% 6,344 6,414 6,708 3,668 2,464 3,534 0,0398 0,021% 0,020% 0,934 1,794
2% 6,49° 6,618 6,574 3,48% 4,038 3,998 0,032% 0,0348 0,0248 1,078 4,548
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Estudio del efecto de la concentracion de la solucion BAL (Factor B) en las variables de estudio
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Para la variable pH, la solucion bacteriana al 1% obtuvo un aumento de pH en el
transcurso de los dias, de 6,34 (dia 0) a 6,41 (dia 5) y 6,70 (dia 10). Para la solucién bacteriana

al 2%, el pH aumenté de 6,49 a 6,61 para el dia 5 y disminuy6 para el dia 10 a 6,57.

Los sélidos solubles para la solucion bacteriana al 1% disminuy6 de 3,66 a 2,46 °Brix y
aumento para el dia 10 a 3,53 °Brix. Para la solucion bacteriana al 2% los sélidos solubles

aumentaron de 3,48 a 4,03 °Brix y disminuyeron a 3,99 para el dia 10.

El porcentaje de acidez titulable para la solucién bacteriana al 1% disminuyé de 0,03 a
0,02 en los dias 5y 10, respectivamente. Para solucién al 2% el porcentaje de acidez se

mantuvo hasta el dia 5 en 0,02% y disminuyé para el dia 10 a 0,02.

La solucién bacteriana al 1% present6 un porcentaje de pérdida de peso de 0,93 a 1,79
para el dia 10. Para la solucién bacteriana al 2% el porcentaje de pérdida de peso aumentd de

1,07 a 4,54% para el dia 10.

Prueba de Tukey para las interacciones significativas en la bioconservacion
Anélisis de Tukey en la interaccién A*B (Hortaliza*Concentracion de solucién bacteriana)

Tabla 29

Resultados del analisis de la prueba Tukey para la interaccion A*B en las variables fisico

qguimicas del dia 0

Factor A Factor B pH Sélidos Acidez
(Hortalizas) (Concentracién solubles titulable
de solucion (°Brix) (%)
BAL)
Lechuga 1% 6,28 3,248 0,0217
Lechuga 2% 6,18% 3,014 0,036¢
Col 1% 6,48 4,08° 0,057P

Col 2% 6,8 3,96¢ 0,027®
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Tabla 30

Resultados del analisis de la prueba Tukey para la interaccién A*B en las variables fisico

guimicas del dia 5

Factor A Factor B pH Solidos Acidez Pérdida de

(Hortalizas) (Concentracion solubles titulable peso
de solucidn (°Brix) (%) (%)
BAL)
Lechuga 1% 6,234 2,024 0,030°¢ 0,608
Lechuga 2% 6,72° 3,0038 0,013* 1,64°
Col 1% 6,6¢ 2,928 0,039° 1,27¢
Col 2% 6,518 5,1¢ 0,02968 0,51
Tabla 31

Resultados del analisis de la prueba Tukey para la interaccién A*B en las variables fisico

guimicas del dia 10

Factor A Factor B pH Sélidos Acidez Pérdida de
(Hortalizas) (Concentracién solubles titulable peso
de solucién (°Brix) (%) (%)
BAL)
Lechuga 1% 6,568 2,037 0,0138 1,92¢
Lechuga 2% 6,76 3,28 0,012 8,69P
Col 1% 6,84° 5,03°P 0,028¢ 1,678

Col 2% 6,38% 4,8 0,038° 0,39%




Figura 6

Estudio del efecto de la interaccion A*B en la variable pH
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En a la figura 6, (interaccion A*B para la variable pH) existe diferencia significativa en

los tres dias de estudio. El pH de lechuga con 1% de solucién bacteriana redujo su pH hasta el
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dia 5, mientras que, la col con 2% solucién bacteriana disminuy6 su pH en el transcurso de los
dias. La lechuga con 2% de solucion bacteriana y col con 1% de solucion bacteriana

aumentaron su pH en los 10 dias de tratamiento.

