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Resumen
En el Ecuador, las hortalizas y frutas son generalmente utilizadas en la industria alimentaria como parte
de productos conservados, enlatados, el almibar y ensaladas de frutas, sin embargo, debido al poco
tiempo de vida util, se suelen utilizar conservantes quimicos, y una alternativa a estos conservantes es el
uso de bioconservantes a base de microorganismos inhibidores de patégenos. Por otra parte, el cultivo
del cacao en Ecuador es muy amplio y tiene gran historia en el pais, sin embargo, no se ha aprovechado
todo el potencial que ofrece el cacao aparte de su uso alimenticio, dejando de lado el potencial
microbioldgico que tiene los residuos del mismo, especialmente el mucilago y la placenta. En el presente
estudio se obtuvo y caracterizd bacterias acido lacticas a partir de la fermentacién de la placenta de dos
variedades de cacao (Nacional y CCN-51) con el fin de elaborar un bioconservante con dos
concentraciones diferentes para aplicarlo en dos vegetales minimamente procesados como son el
tomate y uvilla y en dos condiciones diferentes (con y sin refrigeracién) para evaluar la efectividad de las
bacterias acido lacticas en la conservacién de los vegetales, esta evaluacién se la realizéd mediante
caracteristicas fisicoquimicas (pH, acidez, humedad, ceniza y dureza) y microbioldgicas (recuento
microbiano). El resultado del estudio mostro resultados positivos en la bioconservacién de los vegetales
frente a microorganismos patdgenos. Ademads, se demostré que una mayor concentracion de
bioconservante influye notablemente en la efectividad de la conservacién, mientras que el
acondicionamiento tiene una influencia menor pero no menos importante sobre la conservacion, asi
mismo el tipo de vegetal que se use afectard los resultados de una u otra manera. Se espera en un
futuro seguir ampliando el estudio de las bacterias acido lacticos como agente conservante y la posterior

comercializacion de bioconservantes que reemplacen a los quimicos.

Palabras clave: cacao, bioconservante, bacteria acido lactica, vegetal
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Abstract
In Ecuador, vegetables and fruits are generally used in the food industry as part of preserved products,
canned products, syrup and fruit salads, however, due to the short shelf life, chemical conservatives are
often used, and an alternative to these conservatives is the use of bioconservatives based on pathogen-
inhibiting microorganisms. On the other hand, cocoa cultivation in Ecuador is very extensive and has a
long history in the country; however, the full potential of cocoa has not been exploited, apart from its
food use, leaving aside the microbiological potential of cocoa residues, especially mucilage and placenta.
In the present study, lactic acid bacteria were obtained and characterized from the fermentation of the
placenta of two varieties of cocoa (Nacional and CCN-51) in order to elaborate a bioconservative with
two different concentrations to be applied in two minimally processed vegetables such as tomato and
goldenberry and in two different conditions (with and without refrigeration) to evaluate the
effectiveness of lactic acid bacteria in the conservation of vegetables, This evaluation was carried out by
means of physicochemical (pH, acidity, humidity, ash and hardness) and microbiological (microbial
count) characteristics. The results of the study showed positive results in the bioconservation of
vegetables against pathogenic microorganisms. In addition, it was shown that a higher concentration of
bioconservative has a significant influence on the effectiveness of conservation, while conditioning has a
lesser but no less important influence on conservation, likewise the type of vegetable used will affect
the results in one way or another. It is expected in the future to continue expanding the study of lactic
acid bacteria as a preservative agent and the subsequent commercialization of bioconservatives to

replace chemical conservatives.

Keywords: cocoa, bioconservative, acid lactic bacteria, vegetable
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Capitulo |

Introduccion

El cacao (Theobroma cacao L.) es un arbol que tiene su origen en las regiones tropicales del
continente americano, especificamente en el territorio centro y sudamericano, aunque no se sabe a
ciencia cierta el lugar especifico de origen debido al estilo de vida ndmada que llevaban los primeros
habitantes del continente. Las zonas habituales donde crece es en las regiones humedas de las selvas
tropicales que comprende paises como Colombia, Ecuador, Pera y Brasil. En el Ecuador, el cacao crece a
lo largo de la creacidn litoral y la Amazonia gracias a las condiciones climaticas, y ha sido uno de los
productos pilares de la base econdmica del pais entre los afios 1860 y 1920 en la época denominada
“Pepa de oro”, y continda siendo actualmente uno de los productos referentes en lo que se refiere a
exportacién (Ledn-Villamar et al., 2016).

Dentro del Ecuador, existen diferentes variedades de cacao, entre las mas conocidas se
encuentran el hibrido denominado CCN-51 el cual resalta debido a su tolerancia a enfermedades que
acechan el cacao, asi como gran productividad de la siembra y alta calidad de la fruta, y se encuentra
también el cacao fino de aroma Nacional, el cual posee caracteristicas individuales que lo hacen Unico y
distinto, entre ellas su peculiar aroma y su sabor “arriba” (Andrade-Almeida et al., 2019). Estas 2
variedades han sido de gran importancia en la zona cacaotera del Ecuador, y en la provincia de Santo
Domingo de los Tsachilas donde en el afio 2018 se registrd 19837 ha cultivadas con Theobroma cacao L.
lo que refleja una gran proyeccién para el uso que se puede dar a los residuos que genera la cosecha del
cacao (Anzules-Toala et al., 2018).

Dentro del proceso de cosecha y seca de la almendra de cacao se generan residuos como la
baba, placenta y cdscara de la mazorca, y que, debido al desconocimiento general de las propiedades

fisico quimicas y microbioldgicas que poseen estos residuos, junto con la carencia de innovacion, falta
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de incentivo y tecnologia para el manejo y transformacién de estos desechos, no se han logrado
explotar adecuadamente para la obtencién de productos, bebidas o conservantes (Santana et al., 2019).
Dentro de los varios usos que se les puede dar a los desechos de los residuos del cacao, se
encuentra uno que ha tomado impulso en los Ultimos afos, el uso de los microorganismos presentes en
los residuos para la elaboracién de bioconservantes de alimentos y frutas, especialmente aquellos que
no hayan sido procesados (IV Gama), el uso de las bacterias acido lacticas presentes en residuos de
Theobroma cacao L. asi como de otras frutas o fermentaciones puede servir como una barrera extra
para el control e inhibicién del crecimiento de agentes patédgenos después del proceso de lavado con
hipoclorito de sodio, ademds de mejorar la calidad microbiolégica de los alimentos y evitar la alteracion

de sus propiedades organolépticas (Mondragdn et al., 2013).
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Objetivos
Objetivo General
Obtener y Caracterizar bacterias acido lacticas en dos variedades de cacao (Placenta) Nacional y

CCN-51, para la bioconservacién en vegetales minimamente procesados (IV Gamma).

Objetivos Especificos
Aislar y caracterizar bacterias acido lacticas presentes en la placenta de cacao considerando dos

variedades: Nacional y CCN-51.

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

vegetales minimamente procesados (IV Gamma): Uvilla y Tomate.

Determinar mediante analisis fisico quimicos y microbioldgicos la influencia del bioconservante

aplicado en los vegetales minimamente procesados (IV Gamma).
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Hipdtesis
Hipoétesis para el factor A (Concentracion de solucién bacteriana)
Ho: La aplicacién de solucidn bacteriana con diferentes concentraciones no influye en la

bioconservacion de los vegetales.

Ha: La aplicacion de solucidn bacteriana con diferentes concentraciones influye en la

bioconservacion de los vegetales.

Hipdtesis para el factor B (Vegetales)

Ho: El tipo de vegetal no influye en la bioconservacién con bacterias acido lacticas.

Ha: El tipo de vegetal influye en la bioconservacidn con bacterias acido lacticas.

Hipétesis para el factor C (Acondicionamiento)

Ho: La temperatura ambiente y refrigeracién no influyen en la bioconservaciéon de los vegetales.

Ha: La temperatura ambiente y refrigeracion influyen en la bioconservacion de los vegetales.

Hipétesis para la interaccion AXBXC
Ho: El efecto de las interacciones entre los factores concentraciones de solucién bacteriana, tipo

de vegetal y acondicionamiento no influye en la bioconservacidn con bacterias acido lacticas.

Ha: El efecto de las interacciones entre los factores concentraciones de solucion bacteriana, tipo

de vegetal y acondicionamiento influye en la bioconservacidn con bacterias acido lacticas.
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Capitulo I

Revision de literatura

Cacao (Theobroma Cacao L.)

Generalidades

Theobroma cacao es la materia prima que funciona de base que sostiene la millonaria industria
del chocolate, siendo la principal fuente de ingresos de alrededor de 6 millones de productores de esta
fruta en todo el mundo. Este drbol de talla pequefia pertenece a la familia Malvaceae y de la cual se
conocen actualmente mas de 20 variedades. Tiene un origen americano, aunque no se puede saber a
ciencia cierta cual es el lugar de origen, varios estudios sugieren que el cacao es originario de América
del Sur, en las regiones amazénicas que comprende paises como Brasil, Colombia, Perud y Ecuador,
siendo estas regiones donde se ha encontrado mayor variabilidad de esta especie (Enriquez & Paredes,

1987).

Este arbol perennifolio generalmente tiene una altura de 4 a 7 metros cuando se trata de una
especie cultivada, y puede llegar a medir hasta 20 metros cuando se trata del cacao silvestre. Posee una
copa baja y extendida de hojas elipticas. Las flores se presentan en racimos en todo el tronco y ramas, y
de las cuales nace el fruto, que se presenta como una baya grande que cominmente se le denomina
“mazorca”. Esta mazorca puede variar en color y forma dependiendo de |a especie, suele tener una
longitud de 15 a 30 cm y consta de unas 30 a 40 semillas en su interior, estas semillas estan recubiertas

de una masa de pulpa (De Souza et al., 2018).

En cuanto al habitat, el cacao crece en ambientes donde la temperatura media anual sea
elevada, una temperatura media diaria de 20 a 30 °C, es decir un clima humedo, con precipitaciones
anuales de 1300 a 2800 mm por afio. El cacao es una especie con gran facilidad de adaptacién a climas

muy variables, ademas es conocida por ser una especie adaptada a la sombra. Theobroma cacao



25

comienza a producir flores en el tercer y sexto afio, y al momento de la cosecha del fruto, suelen

producir alrededor de 3,7 toneladas/ha anual del grano (Jaimez et al., 2008).

Taxonomia

El estudio taxondmico del cacao ha sido ampliamente estudiado y delimitado, ha sido ubicado

como especie, en la siguiente clasificacidon taxonémica que se presenta en la Tabla 1.

Tabla 1

Taxonomia correspondiente al cacao.

Theobroma Cacao L.

Reino Plantae
Tipo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Malvales
Familia Malvaceae
Género Theobroma
Especie cacao L.

Nota. Recuperado de Leon J., 1968

Variedades

El cacao es una especie que cuenta con una rica y extensa cantidad de variedades, algunos
estudios detallan que cuenta con alrededor de 12000 variedades, sin embargo, en el continente
americano predominan 3 variedades: Criollo, Forastero y Trinitario, las cuales se usan mayormente para
la produccion y comercializacion de productos derivados del cacao. Sin embargo, en Ecuador y Peru
existe otra variedad muy usada y con propiedades organolépticas un tanto diferente al resto, estamos

hablando de la variedad “Nacional” o también denominada “Cacao Arriba” (Enriquez, 1985).
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Criollo. Esta variedad se caracteriza por tener mazorcas cilindricas, con diez surcos distribuidos
en cinco pares, la cascara de ésta tiene bien acentuada las rugosidades. En su interior tienen una ligera
capa lignificada ubicada en el centro del pericarpio. El color de mazorca de esta variedad suele tener
tonalidades verdes y cuando maduran pueden cambiar a tonos rojizos o anaranjados. Las semillas son
blancas y de forma ovoide o cilindrica. Los arboles suelen ser mas bajos de lo comin y menos robustos

(De Farinas et al., 2002).

Forastero. A esta variedad se le suele llamar también amazdnico, se caracteriza por tener la
mazorca de forma ovoide o amelonada, los surcos son mas profundos y marcados, la cascara suele ser
mas lisa o en algunos casos, ligeramente arrugada, tiene los extremos redondeados y no en punta, en
algunos casos suelen tener cuello de botella en la base de la mazorca. Las tonalidades del fruto suelen ir
desde verde, blanquecino, hasta un rosa leve. Las semillas tienen un color morado, son pequefias y
aplanadas. El arbol es mas vigoroso y robusto que el criollo, y actualmente es el que mas se produce

debido a su precocidad y resistencia a las plagas (Quintero & Diaz, 2004).

Trinitario. Esta variedad es un hibrido resultado entre el cruce espontdneo de las especies
criollo y forastero. Cominmente esta variedad mezcla las 2 cualidades de sus predecesores, teniendo
como caracteristicas que es un arbol vigoroso con aroma de cacao criollo y la mayor productividad del
cacao forastero, las mazorcas tienen caracteristicas intermedias entre las 2 variedades que le dieron

origen (Motomayor et al., 2003).

Nacional. Esta variedad también conocida como “Cacao Arriba” o “Cacao fino de aroma” es de
origen ecuatoriano. La principal caracteristica que distingue a esta variedad de otras es su potente
aroma frutal y su sabor Unico, la mazorca del cacao nacional tiene forma amelonada, las semillas tienen
un color violeta, y cuentan con un potente olor frutal, el arbol es robusto, de follaje denso. Las mazorcas

comunmente tienen tonalidades amarillentas o anaranjadas. Actualmente existen pocas semillas de
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grano puro debido a la introduccidn de un germoplasma no relacionado, lo cual ha dado como resultado

plantaciones hibridas (Bhattacharjee & Akoroda, 2018).

CCN-51. En el Ecuador, el botdnico Homero Castro en la década de 1960 desarrollé la variedad
denominada “Coleccion Castro Naranjal 51 (CCN-51) el cual pertenece a grupo de especies hibridas, esta
variedad es considerada de alta produccidn y rendimiento, se caracteriza por tener mazorcas con forma
eliptica u ovoide, que va desde tonalidades rojizas hasta anaranjadas y moradas, ademas de tener
surcos profundos y rugosidades bien marcadas. Esta variedad ha entrado en competencia con la
variedad Nacional dentro del territorio ecuatoriano, esto debido a la mayor rentabilidad de produccién a

comparacién con la Nacional (Abad et al., 2020).

Composicion de la mazorca del cacao

La fruta del arbol de cacao consta de una mazorca que a rasgos generales tiene una cascara
dura, de textura rugosa y con surcos (puede variar de especie a especie) dentro consta de la pulpa color
blanquecino, la placenta que es aquella que une los racimos de semillas, las cuales se encuentran
rodeadas de una baba blanquecina y con aroma potente. El grano del cacao es la principal materia prima
que se utiliza del fruto con fines de comercializacién de productos derivados del mismo. La composicion
de los granos consta de proteinas y aminodcidos comoa-amilasa, B-fructosidasa y B-glucosidasa,
teobromina y cafeina en cantidades minimas (alrededor de 1,2 % de la composicion total), la grasa
compuesta generalmente de un 97 % de triglicéridos y de 0,5 a 2% de acidos libres, carbohidratos
(mayoritariamente almiddn). Otros compuestos en menor proporcidn presentes en el cacao son

compuestos volatiles y aromaticos (Torres Moreno, 2012).

Placenta del cacao
La placenta del cacao se encuentra dentro del cacao y tiene la funcién de ser el eje central de la

mazorca, uniendo los granos del cacao, fisicamente se caracteriza por ser de textura blanda, color
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blanquecino, aspecto fibroso y algo himedo. En cuanto a la composicion de la placenta, se detalla en la
Tabla 2. La placenta contiene alto contenido de azlcares, fibray proteina cruda, ademas segun varios
estudios contiene una considerable cantidad de compuestos fendlicos. La placenta junto con el mucilago
y el cascardn de cacao forman los residuos que para la industria no se utilizan en el proceso de
obtencion de productos, ignorando las propiedades antioxidantes y de antimicrobianas que contienen

estos residuos (Vera et al., 2021).

Tabla 2

Componentes de la placenta de cacao.

Componente Base humeda (%)
pH 5,41
Acidez titulable 0,12
Humedad 83,52
Materia seca 0,77
Cenizas 16,48

Nota. Recuperado de Vera Chang & Tapia Garcia, 2016

Fermentacion de la placenta del cacao

El término “fermentacion” se deriva del latin fervere que significa hervir, y describe la accidn de
la levadura que tiene sobre extractos ya sea de fruta o de cereales, este proceso da como resultado la
aparicion de burbujas de diéxido de carbono debido al catabolismo anaerébico de los azlcares
presentes en los extractos. La fermentacion de la placenta del cacao, al igual que ocurre con la
fermentacién del mucilago y la pulpa del cacao, se inicia debido a la presencia de levaduras.
Generalmente la placenta del cacao antes de la fermentacién suele tener un pH acido, variando de 3 a 4,

esto debido al contenido de acido citrico que se encuentra en la placenta (Stanbury et al., 2016).
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Dentro de los cambios visibles a simple vista de la fermentacién de la placenta, se tiene el
cambio de la pigmentacién del mosto de la placenta, de un color blanquecino o violeta a marrén claro,
la presencia de burbujas de CO, debido a la transformacidn de azucares en alcohol gracias a las
levaduras. Las levaduras son hongos unicelulares y son imprescindibles en el proceso de la fermentacion
de la placenta ya que estos hongos son los encargados de transformar los carbohidratos en energia,
generando etanol y CO,. Este proceso se da en condiciones anaerdbicas, estas condiciones junto con la
presencia de las levaduras en el proceso, favorecen el desarrollo de las bacterias acido lacticas, las
cuales en un tiempo de 48 a 96 horas de iniciada la fermentacién ya se encuentran desarrolladas, para
posteriormente producirse la fermentacién acética, en donde gracias al descenso del pH y a laremocién
del ambiente, se transforma el etanol en acido acético (CHsCOOH) mediante una oxidacién fermentativa

(Teneda Llerena, 2016).

Productos minimamente procesados (IV Gama)

Los productos minimamente procesados se definen a aquellas verduras y frutas que han pasado
por un minimo proceso antes del envasado, este proceso minimo puede ser un lavado, un troceado o
pelado, dependiendo de la hortaliza y del producto final. Esta gama de productos se caracteriza por no
Ilevar ni preservantes, ni aditivos, ademas de que en algunos casos se envasan en bolsas con atmdsfera
controlada (sellado al vacio). Es recomendable mantener estos productos en cadena de frio para una
vida util apta para el consumo humano de aproximadamente 10 dias (Gomez et al., 2007). Estos
productos forman parte de la clasificacidn de alimentos donde existen 5 gamas y se detallan en la tabla

3.
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Tabla 3

Clasificacion de la gama de los alimentos.

Gama de los alimentos
| GAMA Frutas y hortalizas que se venden en su estado fresco,

conservadas por deshidratacién y/o encurtidas.

Il GAMA Frutas y hortalizas que se comercializan en conserva.

Il GAMA Frutas y hortalizas que se comercializan congeladas.

IV GAMA Frutas y hortalizas minimamente procesadas, con venta en
fresco.

V GAMA Frutas y hortalizas que son cocinadas y se almacenan

refrigeradas.

Nota. Recuperado de Pefaur, 2014

Los vegetales minimamente procesados (VMP) suelen presentar caracteristicas organolépticas y
nutricionales parecidas a las frutas y hortalizas frescas, con la ventaja de que son faciles de usar al
consumidor, esto debido a que ha tenido un proceso previo al envasado, permitiéndole al consumidor
evitar lavar el producto, trocearlo o pelarlo, lo cual agiliza el trabajo en las preparaciones culinarias
rapidas. Un factor importante a tener en cuenta aparte de la inocuidad y seguridad del producto, es el
control y minimizacién de los factores que afecten la estructura original del vegetal, que altere sus
propiedades organolépticas, microbianas o nutricionales. Como el principal objetivo de los productos de
IV Gama es la preservacion de un periodo de tiempo de vida util, es necesario conocer con qué hortaliza
o vegetal se esta trabajando. La actividad metabdlica de deterioro o putrefaccion del vegetal se produce
desde el momento de la cosecha y va aumentando a medida que avanza a cada etapa antes de la salida
al mercado, la principal causa del deterioro del vegetal se debe a la ruptura del tejido por dafos

mecanicos, esto puede deberse a la mala manipulacion, o al proceso de pelado o cortado del producto,
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causando asi una degradacion en las propiedades del producto (olor, color, textura, sabor, aroma)

(Fernandez-Salguero & Wiley, 1997).

Alteracion de Vegetales Minimamente Procesados por microorganismos

Debido a las caracteristicas dptimas de los vegetales para el crecimiento de microorganismos
(alto contenido de nutrientes y actividad de agua) hongos, bacterias y levaduras suelen crecer en el
tejido exterior de los vegetales, causando alrededor de un 15 % de pérdidas poscosecha, por ello es
necesario la deteccién de patdgenos antes de sacar el producto al mercado para rectificar su inocuidad.
Para la eliminacién de microorganismos no deseados en los productos minimamente procesados se
suelen utilizar diversos acidos orgdnicos en bajas concentraciones, los mas comunes son el acido citrico,
acido benzoico y acido propidnico, utilizados en concentraciones de 0,1-0,3 %, 1,5 %y 0,2-0,4 %

correspondientemente (Fernandez-Salguero & Wiley, 1997).

Uvilla (Physalis peruviana L.)

Generalidades

Physalis peruviana L. mejor conocida como uvilla es una planta silvestre que se ubica en el
territorio tropical de América del Sur, generalmente en Colombia, Ecuador y Perd, sin embargo, esta
especie también ha sido introducida al continente africano gracias a Espafia hace mds de 200 afos. Esta
fruta tiene un sabor 4cido y dulce, es muy apreciada y exportada al mercado mundial por su alto
contenido de acido citrico y su sabor agridulce, la fruta se caracteriza por un alto contenido de vitamina
C, proteinas y carotenos. Su produccidn y exportacién aln no es masiva debido a que aln es

considerada una fruta exética y no se le ha dado la debida importancia (Criollo et al., 2001).

El tiempo de vida de la uvilla es de 2 a 2,5 afios, y la etapa productiva suele comenzar a los 5
meses, aunque, la etapa productiva va a variar dependiendo de la altura a la que se siembre, ya que, por

ejemplo, los sembrios que se encuentran sobre los 3000 m.s.n.m suelen comenzar esta etapaalos506
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meses. En Ecuador, el cultivo de la uvilla suele ser propicio hacerlo entre 1000 a 2800 m.s.n.m, y con una

temperatura éptima de 13 a 18°C. Esta planta requiere de suelos franco arenosos y franco arcillosos
para un crecimiento y produccion ideal (Moreno et al., 2021).

Taxonomia y morfologia

Esta planta herbacea pertenece a la familia de las Solanaceas, y corresponde a la clasificacion

taxondémica que se indica en la tabla 4. La uvilla recibe otros nombres en otras regiones del continente,

como uchuva, aguaymanto o topotopo.

Tabla 4

Clasificacion taxonémica de la uvilla.

Uvilla ( Physalis peruviana L. )

Reino Plantae

Tipo Fanerégamas
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Physalis
Especie Physalis peruviana L.

Nota. Recuperado de Moreno et al., 2021

La uvilla es una planta perenne, arbustiva y muy ramificada, sus raices pivotantes son fibrosas y
suelen tener un crecimiento de unos 10 a 16 cm. El tallo es delgado y quebradizo, tiene la presencia de
vellosidades, generalmente la planta puede crecer hasta 1,5 m naturalmente, ya cultivada y con poda la
planta puede alcanzar los 2,5 m. Las hojas son de forma acorazonada, pecioladas, son pubescentes y

estan distribuidas de forma alterna, en el nudo solo se desarrolla una hoja y en las ramas laterales se
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desarrollan 2 hojas por nudo, su tamafio oscila de 4 a 10 cm de ancho y 5 a 15 cm de largo (Vinueza

Lépez, 2015).