Figura 7

Estudio del efecto de la interaccion A*B en la variable soélidos solubles
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En a la figura 7, (interaccion A*B para la variable sélidos solubles) existe diferencia

significativa en los tres dias de estudio. Los soélidos solubles para la interaccion de lechuga con
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1% de solucion bacteriana, lechuga con 2% de solucién bacteriana y col con 1% de solucién
bacteriana disminuyeron en el dia 5 y volvieron a subir al dia 10, mientras que, la col con 2% de

solucion bacteriana aumenté sus grados brix hasta el dia 5 y decayeron para el dia 10.

Figura 8

Estudio del efecto de la interaccion A*B en la variable acidez titulable
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En a la figura 8, (interaccion A*B para la variable acidez titulable) existe diferencia
significativa en los tres dias de estudio. La interaccion de col con 2% de solucion bacteriana

aumento su porcentaje de acidez titulable en el transcurso de los dias, mientras que, la lechuga
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con 1% de solucién bacteriana solo lo hizo hasta el dia 5. Las interacciones lechuga con 2% de
solucion bacteriana y col con 1% de solucion bacteriana disminuyeron su porcentaje de acidez

titulable con el lapso del tiempo.

Figura 9

Estudio del efecto de la interaccion A*B en la variable pérdida de peso
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En a la figura 9, (interaccion A*B para la variable pérdida de peso) existe diferencia
significativa en los tres dias de estudio. Todas las interacciones mostraron un aumento del
porcentaje pérdida de peso para el dia 5y 10, exacto, la interacciones col con 2% de solucion

bacteriana la cual no tuvo un gran aumentoé en su porcentaje de pérdida de peso para el dia 10.
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Andlisis microbioldgico
Recuento de aerobios

Tabla 32

Resultados del conteo de colonias en aerobios (UFC/mL) durante el dia5y 10

Tratamiento Dia 5 (Dilucion -3) Dia 10 (Dilucion -3)
Lechuga con 1% de soluciéon bacteriana 2,32E+05 3,40E+05
Lechuga con 2% de solucion bacteriana 1,90E+05 3,70E+05
Col con 1% de solucion bacteriana 3,74E+05 1,78E+05
Col con 2% de solucién bacteriana 2,45E+05 2,15E+05

En la tabla 32, se muestran los analisis microbiol6gicos durante los dias 5y 10. Se pudo
analizar un aumento de unidades formadoras de colonias en los dias de estudio. Se debe

tomar en cuenta la dilucién (-3) para la relacion del aumento de colonias.

Recuento de mohos y levaduras
Tabla 33

Resultados del conteo de colonias en mohos y levaduras (UFC/mL) durante el dia5y 10

Tratamiento Dia 5 (Dilucién -3) Dia 10 (Dilucién -3)
Lechuga con 1% de solucién bacteriana 9,00E+03 0
Lechuga con 2% de solucion bacteriana 1,50E+04 1,20E+04
Col con 1% de solucion bacteriana 7,00E+03 0
Col con 2% de solucién bacteriana 0 0

En la tabla 33, se muestran los resultados obtenidos del conteo de colonias en mohos y
levaduras (UFC/mL) durante el dia 5y 10. Se puede analizar como el tratamiento de col con
2% de solucion bacteriana no presento colonias en los dias 5 y 10. Mientras que el tratamiento
lechuga con 1% de solucién bacteriana, present6 1,10 E+04 UFC/mL en el dia 5 y para el dia

10 este nimero disminuy6 a 0.
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Andlisis de conglomerados

Figura 10

Dendrograma para los factores de estudio
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En la figura 10, se expone un dendrograma de vecinos mas proximos aplicados a los
diferentes tratamientos de estudio con las variables fisico-quimicas (pH, solidos solubles,
acidez titulable y pérdida de peso). Se observo una relacion entre los tratamientos col con 2%
de solucion bacteriana tiene una relacion con el tratamiento de col con 1% de solucion
bacteriana, mientras que, el tratamiento de lechuga con 1% de solucion bacteriana y lechuga
con 2% de solucion bacteriana se relacionaron y mostraron menos relacion con los otros

tratamientos.



Anélisis de componentes principales

Tabla 34

Matriz de correlacion de componentes principales
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pH pH pH SS SS SS Acide Acide Acidez Pérdid Pérdid

(Dia0) (Dia5) (Dial (Dia0) (Diab5) (Dial0) z z (Dial0) ade ade

0) (Dia0) (Diab) peso peso

(Dia b5) (Dia

10)

< pH 1,000 -,076 -7,14 0,740 0,884 0,647 -0,137 0,419 0,944 -0,653 -0,713
S (Dia0)

% pH -0,076 1,000 0,508 0,063 0,322 0,544 0,619 -0,401 0,065 0,797 0,587
= (Diab)

S pH -0,714 0,508 1,000 -0,123 -0,591 0,063 0,790 -0,026 -0,451 0,863 0,510
(Dia10)

SS 0,740 0,063 -0,123 1,000 0,532 0,866 0,488 0,815 0,914 -0,326 -0,765
(Dia0)

SS 0,884 0,322 -0,591 0,523 1,000 0,681 -0,083 0,014 0,811 -0,312 -0,303
(Diab)

SS 0,647 0,544 0,063 0,866 0,681 1,000 0,647 0,447 0836 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 0447 0,364 1,000 0,594 -0,466 -0,873
(Diab)

Acidez 0,994 0,065 -0,451 0,914 0,811 0,836 0,190 0,594 1,000 -0,483 -0,736
(Dial0)

Pérdida -0,653 0,797 0,863 -0,326 -0,312 0,072 0,628 -0,466 -0,483 1,000 0,820
de
peso
(Dia 5)

Pérdida -0,713 0,587 0,510 -0,765 -0,305 -0,361 0,069 -0,873 -0,736 0,820 1,000
de
peso
(Dia
10)

En la tabla 34, se puede analizar la matriz de correlacién de componentes principales

en la que las variables acidez, sélidos soluble y pérdida de peso presentaron una correlacion

positiva moderada (>0,5) entre ellas. La variable pH en los dias 0 y 5 se correlaciona con los

solidos solubles en los dias 0, 5y 10 con un valor promedio de 0,49. Asimismo, los sélidos

solubles en el dia 10 se correlacionan con la variable acidez en los dias 0, 5y 10. La variable
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pérdida de peso se correlaciona con la variable pH en los dias 5 y 10 con valores mayores a
0,58. Los solidos soluble presentaron una correlacion positiva muy baja con la variable pH en el
dia 5 con un valor de 0,063, de igual forma, la acidez obtuvo una correlacion baja con respecto

a la pérdida de peso en el dia 10 donde se mostro un valor de 0,069.

Tabla 35

Matriz de componentes

Componente
1 2 3

pH (Dia0) 0,949 -0,022 0,314

pH (Diab) -0,221 0,846 0,485

pH (Dial0) -0,598 0,683 -0,418

SS (Dia0) 0,868 0,436 -0,237

SS (Dia5) 0,710 0,175 0,682

SS (Dial0) 0,658 0,743 0,123
Acidez (Dia0) -0,005 0,934 -0,356
Acidez (Diab) 0,683 0,118 -0,721
Acidez (Dial0) 0,959 0,255 0,125
Pérdida de peso (Dia 5) -0,703 0,705 0,095
Pérdida de peso (Dia 10) -0,882 0,227 0,413

Tabla 36

Porcentaje de varianza total explicada

Varianza total explicada

Autovalores iniciales Sumas de las saturaciones al
cuadrado de la extraccion
Componente Total % de la % Total % de la %
varianza acumulado varianza acumulado
5,657 51,427 51,427 5,657 51,427 51,427
3,457 31,424 82,851 3,457 31,424 82,851
1,886 17,149 100,000 1,886 17,149 100,000

1,007E-013  1,061E-013 100,000
1,002E-013  1,019E-013 100,000
1,002E-013  1,015E-013 100,000
1,000E-013  1,003E-013 100,000
-1,002E-013  -1,014-013 100,000
-1,002E-013 -1,020E-013 100,000

© 0O ~NO O WN PR
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10 -1,004E-013 -1,035E-013 100,000
11 -1,007E-013 -1,064E-013 100,000
Figura 11

Gréfica de sedimentacion

Grafico de sedimentacion

Autovalores
i

0 €

Namero de componente

El la figura 11, se observa la gréfica de sedimentacion en donde se analizaron las 11
variables, 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 comparacién 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 demas componentes no presentan porcentajes

significativos (>1), por tal razén, no son destacables para su analisis dentro del estudio.
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Figura 12