Las flores son pedunculadas y bisexuales, estan formadas por una corona de color amarillo, es
una flor de cinco pétalos con puntos morados en su base. El fruto es redondo, pequefio, de color
amarillo que puede variar hasta tonalidades anaranjadas tenue, es carnoso y contiene varias semillas en
su interior (alrededor de 100 a 300), el fruto es jugoso y generalmente tiene un didmetro que suele ir
desde 1,24 a 2,5 cm, tiene cierto parecido a un tomate pero mas pequefio. Las semillas suelen tener un
tamano de 1,5 a 2 mm de didmetro, suelen ser de color amarillas, blanquecinas o doradas (Vinueza

Lépez, 2015).

Componentes y contenido del fruto
Dentro de los componentes de esta fruta, la semilla y cdscara comprenden un 16,82 % del peso

total de la fruta, el capuchdn representa un 4,32 %y la pulpa un 78,86 %, esto quiere decir que es una
fruta carnosa. Dentro del contenido nutricional, physalis peruviana se caracteriza por ser un fruto con
alto contenido de azlcar y vitamina A, muestra un 4,4 % de contenido de proteina, 17,16 % de fibra,
0,96 % de ceniza y grasa tan solo comprende el 0,02 %, en cuanto a la humedad, tiene un 78,9 % de
humedad, siendo una fruta que por su contenido de humedad y sus caracteristicas, tiende a entrar en
estado de putrefaccién en poco tiempo, teniendo un tiempo de vida util poscosecha poco favorable

(Arias et al., 2008). En la tabla 5 se detalla la composicion nutricional de la uvilla.

Tabla 5

Composicion nutricional de la uvilla.

Componentes Contenido de 100 gr de la pulpa

Calorias 73,00 g

Agua 78,90g




Componentes

Contenido de 100 gr de la pulpa

Carbohidratos
Grasas
Proteinas
Fibra
Cenizas
Calcio
Fosforo
Hierro
Vitamina A
Tiamina
Riboflavina
Niacina

Acido ascérbico

16,90 g
0,16 g
0,054 g
4,90¢g
1,01 %
8,00 mg
55,30 mg
1,23 mg
1460,0 U.1
0,101 mg
0,032 mg
1,730 mg

43,00 mg

Nota. Recuperado de Morton, 2013.

Tomate (Solanum lycopersicum)

Generalidades

El tomate es una planta tipo herbacea que tiene su origen en los continentes de Centro y
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Sudamérica, es uno de los vegetales mds exportados y consumidos en la actualidad a nivel minimalismo,

su importancia y relevancia en la economia y progreso de los paises, asi como de sus beneficios para el

organismo son tales, que actualmente se la considera “cosmopolita”. El crecimiento de la planta puede

ser determinado o indeterminado dependiendo del objetivo de la siembra y la forma de cultivo,

generalmente, las plantaciones son destinada a la elaboracion de procesos industriales o a producto de
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consumo fresco, esto debido a que el tomate puede ser cultivado en una variedad de climas y

condiciones (Torres, 2017).

El tomate es de origen andino, y su cultivo se extendié hasta Centroamérica, encontrandose
hallazgos arqueoldgicos de civilizaciones preincaicas en Peru que suponen que ellos lo cultivaban y
servia de base como uno de los alimentos clave en su nutricién, y con la llegada de los espafioles se llevd
su cultivo y produccidn hasta el continente europeo y asiatico. Su importancia actual es tal, que es uno
de los vegetales mas producidos en los Ultimos afios, como se detalla en la figura 1. Esta planta no exige
muchos requerimientos en cuanto al climay tierra, requiere una temperatura de aproximadamente 20
°C pero puede adaptarse a climas donde alcanzan los 10° C, se adapta bien en suelos siliceos-arcillosos

(Hernansaez & Pastor, 1957).

Figura 1l

Volumen de tomates frescos productos al afio en el mundo entre 2012 y 2020.
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Tomado de Statista, por A. Orus, 2021

Taxonomia y morfologia
El tomate pertenece a las Solanaceas, en el afio 1881 Philip Millar ubico al tomate en el género

lycopersicum, sin embargo, en 1753 Carlos Linneo ya habia lo habia ubicado en el género Solanum,
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después de afios de cuestionamientos finalmente se le did el nombre que hoy se le conoce hasta hoy, y

se detalla en la Tabla 6.

Tabla 6

Clasificacion taxondmica del tomate.

Tomate ( Solanum lycopersicum L. )

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum
Especie Solanum lycopersicum L.

Nota. Recuperado de Gaviola, 2020

Es una planta herbacea semilefiosa, puede ser rastrera, semierecta o erecta, la altura que
alcanza depende del cultivo, existen desde 50 centimetros hasta 2 metros. El tallo principal, asi como los
secundarios son anchos, sélidos, con pequefias vellosidades, las cuales contienen glandulas que
desprenden un aroma muy caracteristico, es color verde y contiene bastante agua dentro del mismo. El
crecimiento de la planta varia, teniendo 2 tipos de crecimiento: uno indeterminado e ilimitado, es decir,
donde prevalece una yema vegetativa en el dpice de las ramas, y el otro tipo es el determinado o
compacto, es decir, donde en el apice de las ramas se emite la inflorescencia terminal. El tallo es recto
en las primeras etapas de desarrollo, sin embargo, suele torcerse en las etapas productivas debido al

peso de los frutos (Fornaris, 2010).

Las hojas del tomate son pinnadas y compuestas, y se encuentran ordenadas de forma alternada

en el tallo de la planta, el limbo foliar (parte laminar plana de la hoja) suele estar compuesta de 7 a once
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foliolos, y al igual que el tallo, también poseen las glandulas que segregan el aroma caracteristico de la
planta de tomate. La epidermis inferior presenta bastantes estomas, dentro, en el parénquima se

encuentran gran cantidad de cloroplastos (Saavedra, 2019).

La flor es regular e hipdgina, es decir, los pétalos, y estambres estan insertados debajo del
gineceo, suele tener 5 o0 mas sépalos y pétalos, la flor suele ser color amarillo, pero puede variar a tonos
mas blanquecinos. Tiene igual nimero de estambres que se alternan con los pétalos, formando una
especie de cono que envuelve el ovario supero (gineceo). Este ovario puede ser bilocular o plurilocular, y
da origen al fruto tipo baya que todos conocen. Las inflorescencias son de tipo racimo simple, y la planta

puede llegar a tener hasta 50 flores por inflorescencia (Escobar & Lee, 2010).

La semilla del tomate tiene una forma ovoide y aplastada de color gris o blanco, tienede 3 a5
mm de didmetro, en un tomate suelen existir de 15 a 20 semillas, sin embargo, esto también dependerd
de la variedad. En cuanto al fruto, este se puede clasificar de acuerdo a su tamafio y de acuerdo a sus
requerimientos industriales. Segun el estudio de (Prohens & Nuez, 2008) de acuerdo a su tamario se

divide en 3 grupos:

Fruto grande (<67 mm). Dentro de este grupo se encuentran las variedades Beefsteak y
Marmande. La variedad Beefsteak se diferencia del Marmande por tener la costilla suave y no muy

pronunciada, y por no tener el hombro verde.

Fruto mediano ( <57 mm y < 67 mm). Dentro de este grupo se encuentra el tipo Vemone, el cual
es fruto tenuemente aplanado, contiene de 2 a 3 lI6culos y con una costilla suave y ligera. El otro tipo de
fruto es el tomate pimiento, que como su nombre lo indica, tiene forma de pimiento, es muy carnoso y

firme, esta variedad se suele encontrar en Espafia.
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Fruto pequefio (<47 mm y <57 mm). En este grupo se encuentra la variedad Moneymaker, que
es un fruto redondo y sin hombro verde, y el tipo Cocktail, el cual tiene la peculiaridad de tener forma

de pera, tiene un peso que suele aproximarse a los 50 gramos.

Fruto muy pequeio (peso < 30 gr). La Unica variedad en este grupo es el tomate Cherry, el cual

tiene forma ovoide, es carnoso y no tiene hombro verde.

De acuerdo a los requerimientos industriales existen 2 grupos a tomar en cuenta, aquellos
frutos que son usados para la producciéon de pastas o subproductos derivados del tomate, los cuales no
tienen restricciones en su forma ni tamano, y aquellos frutos que son usados para conservar, los cuales
si deben tener una forma alargada, ovoide o cilindrica, esto por razones estéticas y por su mayor

facilidad para ser pelados (Prohens & Nuez, 2008).

Variedades

El tomate es uno de los vegetales que mayor variedad de especies tiene en todo el mundo, con
diferentes formas, tamafios e intensidad de sabores, todo esto viene dado por la adaptabilidad del
tomate en los distintos climas y terrenos, existiendo actualmente alrededor de 10000 variedades de
tomate en el mundo, sin embargo, las mas conocidas y utilizadas en la comercializacién y exportacion

son el tomate saladette, tomate redondo, tomate cherry, tomate beefsteak, tomate de pera.

Tomate saladette o Roma. Este tipo de tomate tiene como caracteristica del fruto, una forma
ovoide, contiene bastante pulpa en su interior, la cascara de este tomate es fina, lisa y brillosa, cuando
estd maduro, suele tener colores rojos no tan intenso, con variaciones de tonalidades hacia el naranja.
Este tipo de tomate es uno de los mas consumidos y comercializados en el mundo, y los paises que mas
lo consumen son México (donde lo conocen con el nombre de jitomate), Espafia y Estados Unidos

(INTAGRI, 2017).



Tomate redondo. Este tomate es grande, de forma redonda, contiene mucha pulpa, tiene un
color rojo intenso, en algunos casos puede tener leves acentuaciones o surcos parecido al tomate
beefsteak, es ideal para ensaladas, conservas, pastas. Su diametro oscila entre 54 y 90 mm
aproximadamente, es uno de los tomates que mads se exporta y el principal consumidor es Estados

Unidos (INTAGRI, 2017).

Tomate Cherry. Este tomate tiene este nombre debido a su parecido con las cerezas. Su
diametro varia entre 1 a 3 cm, su peso ronda entre los 10 y 15 gramos, suele contener una pulpa muy
carnosa, colores rojos intensos y un sabor muy dulce. La forma de esta variedad es ovalada, es muy
utilizado en ensaladas y en conservas, tiene una excelente textura y sabor. Es muy consumido en

Europa, especialmente en Espafia e Italia (Rosales, 2008).

Tomate beefsteak. También conocido como corazdn de buey, tiene un peso que va de 300 a

500 gramos, el fruto presenta coloraciones rojizas a veces aproximandose al naranja. Tiene una forma
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achatada y presenta surcos a los que se les denominan costillas, estos surcos son bien marcados, lo que

le da un parecido a una calabaza. Su pulpa es carnosa y un sabor acido bien marcado. Esta variedad es

muy cultivada y consumida en Espafia y en las zonas mediterraneas (Rosales, 2008).

Composicion nutricional del tomate

El tomate en su composicidn nutricional contiene principalmente agua y carbohidratos. Ademas,

es de destacar el alto contenido de B-carotenos, vitamina A. El color rojo tan caracteristico del tomate
debe a la presencia del licopeno. El licopeno es un carotenoide con el beneficio de ser antioxidante,

segun estudios la variedad de tomate que mayor contenido de licopeno tiene es el tomate de pera

se

(Vilaplana, 2004). Ademas, contiene otros carotenoides como la luteina y zeaxantina, a continuacién, se

detalla su composicién en la tabla 7.
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Tabla 7

Composicion nutricional del tomate por cada 100 gramos.

Composicion nutricional de S. lycopersicum

Proteinas lg
Lipidos 0,11g
Carbohidratos 35¢g
Agua 94g
Fibra l,4¢g
Calcio 11¢g
Hierro 0,6g
Yodo 7¢
Magnesio 10g
Potasio 290 mg

Nota. Recuperado de Vilaplana, 2004

Bacterias Acido Lacticas (BAL)
Generalidades

Las bacterias acidas lacticas comprenden un grupo de bacterias gram positivas que se
encuentran distribuidas en diversos ecosistemas y ambientes, y que generalmente se utilizan a gran
escala en la produccién de alimentos, productos derivados de la fermentacion, probidticos, bebidas
alcohdlicas, ensilados, sustratos, levaduras, etc. Ademas de ser usados como parte de la industria
alimentaria, las BAL en los ultimos afios han sido la base para la biopreservacién de alimentos, esto
gracias a las bacteriocinas producidas por las mismas, ademas de darle mayor sabor, textura y olor a los

productos que se conservan (Rivera & Drider, 2016).