Gréfica de componentes principales

Componente 2

En la figura 12, se analizaron los resultados de la grafica de componentes principales de
las 11 variables de estudio. Se puede analizar como en el componentes 3 se correlacionan los
sélidos solubles en dia 0 con la acidez del dia 10, de la misma manera, existe un correlacion
entre el pH dia 0 y los sélidos soluble en el dia 5. La acidez en el dia 0 se correlacion con los
sélidos solubles en el dia 10. En el componente 2, se puede observar una correlaciona entre la
pérdida de peso del dia 5 con el pH en el dia 5, asimismo, existe una correlacion entre el pH

del dia 5y el pH del dia 10.
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Analisis sensorial

Tabla 37

Analisis sensoriales de las hortalizas bioconservadas con diferentes concentraciones de

solucién bacteriana durante 10 dias

Atributo Tratamiento Dia 10
Textura Lechuga + Solucion bacteriana al 1% 3,018
Lechuga + Solucion bacteriana al 2% 2,514

Col + Solucién bacteriana al 1% 3,44¢

Col + Solucién bacteriana al 2% 3,5P

Color Lechuga + Solucion bacteriana al 1% 2,82A
Lechuga + Solucion bacteriana al 2% 2,804

Col + Solucion bacteriana al 1% 3,728

Col + Solucion bacteriana al 2% 3,758

Aroma Lechuga + Solucién bacteriana al 1% 3,118
Lechuga + Solucion bacteriana al 2% 2,86"

Col + Solucion bacteriana al 1% 3,52¢

Col + Solucion bacteriana al 2% 3,54¢

Nota: La escala de valores fue 4 excelente, 3 bueno, 2 regular, 1 malo.

En la tabla 37, se analizar los resultados del andlisis sensorial para determinar los
mejores tratamientos. Se pudo establecer que el tratamiento que presto mejore resultados de
Col + Solucion bacteriana al 2%, en los aspectos de textura, color y aroma durante los dias 10
de estudio. Para la variable lechuga se pudo observar que los mejores resultados se dieron en
el tratamiento de Lechuga + Solucién bacteriana al 1% ya que se obtuvieron valores de 3. La
mayoria de datos obtenidos fueron mayores al promedio excepto el tratamiento de Lechuga +

Solucion bacteriana al 2% que obtuvo mala aceptacion por los entrevistados.
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Capitulo V
Discusion
Las bacterias acido lacticas (BAL) son un grupo de microorganismos, que se pueden

encontrar en la mucosa intestinal de mamiferos, en plantas y algunos alimentos fermentados.
Estos se caracterizan por su forma de cocos o bacilos, gram positivos, tolerancia a pH bajos,
catalasa negativa y por producir &cido lactico producto de su fermentacion. Entre los géneros
mas frecuentes en fermentaciones tenemos, Lactobacillus, Pediococcus, Lactococcus,
Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus, etc. El uso de BAL para aplicaciones alimentarias
es seguro, por tal razén, en los ultimos afios ha crecido la demanda de asilar nuevas cepas de
BAL para poder ser usados en formulaciones de alimentos funcionales y saludables (Wang et

al., 2021).

Mediante los resultados de la fermentacion del mucilago de café, se pudo determinar
una disminucién en los sélidos solubles de ambas variedades. Segun Puerta-Quintero & Rios-
Arias (2011), los carbohidratos se encuentran en el mucilago de café en porcentajes entre el
7,50% a 9,82% del peso fresco del mucilago. Entre estos carbohidratos existen azlcares
reductores y no reductores, los cuales debido a procesos fermentativos son consumidos por las
bacterias y levaduras, por ende, los sélidos solubles disminuyeron a las 72 horas de
fermentacion. Asimismo, Avallone et al., (2006) mencionan que los polisacaridos presentes en
el mucilago del café son descompuestos por la acidez del medio y no por enzimas, esto se
puede deber a la produccion de acido lactico, acido acético, etanol y otros compuestos por
parte de las bacterias fermentadoras, lo cual puede afectar directamente a la disminucion del

pH y el incremento de la acidez con el tiempo (Jackels & Jackels, 2005).

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

fue Lactobacillus plantarum. Esta bacteria se presenta en forma de bastones con extremos
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redondos, rectos, miden de 0,9 a 1,1 um de ancho y de 3 a 8 ym de largo, estos pueden
presentarse de manera sola, en pares o cadenas cortas (Landete et al., 2010). Es ampliamente
distribuida y versatil, se la puede encontrar en diferentes alimentos, como pueden ser carnes,
pescados, lacteos y productos vegetales fermentados. L plantarum es utilizado para aumentar
la calidad y vida util de algunos productos, afiadir beneficios para la salud, asimismo, su
genoma puede ser utilizado para analizar los mecanismos que explican sus propiedades

intestinales especificas (de Vries et al., 2006).

Respecto al Factor A (Hortalizas)

Analizando los resultados fisico-quimicos de la variable hortalizas se obtuvo una
disminucion del pH en la Col hasta el dia 5, para posteriormente observar un aumento en el dia
10, segun Sharma & Rao, (2013), las interacciones de las plantas con los factores de estrés
ambiental, animales e insectos herbivoros, puede afectar en la manera de produccién de los
acidos por parte de las coles. Por lo contrario, 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).

Los sélidos solubles para ambas hortalizas disminuyeron para el dia 5. De acuerdo a
Sosa et al., (2022) 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 organicos, disminuyendo los sélidos solubles, pH y conllevando a un inhibicién
de algunos patégenos. Ademas, el aumento de los sélidos solubles en el dltimo dia 'y su
minimo cambio entre los dias puede ocurrir por la degradacion de los polisacaridos en
azucares simples, sin embargo, cominmente las hortalizas presentan bajas cantidades de
azucar, por lo que, la cantidad de sélidos solubles no es un indicador de calidad importante,
pero se relaciona con la preservacion de un sabor agradable durante el lapso del tiempo

(Vargas-Arcila et al., 2017).
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La acidez present6 una disminucion y poca variacion en ambas hortalizas. 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. También, Vargas-Arcila et al. (2017)
nombra que el porcentaje de acidez esta relacionada con los acidos organicos que presentan
las hortalizas, el cual disminuye durante el almacenamiento ya que es utilizado como sustrato
para hacer el proceso de respiracion. Puede existir un aumento de la acidez por consecuencia
del tipo de refrigeracion que causa un efecto directo al proceso de respiracion, volviéndola mas
moderada (Rodriguez et al., 2018). De igual forma, Agriopoulou et al. (2020) describen que el
dafio mecénico de las frutas y verduras frescas puede aumentar la tasa de respiracion, lo que

puede provocar un vida util corta del alimento.

Los resultados del porcentaje de pérdida de peso mostraron que existié una disminucion
de peso hasta el dia 10 en ambas hortalizas. Rodriguez et al., (2018) describe que las lechugas
tratadas con &cido lactico pueden afectar a sus tejidos, por lo que, puede que exista un relacion
entre la produccién de &cido lactico por parte de las BAL y exista un deterioro de los tejidos,
disminuyendo asi su porcentaje de peso. Asimismo, las condiciones de temperatura y humedad
usadas durante la conservacion pueden afectar a la disminucion del peso, pero, una pequefia
hidratacion a las verduras puede evitar estos cambios (Taiz et al., 2015), de igual forma,
Sanchez-Gonzélez et al, (2013) reporta que la pérdida de peso se puede deber a procesos

fisicos de migracién de agua desde los tejidos vegetales hacia el medio ambiente.

Respecto al Factor B (Concentracion de solucion bacteriana)
Para el factor B, se estudiaron los efectos de las distintas concentraciones de solucion

BAL rociadas a las hortalizas, observando sus cambios fisicos quimicos.

Para la concentracion de la soluciéon bacteriana, con respecto al pH, ambas
concentraciones aumentaron su pH en comparacion al dia 0. En donde, al comparar ambas

concentraciones en los dias de estudio, la concentracion al 2% obtuvo menor aumento de pH.
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Segun, Trias et al, (2009) la disminucién 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 disminucién de pH en comparacion en soluciones con menor concentracion. Por otra
parte, para poder producir bacteriocinas eficaces se necesitan condiciones de pH bajo en la
mayoria de los casos (Tumbarski et al., 2018). También, la sintesis de algunos metabolitos
primarios y secundarios antagonicos (acidos organicos, didxido de carbono, etanol, peréxido de
hidrégeno y diacetilo) son una de las caracteristicas principales para la bioconservacion, por lo
cual, la presencia de estos metabolitos puede afectar directamente a las condiciones fisico-

guimicas de la verdura (Oliveira et al., 2015).