El conocimiento acerca de los cultivos de las BAL tuvo su origen en el siglo XVII, cuando los

agricultores se dieron cuenta que la leche se coagulaba y tomaba una textura y sabor diferentes en los
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meses mas cdlidos, escogiendo la leche fermentada de mejor sabor y textura la inocularon en nueva
leche. Dandose entonces cuenta que las bacterias acido lacticas pueden estar contenidas en cultivos

lacticos o también llamados iniciadores (Parra Huertas, 2003).

Las BAL se definen como un grupo de microorganismos compuestos por varios géneros que

tienen generalmente las mismas caracteristicas morfoldgicas, metabdlicas y fisioldgicas, cominmente se
presentan en forma de cocos o bacilos gram positivos, no esporulados, inmdviles, anaerobios, carecen
de citocromo ( proteinas con funcién de transporte de energia quimica e involucrada en la catalizacion
de reacciones redox) y producen acido lactico como principal metabolito de la fermentacién de

carbohidratos, ademas, las BAL pueden crecer en ambientes tan acidos como 3,2, hasta ambientes

alcalinos como 9,6, es decir son acido tolerantes (Ramirez et al., 2011).

Son microorganismos que exigen bastantes requerimientos nutricionales, estos
microorganismos son capaces de hidrolizar los péptidos presentes en la leche, puesto que, la
concentracién de aminoacidos libres en la leche es limitado, el crecimiento de las BAL dependera de
proteinasas y peptidasas especificas. La mejora en las propiedades organolépticas de los alimentos
fermentados se debe a la produccidn de exopolisacaridos, estos actian sobre azlcares, proteinas y

lipidos, contribuyendo a la digestibilidad y preservacion del producto (Parra Huertas, 2003).

Taxonomia y caracteristicas

Las BAL comprenden un grupo de bacterias gram positivas, formadoras de no esporas,
generalmente en forma de bacilos y cocos, carencia de catalasa. Los cocos y bacilos suelen tener un
grosor que varia entre 0,5 y 0,8 um, las bacterias son bacterias fisiolédgicamente uniformes con pared
gram positiva, tienen la capacidad de crecer con o sin oxigeno, es decir son anaerobias facultativas,
carecen de citocromo, por lo que carecen de actividad respiratoria, a pesar de tener un metabolismo

anaerobio, las BAL son anaerobios tolerantes, debido a esto en los cultivos con medios sélidos forman
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colonias en presencia de aire (Ekinci & Gurel, 2008). La temperatura éptima a la que crecen es de 20 a
25 °C. Generalmente las BAL crecen en medios que contengan aminodcidos, vitamina del grupo B
(tiamina, biotina, etc) y suelen crecer en medios complejos debido a que son quimioorganotrofas, es
decir que la energia que utilizan es liberada mediante reacciones quimicas, esta energia parte de fuentes
de carbono como hidratos de carbono fermentables y alcoholes, y con estas fuentes forman el acido

lactico mediante la degradacion de las hexosas a lactato (Rivera & Drider, 2016).

Clasificacion

Las BAL comprenden alrededor de 20 géneros, estos géneros se pueden clasificar de acuerdo a
los metabolitos que producen en la fermentacidn, existiendo 2 grupos, las bacterias homofermentativas
(s6lo producen 4cido lactico) y heterofermentativas (producen acido lactico y otras sustancias), a

continuacidn, se detalla cada grupo:

Homofermentativas. Dentro de este grupo se encuentran los géneros Lactococcus, pediococcus,
enterococcus y streptococcus. Estas BAL convierten 1 mol de glucosa en 2 de acido lactico, produciendo
un 85 % de acido lactico a partir de la glucosa, esto mediante la via Embden-Meyerhoff-Parnas. Las
bacterias de este grupo carecen de la enzima fosfocetolasa. En cuanto a la morfologia de estas bacterias,
los lactobacillus suelen tener formas de bastones y se encuentran en grupos o cadenas cortas, y los

streptococcus se suelen encontrar en forma esférica y en cadenas cortas (Hernandez et al., 2007).

Heterofermentativas. Dentro de este grupo se encuentran Lactococcus, lactobacillus,
enterococcus, streptococcus, leuconostoc y pediococcus. Estas bacterias producen el 50 % de acido
lactico. Transforman 1 mol de glucosa en 1 mol de acido lactico, 1 mol de CO2, 1 mol de etanol, este
grupo si contiene la enzima fosfocetolasa pero no posee la aldosa ni hexosa isomerasa, utilizan la via

hexosa monofosfato o la de la pentosa (Hernandez et al., 2007).
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Fermentacion del dcido citrico

La fermentacién del acido citrico es dada por las bacterias heterofermentativas, las cuales son
generalmente utilizadas en la produccion de quesos y mantequillas, en principio, este proceso se basa
en la transformacidn del acido citrico en aromatizantes como es el caso del diacetilo y acetoina, y aparte
generan sustancias antimicrobianas como el acetaldehido, el cual inhibe el crecimiento de E. coli (Agurto

& Ramos, 2008).

Produccidn de bacteriocinas

Las bacteriocinas son péptidos que tienen actividad antimicrobiana, y son producidos por las
BAL para inhibir el crecimiento de microorganismos competidores, estas bacteriocinas actian sobre la
membrana celular. Las bacteriocinas segregadas por las bacterias acido lacticas reciben el nombre de
GRAS y se utilizan en la preservacion y conservacién de alimentos. La produccidn de estas toxinas
dependera de la actividad fisioldgicas de la bacteria productora, y para obtener grandes producciones
de bacteriocinas se requieren medios con alto contenido de carbohidratos, proteinas, minerales, acidos
nucleicos y aminodcidos, por eso, los medios MRS, TGE y APT son aptos para el cultivo de las bacterias

productoras de bacteriocinas (Mondragon et al., 2013).

Biopreservacion de alimentos

La bioconservacién es el proceso de alargar o extender la vida de un producto (alimento)
mediante el uso de microorganismos (microbiota natural). Este método de conservacion ha ganado
bastante notoriedad hace algunos anos debido en parte como una alternativa al uso de conservantes
guimicos que suelen usarse comunmente y que ya habido estudios que pueden causar efectos nocivos
en la salud a largo plazo, ademas con la llegada del uso de la biotecnologia alimentaria, el uso de
microorganismos a gran escala (industrial) ha ganado una relevancia en las empresas debido a los costes

y beneficios que conlleva esta técnica de conservacion (Stiles, 1996).
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Las BAL tienen un papel muy importante en la conservacién de alimentos, ya que mediante la
produccién de bacteriocinas que éstas generan, inhiben el crecimiento de microorganismos como E. coli,
salmonella, clostridium botulinum, staphylococcus aureus, etc. En el continente Europeo alrededor de
un 25 % de la dieta de las personas lo constituyen los productos fermentados, y en los paises
desarrollados como EE.UU y China un 60 %, es por ello que el uso de las BAL en ambientes controlados o
en combinacion con tratamientos previos (lavado y desinfeccidon con concentraciones bajas de acidos
organicos) ha demostrado ser efectivo y menos nocivo para la salud, ademas de dotar de aromas y
mejores sabores a los alimentos conservados con estos microorganismos (De la Fuente & Barboza,

2010).

Bioconservacion de vegetales

Los microorganismos patégenos que con frecuencia se encuentran en los vegetales son aquellos
gue se encuentran en la mayoria de los suelos, estos suelen ser B. cereus, Salmonella, E. coli, etc. Estos
microorganismos suelen encontrarse en el suelo debido a los residuos fecales de animales, asi como el
paso de aguas residuales que salen de las ciudades, es por ello que la desinfeccién y conservacién de los
vegetales es muy importante antes de sacar un producto al mercado. El mejor proceso de
bioconservacion de los vegetales es aplicarlo en forma liquida, esto se realiza en las grandes industrias
mediante un bafio con dispersadores grandes. Esta técnica se suele acompaiiar con un lavado y
desinfeccidn previo con acido citrico o en algunos casos con desinfectantes quimicos. Se han dado casos
de listeriosis por consumo de lechuga, apio y otros vegetales frescos, en estos casos se suele aplicar la
nisina, un antibiético usado comercialmente sintetizado, pero que naturalmente lo produce la bacteria
L. lactis. Otro bioconservante utilizado es la mundticina, la cual la produce la bacteria E. mundtii, este

péptido inhibe el crecimiento de L. monocytogenes (De la Fuente & Barboza, 2010).
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Ubicacion geogrdfica

El presente trabajo de integracién curricular se lo realizé en los laboratorios de Bromatologia y
Microbiologia de Alimentos correspondientes a la Universidad de las Fuerzas Armadas (ESPE) extension
Santo Domingo la cual esta ubicada en el Km. 24 via Santo Domingo-Quevedo en la Hacienda “Zoila Luz”

al margen derecho.

Latitud: 00° 24’ 36”

Longitud: 79° 18’ 43"

Altitud: 270 m.s.n.m

Figura 2

Ubicacion geogrdfica del lugar del estudio.
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Determinacion de pH

Tabla 8
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Recursos utilizados para la determinacion del pH del mosto de cacao y los vegetales de IV gama.

Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestras
Balanza Analitica Vaso de precipitacién (250 ml) Agua destilada Mosto de cacao
Potencidmetro Vaso de precipitacidén (100 ml) Uvilla
Hornilla Probeta (100 ml) Tomate cherry
Mortero
Colador

Varilla de vidrio

Determinacion de Acidez

Tabla 9

Recursos utilizados para determinar la acidez titulable del mosto fermentado y los vegetales IV Gama.

Equipos

Materiales/insumos Reactivos Muestras

Balanza Analitica

Potenciometro

Plancha de agitacion

Vaso de precipitacién (250 ml) Agua destilada  Mosto de cacao
Vaso de precipitacién (100 ml) NaOH (0,1 N) Uvilla
Probeta (100 ml) Tomate cherry

Probeta ( 25 ml)
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Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestras

Balon de aforo (250 ml)

Bureta graduada (25 ml)

Soporte Universal

Determinacion de Sélidos solubles

Tabla 10

Recursos utilizados para determinar los grados brix del mosto de cacao fermentado.

Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestras

Refractdmetro  Vaso de precipitacién (25 ml) Agua destilada Mosto de cacao

Determinacion de presencia de bacterias dcido ldcticas, microorganismos aerobios, mohos y levaduras

Tabla 11

Recursos utilizados para determinar la presencia de BAL, aerobios mesdfilos, mohos y levaduras del

mosto fermentado y los vegetales IV gama.

Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestras
Autoclave Tubos de ensayo Agua destilada  Mosto de cacao
Incubadora Micropipeta Agua peptona Uvilla
Camara de flujo laminar Gradilla Tomate cherry

Contador de colonias Mechero




Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestras
Vortex Vaso de precipitacidn (25 ml)
Balanza Analitica Puntas

Petrifilm (aerobios, BAL,

mohos y levaduras)

Aislamiento y purificacion de Bacterias dcido ldcticas
Tabla 12

Recursos utilizados para aislar las BAL a partir del mosto fermentado y la posterior purificacion de las

colonias.
Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestras
Autoclave Cajas Petri Agua destilada  Mosto de cacao
Incubadora Asa bacterioldgica Agar MRS Colonias de BAL
Cémara de flujo laminar Parafilm Agua peptona
Plancha de agitacidn Mechero
Balanza Analitica Rotulador

Frasco graduado (100 ml)

Matraz Erlenmeyer (100 ml)

Tubos de ensayo
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Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestras
Gradilla

Identificacion de Bacterias dcido Idcticas
Tabla 13
Recursos utilizados para la identificacion de BAL mediante tincion gram.

Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestras

Microscopio Mechero Agua destilada Colonias aisladas
Céamara de flujo laminar Portaobjetos Cristal violeta
Autoclave Asa bacterioldgica Lugol
Parafilm Alcohol acetona
Rotulador Safranina

Aceite de inmersion

Tabla 14

Recursos utilizados para la identificacion de BAL mediante prueba de catalasa.

Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestras
Céamara de flujo laminar Mechero Perdxido de hidrégeno  Colonias aisladas
Portaobjetos

Asa bacterioldgica
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Bioconservacién de vegetales minimamente procesados (IV Gama)

Tabla 15

Recursos utilizados para la preparacion y elaboracion del bioconservante a partir de las BAL.

Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestras
Autoclave Matraz Erlenmeyer (500 ml) Agua destilada  Colonias de BAL
Incubadora Asa bacterioldgica Agar MRS broth

Céamara de flujo laminar Parafilm Citrato de sodio
Plancha de agitacidn Mechero Acido citrico
Balanza Analitica Rotulador
Centrifuga Frasco graduado (1Lt)
Espectrofotdmetro Papel aluminio
Algoddn
Gradilla

Tubos de ensayo (10 ml)

Frasco ambar (250 ml)

Atomizador
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Tabla 16

Recursos utilizados para la aplicacion de la solucion bioconservante en las muestras vegetales.

Equipos Materiales/insumos Reactivos Muestras
Cédmara de flujo laminar ~ Vaso de precipitacién (2 Lt) Acido citrico Tomate cherry
Freezer Vaso de precipitacién (1 Lt) Agua destilada Uvilla

Tarrina transparente

Rotulador

Determinacion de humedad

Tabla 17

Recursos utilizados para la determinacion de la pérdida de humedad de las muestras vegetales.

Equipos Materiales/insumos Muestras
Estufa Mortero Tomate cherry
Balanza Analitica Crisol Uvilla
Desecador Espatula

Pinzas
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Determinacion de cenizas

Tabla 18

Recursos utilizados para la determinacion de cenizas de las muestras secas vegetales.

Equipos Materiales/insumos Muestras
Mufla Mortero Tomate cherry
Balanza Analitica Crisol Uvilla
Desecador Espatula
Pinzas

Determinacion de dureza

Tabla 19

Recursos utilizados para la determinacion de la dureza de las muestras vegetales.

Equipos Muestras
Penetrometro Tomate cherry
Uvilla

Métodos
Obtencion de materia prima
Las dos variedades de cacao (Nacional y CCN-51) se recolectaron de la finca “Santana”, ubicada

en el recinto Tahuasa, en la parroquia puerto limdén, km. 5 via Al Poste, provincia de Santo Domingo de
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los Tsachilas. Se escogieron 20 mazorcas de cada variedad, considerando el aspecto y la madurez, asi

como que se encuentren libres de agentes extrafios y plagas.

En el caso de la uvilla y el tomate cherry, se obtuvieron del mercado de Santo Domingo de los

Tsachilas.

Fermentacion de la placenta del cacao

Una vez recolectadas las mazorcas, se procedieron a lavar con agua hervida, seguido de agua
clorada y nuevamente con agua hervida, luego con guantes quirurgicos se cortaron y abrieron las
mazorcas, sacando los granos, pulpay la placenta de la mazorca, colocando todo el contenido en baldes,
se los tapd con una trampa de agua para la salida de CO,. El mucilago de cada variedad de cacao se dejo

fermentar a temperatura ambiente durante 72 horas.

Caracteristicas microbioldgicas y fisicoquimicas del mucilago fermentado

Se recogieron datos de pH, acidez, grados brix y grados alcohélicos del mucilago en base a la
metodologia de (Morocho, 2018). Para la toma de pH, se filtré el mucilago fermentado, y se vertieron 25
ml en un vaso de precipitacion para obtener el dato mediante el potenciémetro. Para la acidez titulable
se aforaron 25 ml del mucilago en un baldn de 250 ml, se tomd 25 ml de la solucidn y se agregd gota a
gota (con ayuda de la bureta) Hidréxido de potasio al 0,1 N hasta llegar a un pH de 8,1. Para los grados
alcohdlicos se tomd 50 ml del mucilago y se vertio en el alcoholimetro y se tomd datos. Para la toma de
grados brix, se colocé 1 gota de la muestra en el refractémetro. En el caso de la caracterizacion
microbioldgica se tomd 1 ml de mucilago de cada variedad, y se realizaron 4 diluciones seriadas, se
colocé 1 ml de la cuarta dilucion en petrifilms (aerobios, BAL, mohos y levaduras) y se dejo incubar

durante 72 horas a 37°C.
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Aislamiento de Bacterias dcido ldcticas

Pasadas las 72 horas de fermentacidn, se extrajo aproximadamente 25 ml del mucilago de
cacao, se realizaron diluciones seriadas hasta 10 en tubos de ensayo, para ello se tomé 1 ml de la
muestra y se diluyd en 9 ml de agua peptona al 1,5 %, hasta la cuarta dilucién, se tomé 1 ml de la
dilucién 103y 10*y se colocé en cajas Petri con medio Agar MRS mediante el método de extension,
este proceso se lo realizé por duplicado para las dos variedades de cacao. Se dejé incubar en la estufa a
37°Cdurante 72 horas. Después de las 2 horas, se realizaron nuevas siembras para aislar y purificar las

colonias de BAL (Quintana & Verdezoto, 2017).

Identificacion de Bacterias dcido ldcticas

Tincién gram. Para identificar las BAL mediante la tincién gram se tomé como base la
metodologia de (Quintana & Verdezoto, 2017), para ello se realiz un frotis con el asa bacteriolégica de
las colonias aisladas en un portaobjetos, se dejo secar la muestra, posterior a eso, se agregd 1 ml de
cristal violeta durante 1 minuto, se lavd y se agregd 1 ml de lugol durante 1 minuto, se lavd y se agregd
1ml de alcohol acetona durante 30 segundos, finalmente se agregd 1 ml de safranina. Se dejé secar la
muestra acercandola al mechero, y se procedié a visualizar e identificar las BAL en el microscopio en el

lente 100x.

Prueba de catalasa. Para la prueba de catalasa de colocd una gota de perdxido de hidrégeno en
un portaobjeto, luego se anadié con el asa bacterioldgica la muestra de colonia aislada, y se extendid
toda la muestra en el portaobjeto, se observé los resultados, de acuerdo a los estudios, si aparece la
formacidn de burbujas antes de los 20 segundos de aplicada la muestra, da positivo para el ensayo de

catalasa, caso contrario, seria negativo (Bergey et al., 1957).

Caracterizacion molecular. Para identificar a que especie pertenece la BAL aislada, se envié una

muestra de las bacterias aisladas en cajas Petri para su respectiva secuenciacion a la empresa Macrogen
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Inc. Una vez obtenidos los resultados en formato fasta, se utilizé el programa MEGA X para realizar el
alineamiento de las secuencias con el algoritmo Clustal W, y para la posterior filogenia se usé el método

de “Neighbor joining” con 1000 réplicas de bootstrap.

Bioconservacion de vegetales minimamente procesados (IV Gama)

Solucion bacteriana. Para ello se tomd como base la metodologia de (Lépez Paredes, 2021) con
algunas modificaciones. Se preparé 27,57 gramos de medio Agar MRS Broth en 500 ml de agua
destilada, se procedio a calentar el caldo en un matraz, se autoclavé y se dejd enfriar para llevar a la
camara de flujo laminar, alli se inoculd las colonias de BAL ya identificadas y purificadas en el caldo, se

tapo con algoddn, parafilm y papel aluminio, se dejé incubar durante 24 horas a 37°C.

Después de las 24 horas en incubacidn, se tomo el dato de la absorbancia. Luego, se realizé un
lavado de la solucidn bacteriana con un buffer tampdn de 4cido citrico-citrato de sodio para separar las
BAL del caldo y sedimentos, para ello se colocé en tubos de ensayo de 10 ml, 5 ml de la solucién
bacteriana con 5 ml del buffer, se centrifugd a 10000 rpm durante 15 minutos, una vez centrifugado, se
bota el sobrenadante quedandose solo con el sedimento, este proceso se repite de 2 a 3 veces, hasta
gue se obtenga un sedimento blanquecino, finalmente se resuspendio las bacterias lavadas en el buffer

tampodn (Lopez Paredes, 2021).

Preparacion de la muestra. Las uvillas y tomates se lavaron con una soluciéon de acido citrico al
2% durante 3 minutos, luego se lavé con agua hervida y se escurrid. Se colocé los vegetales en envases

plasticos y se rocié el bioconservante con un atomizador.
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Disefio experimental

Factores y niveles de experimento

Tabla 20

Factores y niveles a probar en el estudio de la bioconservacion del tomate y la uvilla en diferentes

concentraciones de la solucion bacteriana.

Factores Simbologia Niveles
ao Concentracién 1 (1,00E+15 UFC/ml)
Concentraciones Bioconservante (A)

a1 Concentracién 2 (1,00E+8 UFC/ml)

bo Tomate cherry
Productos IV Gama (B)

b1 Uvilla

Co Refrigeracion
Acondicionamiento (C)

C Sin refrigeracién

Tratamientos a comparar

Tabla 21

Tratamientos a comparar en el estudio de la bioconservacion de vegetales minimamente procesados con
bacterias dcido ldcticas provenientes de la placenta del cacao, en distintas concentraciones y

acondicionamientos.

N° Interacciones Niveles

T1 ao bo o Concentracién 1 + Tomate cherry + refrigeracion
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N° Interacciones Niveles

T2 Ao bocy Concentraciéon 1 + Tomate cherry + sin refrigeracidon
T3 ap b1 co Concentracién 1 + Uvilla + refrigeracién

T4 aobica Concentracién 1 + Uvilla + sin refrigeracion

T5 a1 bo co Concentracién 2 + Tomate cherry + refrigeracion
T6 aibocy Concentracién 2 + Tomate cherry + sin refrigeracién
T7 a1 bico Concentracion 2 + Uvilla + refrigeracién

T8 aibic Concentracion 2 + Uvilla + sin refrigeracién

Tipo de diseno experimental
Para el andlisis estadistico del presente estudio se aplicé un ANOVA DBCA (Disefio de bloques

completos al azar) con un arreglo factorial AXBXC (2x2x2).

Repeticiones
El disefio experimental se realizé con 3 réplicas por cada tratamiento, teniendo un total de 24

unidades experimentales.



Analisis estadistico

Tabla 22
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Esquema del andlisis de varianza (ANOVA) para el estudio de la bioconservacion de los productos IV

Gama con bacterias dcido Idcticas a partir de la placenta de cacao y con diferentes concentraciones del

bioconservante.

Fuente de variacion Formula Grados de libertad
Concentracién bioconservante a-1 1
Producto IV Gama b-1 1
Acondicionamiento c-1 1
Concentracién bioconservante x Producto IV Gama (a-1)(b-1) 1
Concentracién bioconservante x Acondicionamiento (a-1)(c-1) 1
Producto IV Gama x Acondicionamiento (b-1)(c-1) 1
Concentraciones x Producto IV Gama x Acondicionamiento (a-1)(b-1)(c-1) 1
Réplicas R-1 2
Error experimental gt->gl 14
Total 23

Andlisis funcional

Para las variables que presentaron diferencia significativa se les realizé una prueba de

significancia Tukey (p<0,05).
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Variables evaluadas
pH

El potencial de hidrégeno se midid siguiendo el procedimiento sugerido por la norma INEN 389
correspondiente a conservas vegetales. Para ello se triturd 25 gr de la muestra, se agregé agua destilada
en proporcion 1:1, es decir 25 ml, se llevd a hervir durante 30 minutos hasta homogeneizar
completamente la muestra, se dejd enfriar, se filtré con un colador, y se tomd el dato del pH con el

potencidometro (Instituto Ecuatoriano de Normalizacién, 1985).

Determinacion de acidez titulable

Para determinar la acidez, se tomdé como referencia la norma INEN 0381. Para las muestras
liguidas (mosto fermentado) se tomd 25 ml de la muestra, aforandose a 250 ml, se homogeneizo, y se
vertié 25 ml de la solucién en un vaso de precipitacion. Por otra parte, para las muestras sélidas
(vegetales) se triturd 25 gramos de la muestra, se colocd en un vaso con 50 ml de agua destilada, se dejo
hervir durante 30 minutos, luego se dejo enfriar y se filtré la solucidn. Se aforé la muestra filtrada a 250

ml, se cogiod 25 de la solucién aforada en un vaso.