En cuanto a los sélidos solubles, existid un aumento para la concentracion al 2% de
solucion bacteriana en los tres dias de estudio, mientras que, la solucion bacteriana al 1%
mostré una disminucion de los solidos solubles en el dia 5. Mello et al, (2003) menciona que la
lenta degradacion de los polisacaridos puede afectar directamente al aumento de los grados
Brix con el tiempo. La eficacia de dentro de los compuestos, las BAL usan los carbohidratos
para producir varios productos, lo que ocasiona la disminucién de los sélidos solubles dentro
del medio que se encuentren, de igual forma, la gran cantidad de bacterias en una solucién y

los factores extrinsecos cambien las propiedades de las hortalizas (Dalié et al., 2010)

La acidez aument6 en la solucion al 2%, pero la solucién bacteriana al 1% mostro
valores bajos de pH en el transcurso de los dias. 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. El &cido lactico acidifica el
entorno y permite la inhibicion de algunos patdgenos. Ademas, Thomas (2018) describe que las
BAL inhiben el crecimiento de microorganismo patdgenos y el deterioro de los alimentos,

mejoran su vida Gtil y calidad nutritiva, esto mediando la produccién de acido acético, acido
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lactico, la reuterina, peroxido de hidrégeno y las bacteriocinas, lo que concuerda con el

aumento de la acidez en los resultados obtenidos.

Con respecto al porcentaje de pérdida de peso se pudo analizar una mayor pérdida de
peso en la solucién bacteriana al 2%, esto se puede deber a la mayor cantidad de
microorganismo presentes en la solucion. 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).

Respecto a la interaccion A*B (Hortalizas* Concentracion de solucién bacteriana)
La bioconservacion de hortalizas con diferentes concentraciones de solucion bacteriana

mostro diferencia significativa entre las hortalizas y las concentraciones de solucién bacteriana.

Para el pH, los tratamientos de col con solucién bacteriana al 2% y lechuga con solucién
bacteriana al 1%, obtuvieron una disminucién de su pH de 6,8 (dia 0) a 6,38 (dia 10) para col
con solucién bacteriana al 2%, mientras que, para lechuga con solucién bacteriana al 1% se
obtuvo un pH de 6,28 (dia 0) a 6,23 (dia 5). Sin embargo, el tratamiento lechuga con solucion
bacteriana al 2% y col con solucién bacteriana al 1% aumentaron sus valores de pH durante el
transcurso de los dias. La disminucion del pH en los tratamientos se debe a la produccién de
los metabolitos secundarios (acidos organicos) que producen las BAL, estas presentan
actividad antifingica y protegen a las células del huésped de infecciones. Asimismo, las BAL
ayudan a fomentar la biodegradacion, ya que aceleran el contenido orgénico del suelo y
producen metabolitos de acidos organicos y bacteriocinas (Raman et al., 2022). Segun los
resultados del estudio, Cheng et al. (2022), presentaron de igual forma disminucién de pH al
aplicar bacterias acido lacticas para el ensilaje de avena, y el aumento de pH de los otros
tratamientos se puede deber a las temperaturas ambientes que se usaron durante el estudio,
segun Bernardes et al. (2018) la temperatura ambiente puede retrasar o detener la produccion

de &cido lactico por parte de las BAL, lo cual podria influir en un aumento del pH.
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Para los sélidos solubles, el tratamiento de lechuga con solucion bacteriana al 1%
present6 un disminucion de sus valores de 3,24 (dia 0) a 2,03 (dia 10) °Brix, por lo contrario, en
los tratamientos lechuga con solucién bacteriana al 1%, col con solucién bacteriana al 1% y col
con solucion bacteriana al 2% existiéo un aumento de valores de solidos solubles. La capacidad
gue tienen las BAL de consumir los carbohidratos presentes en su hospedador es importante
para producir sus acidos organicos, disminuyendo asi el pH y los sdlidos solubles del entorno
(Cheng et al., 2022). Mello et al. (2003) indica que un aumento de los solidos solubles se puede

deber a la lenta degradacién de compuestos complejos por parte de las BAL.

Los resultados de la acidez titulable, el tratamiento de col con solucién bacteriana al 2%
obtuvo un aumento de su porcentaje de acidez del dia 0 (0,027%) al dia 10 (0,038%), mientras
que, la lechuga con solucion bacteriana al 1% presenté un aumento del dia 0 (0,021%) al dia 5
(0,030), pero, los tratamientos de lechuga con solucién bacteriana al 2% y col con solucion
bacteriana al 1% presentaron una disminucién de sus porcentaje de acidez con el transcurso
de los dias. El aumento de los porcentajes de acidez en los tratamientos se debe al producto
final de las BAL el &cido lactico, entre otros componentes. Cuando la acidez llega a un cierto
porcentaje, el proceso de convertir carbohidratos en acidos organicos se ralentiza, pero las
enzimas siguen funcionando. También, el aumento de la acidez es significativamente favorable,
ya que permite controlar el crecimiento del organismo de descomposicidn y ayuda a prolongar
la vida atil de las hortalizas (Fan & Hansen, 2012). Marin et al. (2017), describe que la
disminucién de los acidos se puede deber al proceso respiratorio de las hortalizas, retrasando

la produccion de acidos organicos por parte de las BAL.

El porcentaje de pérdida de peso para el tratamiento de col con solucion bacteriana al
2% existié una disminucion del 0,51% (dia 5) a 0,39 % (dia 10), sin embargo, para los
tratamientos de lechuga con solucién bacteriana al 1%, lechuga con solucién bacteriana al 2%

y col con solucién bacteriana al 1% existié un aumento en el porcentaje de pérdida en el dia 10.
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La pérdida de peso puede deberse a disminucion del agua en las hortalizas, esto debido al
deterioro provocado por microorganismo, pérdida mecénicas, entre otras. La mayoria de las

hortalizas poseen una alta perecibilidad, debido a sus niveles respiratorios (Nunes et al., 2011).

Analisis microbiolégico

En andlisis microbiol6gico, el conteo en aerobio aumenté en los tratamientos en el
transcurso de los dias, menos en los tratamientos, de col con solucion bacteriana al 1% y col
con solucion bacteriana al 2%. En el conteo de mohos y levaduras, para el dia 10 solo los
tratamientos lechuga con solucién bacteriana al 1%, col con solucién bacteriana al 1% y col con
solucién bacteriana al 2% presentaron 0 UFC/mL. Las bacterias acido lacticas pueden producir
algunas sustancias antimicrobianas que pueden afectar a cepas patdgenas o indeseables. El
peroxido de hidrogeno y los radicales libre presentan una actividad bacteriostatica, estas al
asociarse al sistema lactoperoxidasa/tiocianato, el peréxido forma nuevos compuestos
inhibidores que son bacteriostaticos para las bacterias lacticas y bactericidas para las bacterias

Gram negativas (Piard & Desmazeaud, 1991).

Asimismo, algunas bacterias acido lacticas sintetizan compuestos antifingicos los
cuales son usados para prevenir o controlar el deterioro de alimentos durante su
almacenamiento. El acido lactico reduce el pH, por lo que, puede inhibir el crecimiento de
diversos microorganismos o hasta incluso llegar a matar a las bacterias susceptibles. Ellos
afectan a la membrana del hongo e inhiben la absorcién de amino&cidos. De igual forma, la
disminucion del pH aumenta la actividad antifungica de diversos &cidos. Uno de los
componentes principales que sintetizan las BAL es la reuterina. Esta se la conoce por inhibir el
crecimiento de especies de Fusarium y Aspergillus (Perczak et al., 2018). Segun Zinedine et al.
(2005) mencionan que existen diferentes especies de BAL que pueden eliminar micotoxinas,
entre estas tenemos, Lactobacillus acidophilus, L. rhamnosus, L. rhamnosus, L. plantarum, L.

lactis, Bifidobacterium bifidum y Streptococcus thermophilus, cada una de estas actuando de
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manera diferente en la disminucién de micotoxinas, siendo L. rhamnosus es la mas versatil y

eficaz.