Para la toma de datos, se cogid los 25 ml de cada muestra y con ayuda de la bureta y soporte universal
se agregd Hidroxido de Sodio (NaOH) al 0,1 N hasta llegar a un pH de 7, a partir de este punto se agregé
el NaOH gota a gota hasta llegar a un pH de 8,3. Este procedimiento se realizé tanto para la muestra
liquida y sélida. Usando interpolacidn, se establecid el volumen exacto para llegar a un pH de 8,1. Cabe
recalcar que el acido utilizado como referencia fue el dcido citrico monohidratado Instituto Ecuatoriano

de Normalizacién, 1985).

Se utilizd la siguiente férmula para medir la acidez en productos sélidos:

ViN.M
A=At
\Z
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Siendo:
A= valor de la acidez en gramos
V1= ml de NaOH usados para la titulacion de la alicuota
N1= Normalidad de la solucién de NaOH
M= peso molecular del 4cido considerado como referencia
V2= Volumen de la alicuota utilizada para la titulacion

Determinacion de humedad

Para determinar el porcentaje de humedad se calento el crisol en la estufa durante 30 minutos,
se dejo6 enfriar en el desecador y se pesé. Por otro lado, la muestra vegetal se triturd y se peso
aproximadamente 2 gramos en el crisol. Se llevaron las muestras con el crisol a la estufa donde se dejé

por dos horas a 130 °C, se utilizo la siguiente formula para determinar el porcentaje de humedad:

W, - W;
—2__ 1,100
W,

%H =

Siendo:

W= Peso de la muestra en gramos

W= Peso del crisol mds la muestra después del secado

W,= Peso del crisol mas la muestra antes del secado

Ceniza
Para la determinacién de ceniza se tomd como base la metodologia de la norma INEN 401
(2013). Para el procedimiento se lavd y secd los crisoles en la estufa a 100 °C durante 30 minutos, se

dejo enfriar en el desecador. Luego la muestra vegetal se triturd y se pesé aproximadamente 2 gramos,
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se colocd en una hornilla y se quemé totalmente la muestra. Una vez secada y quemada la muestra se
llevé a la mufla a 600 °C durante aproximadamente 3 horas, hasta que la muestra se convierta en ceniza,
luego se dejé enfriar en el desecador, y se peso la ceniza (Instituto Ecuatoriano de Normalizacidn, 2013).

Para determinar la ceniza se utilizé la siguiente férmula:

WZ - 1
22— M 100
W,

%C=

Siendo:

W= Peso de la muestra en gramos

W= Peso del crisol vacio

W,= Peso del crisol mas la muestra calcinada

Dureza
Para la determinacién de la dureza de los vegetales IV Gama se utilizé el penetrometro,

tomdandose el dato de dureza en3 zonas diferentes de la baya (tomate y uvilla) y se sacé un promedio.

Recuentro microbiano en petrifilm™

Para el recuento de colonias de microorganismos, se triturd 2 gramos de la muestra vegetal. En
la cdmara de flujo laminar se realizé diluciones seriadas hasta 10 con agua de peptona, poniendo en la
primera dilucidn 18 ml de agua peptonay en el resto de tubos 9 ml. Se colocé 1 ml de la quinta dilucién
en petrifilms de aerobios, mohos y levaduras. Se llevd a incubar a 37° C durante 72 horas en el caso de
los aerobios, y a 21°C durante 72 horas en mohos y lavaduras y se aplicé la siguiente férmula para el

recuento de microbiano:

(UFC)_n*f
ml/ v

Siendo:



N= numero de colonias por placa

F=factor de dilucién

V=volumen inoculado en la placa
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Capitulo IV

Resultados

Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica de la placenta del cacao

Tabla 23
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Resultados de los pardmetros fisicoquimicos de la placenta del cacao Nacional y CCN-51.

Parametros .
) Unidad Fresco Fermentado
analizados
Nacional CCN-51 Nacional CCN-51
_ 3,51 3,55 3,98 3,87
pH
Acidez % 1,15 1,22 1,86 1,72
titulable
Solidos ° Brix 14 11,5 7 8
solubles
Grados °GL NA NA <4° alcohdlicos <4° alcohdlicos
alcohélicos
Bacterias UFC/ml NA NA 3,2x10°3 4,3x103
Aerobias
Bacterias UFC/ml NA NA 2,76x107 3,0x10%
acido lacticas
Mohos y UFC/ml NA NA 1,8x1073 2,1x10°3
levaduras

En la tabla 23 se puede ver que existe diferencia significativa en la caracterizacidn fisicoquimica

entre las dos variedades de cacao, asi como la placenta antes y después de la fermentacién. En el

pardmetro a medir de pH, el valor aumentd durante la fermentacion, pasando de un 3,51 a 3,98 en el

caso de la variedad Nacional, y aumenté de 3,55 a 3,87 en el caso de la variedad CCN-51, esto era de
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esperarse por el hecho de que el 4cido citrico disminuye durante la fermentacidn, y por el aumento de

etanol, lo cual entre mas dias se deje fermentar la placenta, un pH mayor debe dar.

En el caso de la acidez, el porcentaje de ésta aumento al fermentarse la placenta, de 1,15 % a
1,86 % en el caso del cacao Nacional,y 1,22 % a 1,72 % en el caso de la variedad CCN-51. Es de esperarse
un aumento en la acidez debido a factores como la produccién de ciertos acidos organicos durante la
fermentacién. En el caso de los grados alcohdlicos, tanto la placenta fresca como la fermentada

presentaron menos de 4 grados alcohdlicos.

En el caso de recuento de poblacidon microbiana, la cantidad de microorganismos aerobios
mesofilos que se obtuvo en el mosto fermentado de placenta, fue mayor en la variedad CCN-51 con
4,3x103 UFC/ml en comparacion a la variedad Nacional que se obtuvo 3,2x103 UFC/ml. En el caso de las
Bacterias acido lacticas, se obtuvo mayor cantidad de colonias en la variedad CCN-51 que en la variedad
nacional. En el recuento de mohos y levaduras, en la variedad CNN-51 hubo mayor presencia con

2,1x1073a comparacidn de la variedad nacional, donde se obtuvo 1,8x1073.
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Identificacion de BAL presentes en la fermentacion de la placenta de cacao

Tabla 24

Resultados de las pruebas microbioldgicas que se realizé para la identificacion de BAL.

Origen Caracteristicas Tincién gram
Cacao, variedad Nacional Gram positivo
(cepa 1) Bacilo
Catalasa negativa
Cacao, variedad CCN-51 Gram positivo
(cepa 1)

Bacilo

Catalasa negativa

En la tabla 24 se observan los resultados de las pruebas microbiolégicas realizadas a las dos
variedades de cacao, de cada cepa aislada se realizd la tincidn gram y se observé en el lente 100k,
obteniéndose en la cepa 1 de la variedad Nacional, bacterias gram positivas, y con forma de bacilos,
aunque algunas pocas presentaban forma de cocos. Las bacterias se encontraban agrupadas en cadenas
cortas. En cuanto a la prueba de catalasa, al agregar el peréxido de hidrégeno a la muestra, no se

produjeron burbujas, dando resultado negativo, justificando una vez mas que eran BAL. En la cepa 1 de
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la variedad CNN-51 se encontraron bacterias gram positivas, en forma de bacilos y agrupadas en
cadenas cortas, asi mismo, en la prueba de catalasa no se produjeron burbujas, dando un resultado
negativo. En la figura 3 se observé que las bacterias asiladas de las dos variedades de cacao pertenecen
a la especie Lactobacillus plantarum, como grupo externo se encontré a la bacteria bacillus cereus y una
especie de bacillus no identificado completamente.

Figura 3

Arbol filogenético de las secuencias obtenidas de la secuenciacion 16s.

BAL CACAO NAC.
100 BAL CACAO CCN-51
100 KF023197.1 Lactobacillus plantarum AA8-518F
KP296674.1 Lactobacillus plantarum strain R1
— —— MWA480882.1 Uncultured Lactobacillus sp.

MT791336.1 Lactobacillus paracasei strain L1

KP345890.1 Lactobacillus plantarum strain H1S1L1
KM248381.1 Bacillus cereus strain SH16
68
Uncultured Bacillus sp

Andlisis de varianza de analisis fisicoquimicos

Andlisis de varianza para el pH

Tabla 25

Andlisis de varianza para el pH en el dia 7 de la bioconservacion.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Concentracion UFC/ml 0,286017 1 0,286017 409,64 0,0000

B:Tipo de fruta 0,42135 1 0,42135 603,47 0,0000

C:Acondicionamiento 0,00666667 1 0,00666667 9,55 0,0080




Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
D:Replicas 0,001825 2 0,0009125 1,31 0,3017
INTERACCIONES

AB 0,0322667 1 0,0322667 46,21 0,0000

AC 0,0104167 1 0,0104167 14,92 0,0017

BC 0,000816667 1 0,000816667 1,17 0,2978

ABC 0,0266667 1 0,0266667 38,19 0,0000
RESIDUOS 0,009775 14  0,000698214

TOTAL (CORREGIDO) 0,7958 23
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En la tabla 25 se observa diferencia significativa en el factor A, By C y las interacciones entre los

factores A*B, A*Cy A*B*C. Por otro lado, la interaccion de factores B*C y las réplicas no presentaron

diferencia significativa.

Andlisis de varianza para la acidez

Tabla 26

Andlisis de varianza para la variable acidez en el dia 7 de la bioconservacion.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Concentracién UFC/ml 0,7776 1 0,7776 31,13 0,0001
B:Tipo de fruta 25,174 1 25,174 1007,66 0,0000
C:Acondicionamiento 0,0816667 1 0,0816667 3,27 0,0921
D:Replicas 0,098775 2 0,0493875 1,98 0,1753
INTERACCIONES
AB 0,0160167 1 0,0160167 0,64 0,4367
AC 6,82667 1 6,82667 273,26 0,0000
BC 0,22815 1 0,22815 9,13 0,0091
ABC 5,02335 1 5,02335 201,07 0,0000
RESIDUOS 0,349758 14 0,0249827
TOTAL (CORREGIDO) 38,576 23

En la tabla 26 se observa diferencia significativa en el factor A (concentracion del

bioconservante), y Factor B (Tipo de vegetal); Asi mismo, se encontré diferencia significativa en la

interaccion A*C, B*Cy A*B*C. En la interaccion A*B no existe diferencia significativa.



Andlisis de varianza para la pérdida de humedad (%)

Tabla 27

Andlisis de varianza para la variable humedad en el dia 7 de la bioconservacion.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Concentracion UFC/ml 358,208 1 358,208 27,46 0,0001
B:Tipo de fruta 639,014 1 639,014 48,99 0,0000
C:Acondicionamiento 182,822 1 182,822 14,02 0,0022
D:Replicas 0,0452083 2 0,0226042 0,00 0,9983
INTERACCIONES
AB 38,2537 1 38,2537 2,93 0,1089
AC 52,7474 1 52,7474 4,04 0,0640
BC 203,118 1 203,118 15,57 0,0015
ABC 0,00326667 1 0,00326667 0,00 0,9876
RESIDUQS 182,621 14 13,0444
TOTAL (CORREGIDO) 1656,83 23

En la tabla 27 se observa diferencia significativa en el factor A, By C. En cuanto a las
interacciones, se encontrd una diferencia significativa en la interaccion B*C. No se encontré diferencia
significativa.

Andlisis de varianza para la ceniza

Tabla 28

Andlisis de varianza para la variable ceniza en el dia 7 de la bioconservacion.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razdn-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Concentracion UFC/ml 2,71354 1 2,71354 163,35 0,0000
B:Tipo de fruta 0,490204 1 0,490204 29,51 0,0001
C:Acondicionamiento 3,3227 1 3,3227 200,02 0,0000
D:Replicas 0,0387 2 0,01935 1,16 0,3405
INTERACCIONES
AB 1,6172 1 1,6172 97,35 0,0000
AC 2,413 1 2,413 145,26 0,0000
BC 6,2526 1 6,2526 376,39 0,0000
ABC 4,41184 1 4,41184 265,58 0,0000
RESIDUOS 0,232567 14 0,0166119

TOTAL (CORREGIDO) 21,4924 23
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En la tabla 28 existe diferencia significativa en el factor A, factor B y factor C. En el caso de las
interacciones, se obtuvo una diferencia considerable en las interacciones A*B, A*C, B¥*Cy A*B*C, no se

encontré diferencia significativa en las réplicas.

Andlisis de varianza para la dureza

Tabla 29

Andlisis de varianza para la variable dureza en el dia 7 de la bioconservacion.

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Concentracién UFC/ml 5,4245 1 5,4245 3,22 0,0942
B:Tipo de fruta 942,632 1 942,632 560,03 0,0000
C:Acondicionamiento 1142,78 1 1142,78 678,94 0,0000
D:Replicas 1,01601 2 0,508004 0,30 0,7442
INTERACCIONES
AB 696,927 1 696,927 414,05 0,0000
AC 24,543 1 24,543 14,58 0,0019
BC 160,012 1 160,012 95,06 0,0000
ABC 17,6645 1 17,6645 10,49 0,0059
RESIDUOS 23,5646 14 1,68319
TOTAL (CORREGIDO) 3014,56 23

En la tabla 29 se observa diferencia significativa en el factor B y factor C, se encontré diferencia
significativa en las interacciones A*B, A*C, B*Cy A*B*C. No se obtuvo diferencia en las réplicas.
Pruebas de significacion
Resultados del estudio de dos concentraciones de Bioconservante (Factor A). Prueba de significaciéon
(Tukey p<0,05)

Figura 4

Prueba de significacion de Tukey para la concentracion de la solucion bacteriana (Factor A).
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En la figura 4 se muestran los valores de Tukey (p<0,05) resumidos de acuerdo a las variables
evaluadas, se encontrd diferencia significativa en el pH, siendo la concentracion 8x108 (B) la que se

obtuvo un valor mas alto de la media (4,12) y la concentracién 1x10*° (A) el menor valor evaluado (3,92).

En el caso de la variable de acidez, no se encontré diferencia significativa en las medias de las
variables del factor A, a pesar de no existir diferencia significativa, se obtuvo un valor de 2,12 en la

concentracién 1x10%°, mientras que la concentracién 8x108 tuvo un valor de 1,72.

En la variable de porcentaje de pérdida de peso (humedad), la prueba de Tukey arrojé un valor
mayor a los tratamientos con solucién bacteriana de 1x10* UFC/ml con un valor de 93,92 (B), mientras
que el valor menor corresponde a los tratamientos con solucidn bacteriana de concentracién 8x10% (A),
demostrandose que existe diferencia significativa entre las medias. Ademas, se observé un valor atipico

en el caso de los tratamientos con concentracion 8x108 UFC/ml que se aproxima a un valor de 70.

En cuanto a la variable de ceniza, se obtuvo un valor de media mayor en los tratamientos con
solucidn bacteriana con concentracién 8x108 con un valor de 1,12 (B), mientras que los tratamientos con
solucidn bacteriana 1x10*° (A) obtuvieron un valor menor de 0,96, por ende, si se encontré diferencia

significativa.
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En la variable de dureza, los tratamientos con concentracidn 1x10* UFC/ml obtuvieron un valor

de 26,53 y los de la concentracion 8x108 UFC/ml obtuvieron un valor de 26,91, no se encontré diferencia

significativa, por eso se muestra la misma letra (A) en las dos barras.

Resultados del estudio de dos Tipo de fruta. Prueba de significacion (Tukey p<0,05).

Figura 5

Prueba de significacion de Tukey para el tipo de vegetal (Factor B).
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En la figura 5 se observa de manera resumida las medias de las dos variables del factor B en
cada parametro evaluado donde se encontré diferencia significativa. En el caso del pH, se encontrd una
media mayor de 4,12 (B) en el grupo de tratamientos con tomate, y una media menor en el grupo con

uvilla con una media de 3,88 (A).

En el parametro de acidez, los tratamientos con uvilla obtuvieron una mayor media con un valor
de 3,84 (B), mientras que los tratamientos con tomate obtuvieron un valor muy bajo de media de 1,38

(A), observandose claramente la diferencia significativa en el grafico de cajas.

Para la pérdida de humedad, los tratamientos con la variable tomate obtuvieron una media de
92,61 (B) mientras que el grupo de uvilla obtuvo una media promedio de 80,78 (A) encontrandose

diferencia significativa.

En el caso del pardmetro de ceniza, el grupo con la variable tomate obtuvo una media de 0,77

mientras que el grupo con uvilla obtuvo un valor de 1,00 y no se encontré diferencia significativa.

Para la dureza, se obtuvo un valor promedio mayor (B) en los tratamientos en lo que se usé
tomate (32,28) y el valor mas bajo de media fue para los tratamientos en los que se usé la uvilla (A), con

un valor de 17,95, obteniéndose una diferencia significativa.
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Resultados del estudio de dos acondicionamientos (Factor C). Prueba de significacion (Tukey p<0,05)

Figura 6

Prueba de significacion de Tukey para el acondicionamiento (Factor C).
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En la figura 6 se resume, diferencia significativa de las medias de los tratamientos con y sin
refrigeracién en cada pardmetro evaluado. En el parametro de pH, no se obtuvo diferencia significativa,

sin embargo, los valores fueron de 3,99 y 3,96 respectivamente.

En acidez, no se encontrd diferencia significativa, los tratamientos a los que se aplic
refrigeracién obtuvieron un valor de 1,91, mientras que a los tratamientos sin refrigeracién obtuvieron

una media de 2,03, ambos tratamientos tienen la letra A.

En el caso de la pérdida de peso (humedad), se obtuvo un valor mayor en los tratamientos sin
refrigeracidon, obteniéndose un valor de 88,21 (B), mientras que se obtuvo un valor menor de media de
83,95 (A) para los tratamientos en los que se aplicé refrigeracion encontrandose diferencia significativa

entre los dos casos.

Para la ceniza, el grupo de tratamientos con refrigeracion arrojaron un valor mayor de media de
0,98 (B), mientras que los tratamientos con la variable sin refrigeracién dieron un valor menor de 0,84

(A), por lo tanto, si se encontr¢ diferencia significativa.
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En el parametro de dureza, se encontré diferencia significativa dando un valor mayor (32,79) al

grupo de tratamientos en los que se aplicé refrigeracion (B), y un valor de media de 18,87 (A) siendo

este el grupo con una media menor.

Resultados del estudio de interaccion entre dos concentraciones, dos tipos de vegetal y dos

acondicionamientos (Interaccion A*B*C). Prueba de significacion (Tukey p<0,05)

Tabla 30

Prueba de significacion de Tukey para la interaccion de factores (A*B*C).

Interacciones pH Acidez Humedad Ceniza Dureza
a0bO0c0: 1x10° UFC/ml + tomate + refrigeracion 3,99¢ 1,70"® 95,71 (0,93%¢  31,42°
a0b0c1: 1x10*° UFC/ml + tomate + sin refrigeracién 4,01¢ 1,47* 98,35F 0,66"%  22,48°¢
a0b1c0: 1x10° UFC/ml + uvilla + refrigeracion 3,74  4,52° 87,0278 1,008¢  36,55°F
aOb1c1: 1x10° UFC/ml + uvilla + sin refrigeracién 3,878  2,85¢ 91,35 1,05¢ 13,848
alb0c0: 8x10% UFC/ml + tomate + refrigeracién 4,25° 1,242 88,40 3,61F 40,94F
alb0c1: 8x10® UFC/ml + tomate + sin refrigeracion 4,32° 1,31 85,165¢ 0,36  32,61°
alb1c0: 8x10% UFC/ml + uvilla + refrigeracion 3,99¢ 2,138 74,814 0,93%¢ 21,08
alblcl: 8x10% UFC/ml + uvilla + sin refrigeracién 3,918  4,42°  83,16"%¢  0,66° 5,854




Figura 7

Prueba de significacion de Tukey para Concentracion*Tipo de vegetal*Acondicionamiento (Interaccion

A*B*C).
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En la figura 7 se observa los resultados de diferencia significativa en las medias de la interaccion
entre los factores A*B*C. En el parametro evaluado de pH se obtuvo un valor mayor en el tratamiento
con solucién bacteriana de concentracion 8x10® UFC/ml aplicado en tomate sin refrigeracion (alb0c1)
con un valor de media de 4,32 (D), mientras que el menor valor se lo llevd el tratamiento de
concentracion 1x10% UFC/ml aplicado a la uvilla y con refrigeracion (aOb1c0) con un valor de 3,74 (A). Se
encontrd una mayor homogeneidad entre el tratamiento aOb0c0 (1x10* UFC/ml + tomate +
refrigeracidon) con aObO0c1 (1x10'° UFC/ml + tomate + sin refrigeracion) y alb1c0 (8x10% UFC/ml + uvilla +

refrigeracion, por ende, contienen la letra C.

En el caso de la acidez, el tratamiento con solucidn bioconservante de concentraciéon 1x10%°
UFC/ml aplicado a la uvilla y con refrigeracion (aOb1c0) obtuvo el valor mas alto de la media con 4,52
(D); mientras que el tratamiento de solucién bioconservante de 8x108 UFC/ml aplicado al tomate y con
refrigeracién (alb0c0) se llevo el valor menor de media con un 1,24 (A). Se encontré homogeneidad
entre los tratamientos alb0c0 (8x108 UFC/ml + tomate + refrigeracién) junto con alb0c1 (8x10% UFC/ml

+ tomate + sin refrigeracién), aOb0c1 (1x10%*° UFC/ml + tomate + sin refrigeracién) y aOb0c0 (1x10*°
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UFC/ml + tomate + refrigeracién), por ende, contienen la letra A en comun. El tratamiento aOb1cl
(1x10% UFC/ml + uvilla + sin refrigeracién) es el unico que tiene diferencia significativa con todos los

tratamientos restantes (notese la letra C).

En el caso de la pérdida de peso, el tratamiento con solucién bacteriana de concentracién 1x10%°
UFC/ml aplicado al tomate y sin refrigeracién (aOb0c1) se llevé el valor mas alto de media, con un
estimado de 98,35 (E). Por otro lado, el tratamiento con solucidn bacteriana de 8x10% UFC/ml aplicado a
la uvilla y con refrigeracion (alb1c0) arrojé el menor valor de media con un 74,81 (A). Los tratamientos
aOb1cl (1x10% UFC/ml + uvilla + sin refrigeracién) y alblcl (8x108 UFC/ml + uvilla + sin refrigeracién)
son los tratamientos que mas homogeneidad tienen con el resto de tratamientos. En el caso del
tratamiento alb1cl forma parte de 3 grupos homogéneos (ndtese las letras ABC) el mismo caso sucede

para el tratamiento aOb1cl (ndtese las letras CDE).

Para el pardmetro de las cenizas, la prueba de Tukey arrojo un valor de 3,61 al tratamiento con
solucién bacteriana de 8x108 UFC/ml aplicado en el tomate y con refrigeracion (alb0c0) siendo este el
valor mas alto para este parametro (E), en cambio el valor mas bajo correspondid al tratamiento de
solucidn bioconservante de 8x10% UFC/ml aplicado en el tomate y sin refrigeracion (alb0c1) con 0,36
(A). Se encontrd mayor homogeneidad en los tratamientos aOb0c0 (1x10* UFC/ml + tomate +
refrigeracion) con aOb1c0 (1x10%*° UFC/ml + uvilla + refrigeracién) y alb1c0 (8x10% UFC/ml + uvilla +
refrigeracidn) estando cercanos entre si dentro de 2 grupos diferentes (nétese las letras BC) ademas

estos 3 tratamientos tienen en comun el acondicionamiento, estando los 3 casos en refrigeracion.

Por ultimo, en el caso de la dureza, el valor mas alto se lo llevd el tratamiento con
concentracion 8x108 UFC/ml aplicado en el tomate y con refrigeracidon (alb0c0) con 40,94 (F), mientras
que el menor valor fue para el tratamiento con concentracion 8x10% UFC/ml aplicado en la uvilla y sin

refrigeracién (alb1cl) con 5,85 (A). En esta variable se encontraron diferencia significativa entre casi
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todos los tratamientos, los Unicos grupos donde se encontré homogeneidad fueron entre el tratamiento
aOb1cl (1x10% UFC/ml + uvilla + sin refrigeracién) y alb1c0 (8x108 UFC/ml + uvilla + refrigeracion) que
contienen la letra Cy los tratamientos aOb0cO (1x10*> UFC/ml + tomate + refrigeracién) con alb0cl

(8x10® UFC/mI + tomate + sin refrigeracién) que contienen la letra D.