Capitulo VI
Conclusiones
En relacion a la caracterizacion fisico-quimica del mucilago de café, se concluye que
existid diferencia entre el mucilago fresco y fermentado durante las 72 horas. Para ambas
variedades, se pudo determinar una disminucion del pH y grados Brix, por otra parte, existié un
aumento de la acidez para ambas variedades, producto de procesos fermentativos. En la
variedad arabica se 6,1x10"5 en aerobios y 7,8x10"5 en mohos y levaduras, mientras que,

para la variedad robusta, 5,8x10"5 en aerobios y 1,2x10"5 en mohos y levaduras.

Se concluye que la bacteria acido lactica que fue aislada de la fermentacion del café y
fue utilizada para la elaboracion de la solucién bacteriana es Lactiplantibacillus plantarum,

presentado una forma de bacilo, gram positiva y catalasa negativa.

Factor A (Hortalizas)

En cuanto a las hortalizas conservadas con diferentes concentracion de solucion BAL
se concluye que la Col presenté una disminucién del pH hasta el dia 5, mientras que, la
lechuga aumento sus valores en el transcurso del tiempo. Los sélidos solubles disminuyeron en
el dia 5 y volvieron a aumentar en el dia 10, debido a la lenta degradacion de los polisacaridos
en azUcares simples, asimismo, la acidez para ambas hortalizas disminuyé, esto debido al
proceso respiratorio vegetal. En la variable pérdida de peso, la lechuga presentdé mayor

porcentaje de pérdida de peso en comparacion a la col.

Por tal razén, analizando la variables donde se entr6 diferencia significativa, se acepta
la hip6tesis alternativa y se concluye que el uso de las BAL si influye en la bioconservacion de

hortalizas.



84

Factor B (Concentracion de solucion bacteriana)

Analizando los resultados de las pruebas fisico quimicas, se concluye que existio
diferencia significativa entre las dos concentraciones de solucion bacteriana utilizada durante el
estudio. El pH con la concentracion bacteriana al 2% presenté una disminucién del pH en el dia
10 del estudio. En los soélidos solubles la concentracion bacteriana al 1% present6 una
disminucion al dia 5, mientras que, el porcentaje de acidez aumenté con la concentraciéon al 2%

en el dia 5.

Para el andlisis microbiologico, se concluye que el tratamiento que utilizo solucién

bacteriana al 1% no presenté mohos y levaduras para el dia 10.

Por lo que, analizando los resultados obtenidos se acepta la hipétesis alternativa y se
concluye que la aplicacion de distintas concentraciones de solucién bacteriana influye en la

bioconservacion de las hortalizas.

Respecto a la interaccién A*B (Hortalizas* Concentracién de solucién bacteriana)
Analizando los resultados, se concluye que los tratamiento de col con solucion
bacteriana al 2% y lechuga con solucién bacteriana al 1% presentaron una disminucién en sus
valores de pH en el transcurso del tiempo. Para los sélidos solubles los mejores resultados los
presento el tratamiento de lechuga con solucion bacteriana al 1% y col con solucién bacteriana
al 1%, con una disminucién de sus soélidos solubles. Con respeto al porcentaje de acidez los
tratamientos col con solucién bacteriana al 2% y lechuga con solucién bacteriana al 1%
presentaron un aumento en el transcurso de los dias. El porcentaje de pérdida de peso, los
tratamientos col con solucién bacteriana al 2% y col con solucién bacteriana al 1% mostraron

mejores resultados.

Por otra parte, los tratamientos col con 2% de solucion bacteriana, col con 1% de

solucién bacteriana, presentaron menor cantidad de aerobios en el dia 10, mientras que, para
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mohos y 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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Recomendaciones

Una vez aislado e identificado Lactiplantibacillus plantarum en el mucilago de café se
recomienda realizar un andlisis 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
inhibicién de L. plantarum frente a bacterias y hongos patégenos. 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-
guimicas y bacterianas, como pH, acidez, pérdida de peso y conteo bacteriano, se recomienda
utilizar la solucién bacteriana en la lechuga hasta el dia 5 de conservacion, mientras que, para

la col se recomienda utilizar la soluciéon bacteriana hasta el dia 10.

En cuanto a las diferentes concentraciones de solucion bacteriana, se recomienda
utilizar la concentracién al 1% de solucion 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 solucion bacteriana al 1% y 2% ya que hubo una disminucion de colonias al dia

10.
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