Andlisis microbioldgico
Recuento de microorganismos aerobios mesofilos

Tabla 31

Recuento de microorganismos aerobios en los tratamientos al dia 7 de la bioconservacion.

Tratamiento UFC/ml
T1 8,20E+04
T2 3,10E+03
T3 1,05E+03
T4 4,00E+04
T5 6,70E+02
T6 1,40E+04
T7 1,05E+03
T8 2,40E+04

En la tabla 30 se observa el nUmero de microorganismos presentes en las muestras vegetales al
dia 7 de la bioconservacion y en la dilucién 10°. Mediante el conteo se pudo determinar que el mejor
tratamiento fue el Tratamiento 1 que corresponde a la solucién bacteriana con concentracién 1x10%
UFC/ml aplicado en el tomate cherry y con refrigeracién con una cantidad de 8,20x10* UFC/ml, mientras
que el tratamiento con menos aerobios fue el tratamiento 5 que corresponde a la solucién
bioconservante con concentracién 8x108 UFC/ml aplicado al tomate cherry y con refrigeracién, con una

cantidad de 6,70x10? UFC/ml.
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Recuento de Mohos y Levaduras

Tabla 32

Recuento de mohos y levaduras en los tratamientos en el dia 7 de la bioconservacion.

Tratamiento UFC/ml
T1 2,00E-05
T2 5,00E-05
T3 1,40E-03
T4 1,00E-04
T5 4,50E-03
T6 6,00E-05
T7 3,00E-05
T8 3,00E-05

En la tabla 31 se muestran los resultados del crecimiento de mohos y levaduras en el dia 7 de |a
bioconservacidn, el conteo se lo realizé en la dilucién 10 donde se obtuvo que el mejor tratamiento fue
el tratamiento 6, que corresponde a la solucidn bioconservante de concentracién 8x108 UFC/ml aplicado
al tomate cherry y sin refrigeracion, que es donde menor cantidad de unidades formadoras de colonias

se encontrd, con un total de 6,00x10° UFC/ml.

Al mejor tratamiento (Tratamiento 1) también se le realizé un recuento microbiano para E. coli,
salmonella y enterobacterias, obteniéndose un total de 3x10° UFC/ml de e. coli, 4x10° UFC/ml para

salmonella y 2x10° UFC/ml.
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Andlisis de conglomerados
Figura 8
Dendrograma para los factores de estudio.
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En la figura 8 se observa el dendrograma de vecinos mas préximos que se aplico a los
tratamientos de estudio con respecto a los parametros fisico-quimicos evaluados (pH, acidez, pérdida de
humedad, ceniza, dureza) y se agruparon los tratamientos de acuerdo a su nivel de similitud, se
encontraron 6 conglomerados o agrupaciones; Se obtuvo una estrecha relacion entre el tratamiento de
concentracion 1x10% UFC/ml + tomate + con refrigeracion (Tratamiento 1) y el tratamiento 1x10%°
UFC/ml + tomate + sin refrigeracidn (Tratamiento 2), llegando a tener una diferencia <5 %, esta similitud
se debe a que estos 2 tratamientos tienen los niveles de concentracion y tipo de vegetal en comun
(1x10¥° UFC/ml + tomate). Se encontrd también 3 tratamientos relacionados estrechamente, se trata de

los tratamientos 5 (8x108 UFC/ml + tomate + refrigeracién), 6 (8x108 UFC/ml + tomate + sin



85

refrigeracion) y 3 (1x10*® UFC/ml + uvilla + refrigeracidn). Cabe recalar que esta estrecha relacién entre
estos tratamientos se debe a que tienen niveles de factores en comun entre si. Por otro lado, los
tratamientos con solucién bioconservante de 8x108 UFC/ml + uvilla + con refrigeracién (Tratamiento 7) y
el de concentracién 8x108 UFC/ml + uvilla + sin refrigeracion (Tratamiento 8) son los grupos que menor
relaciéon presentaron, esto se puede ver en el grafico siendo la longitud de linea de unién de los

tratamientos 7 y 8 es la mas larga (llegando a una distancia de 25).

Andlisis de componentes principales

Tabla 33

Matriz de correlacion de los componentes principales de la bioconservacion.

pH Acidez Humedad Ceniza Dureza
pH 1,000 -,792 ,195 ,285 ,410
c Acidez -,792 1,000 -,503 -,123 -,420
E Humedad ,195 -,503 1,000 ,004 -,008
§ Ceniza ,285 -,123 ,004 1,000 ,327
Dureza ,410 -,420 -,008 ,327 1,000

En la tabla 32 se observa la matriz de correlaciones multivariable, en donde se obtuvo que la
variable de pH tiene una correlacién negativa con la acidez, es decir estan relacionados de manera
inversamente proporcional, mientras el pH aumenta, la acidez baja. En el caso de la humedad con la
ceniza, no existié correlacidn de 0,004 es decir, una variable no influye en nada a la otra, es decir, son
variables independientes entre si. Asi mismo se encontré una correlacién negativa de -0,503 entre la

variable humedad y acidez, es decir, mientras la humedad aumenta, la acidez disminuye.



Tabla 34

Porcentajes de la varianza total explicada.
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Componentes

Autovalores iniciales

Componente -
Total % de varianza % acumulado
1 2,365 47,302 47,302
2 1,202 24,033 71,335
3 ,756 15,111 86,445
4 ,557 11,135 97,580
5 ,121 2,420 100,000

En la tabla 34 se observan los porcentajes de varianza de los 5 componentes, teniendo como

principales componentes el 1y 2 que son los que mayor variablidad presentan del conjunto de datos

obtenidos de los tratamientos. En el caso del componente 1 se obtuvo un 47,302 % de varianza, siendo

el componente que mas variabilidad presentd, le sigue el componente 2 con un 24,033 % de varianza.

Figura 9

Grdfico de sedimentacion de los componentes principales.
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En la figura 9 se observa la pendiente correspondiente al nivel de variabilidad de las variables

gue conforman cada componente, teniendo que el componente 1y 2 son los que mas contribuyen a la
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variabilidad de datos de todas las variables, con un autovalor de 2,36 y 1,20 respectivamente; Mientras
qgue el componente 5 es donde menos variabilidad entre variables existe, es decir los datos de variables
gue conforman estos componentes estdn mayormente correlacionados, estan estrechamente
relacionados ya sea de manera positiva o negativa.

Figura 10

Grdfico de componentes en espacio rotado.

Grafico de componente en espacio rotado

Dureza
L

Ceniz

pH
05

0o

Humedad

8
Acidez
L ]

Componente 2

05

A0 05 0,0 05 10

Componente 1

En la figura 10 se observan el nivel de cercania o que tan correlacionados estan las variables,
aqui se demuestra graficamente la correlacidén inversamente proporcional entre el pH y la acidez, con un
valor de -0,792 como se explica en la tabla 33. En el caso de acidez y humedad existe cierta correlaciéon

negativa (-0,503) entre el resto de variables no existe correlacién alguna.
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Capitulo V

Discusion

Las bacterias acido lacticas son un grupo de microorganismos que suelen estar presentes en
ambientes y medios que contengan bastantes nutrientes, es decir, medios complejos, este grupo de
bacterias estan constituidas por alrededor de 530 especies y subespecies. En base al estudio de (Thayna
et al., 2021) que dice que las bacterias acido lacticas generalmente se presentan en forma de cocos y
bacilos, suelen estar agrupados en cadenas cortas, son gram positivas, al visualizar en el microscopio se
observan de color violeta, y en la prueba de catalasa da negativo, por ende, los resultados del estudio
presente se determinaron que las bacterias aisladas y purificadas si son acido lacticas, esto se corrobord
con la identificacion de la especie mediante secuenciacidn, en donde se obtuvo que la bacteria presente
pertenece a la especie Lactobacillus plantarum, y segun el estudio de (Seddik et al., 2017) esta especie
es capaz de producir bacteriocinas y son de las especies mds estudiadas para el uso en la conservacién
de alimentos, y estas bacteriocinas producidas por L. plantarum son denominadas plantaricinas y
pertenecen a la clase IIB (bacteriocinas de 2 péptidos).
Respecto a la caracterizacion fisico quimica de la placenta de cacao

En cuanto a los resultados de la caracterizacion fisico-quimica de la placenta de las 2 especies de
cacao, el pH del mosto fresco fue de 3,51 para la variedad Nacional y 3,55 para CCN-51, en el mosto
fermentado el pH de las 2 variedades de cacao aumentd a 3,98 en cacao Nacional y 3,87 en CCN-51, esto
se debe al aumento de etanol durante la fermentacién y al consumo del 4cido citrico como parte del
metabolismo de los microorganismos presentes en la placenta y mucilago de cacao como indica el
estudio de (Garcia Gonzalez et al., 2019) donde el pH del mosto fermentado también aumenté de 3,61
a 4,24 valores parecidos a los obtenidos en el presente estudio pero con un ligero aumento en el pH
final, esta diferencia de valores en los 2 estudios realizados se debe al tiempo de fermentacion, siendo

gue en nuestro estudio se tomoé los datos a las 72 horas de fermentacion.
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Respecto a la acidez titulable, ésta aumentd en el mosto de cacao fermentado, pasando de 1,15
en fresco a 1,86 en fermentado en la variedad Nacional y de 1,22 de mosto fresco a 1,72 de mosto
fermentado en la variedad CCN-51. Estos valores son cercanos a los obtenidos en el estudio de (Jordan
Cobos & Parra, 2020) donde la acidez obtuvo un valor promedio de 1,15. Ademads el aumento de la
acidez durante la fermentacion se debe a la produccidn de acidos organicos a causa de los
microorganismos presentes durante la fermentacidn, siendo este el caso del acido lactico producido por
las BAL y el acido acético producido por las BAA, entre mas horas de fermentacién, mayor sera la acidez
titulable (Ortiz et al., 2009).

Los resultados de los sélidos solubles, se encontré una disminucion de los grados brix, pasando
de 14 en el mosto fresco a 7 en el mosto fermentado en el caso de la variedad Nacional, y de 11,5 en
fresco a un valor de 8 en el mosto fermentado en el caso de CCN-51, esta disminucidn se debe
principalmente a la transformacion de los azlcares en etanol y CO,, estos valores difieren un tanto con
los correspondientes al estudio de (Vera et al., 2018) donde se obtuvo un valor de 7,2 grados brix, y en
donde ademas en varias repeticiones y combinaciones los resultados variaron entre 7y 9 ° brix, esto es
un indicativo de que la fermentacién fue un éxito.

En el caso de los grados alcohdlicos, en el mosto fresco de las 2 variedades se obtuvo un valor
menor a °4 GL. Después de las 72 horas de fermentacién, se obtuvo un valor menor a 4°GL en las 2
variedades de cacao, estos valores difieren con los del estudio de (Marcillo & Meza, 2012) en cual los
valores promedio del mucilago del cacao fermentado se encuentra entre los 7 y 13 °GL. Los valores
obtenidos en el presente estudio se encuentran por debajo del rango aceptable para bebidas alcohdlicas
segun la norma INEN NTE 0374:87 (Instituto Ecuatoriano de Normalizacidn, 2016), sin embargo, como el

objetivo del presente estudio no es realizar una bebida alcohdlica, no afecta en el resultado.
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Respecto al Factor A (Concentracion de la solucion bioconservante)

Con respecto a los resultados de la caracterizacion fisico-quimica y bromatolégica de las
muestras bioconservadas, se observé un valor mayor de 4,12 para la concentracién 8x108 UFC/ml y un
valor menor de 3,94 para la concentracién 1x10*> UFC/ml. Algunos de los valores obtenidos se
encuentran fuera de las especificaciones para conservas vegetales segin la norma INEN 430 donde el pH
méaximo permitido es de 3,9. Se encontré un pH mayor en el caso de la concentracién 8x108 UFC/mly un
pH menor en la concentracién 1x10'° UFC/ml en el dia 7 de la bioconservacidn. Estos valores acidos se
deben a la produccidn de acido lactico por parte de las BAL, debido a una mayor concentracion de BAL
existe una mayor produccion de acido lactico, sin embargo, al ser L. plantarum una bacteria
heterofermetativa, no producird tanto acido lactico como otras BAL que son homofermentativas (Siezen
& Hylckama, 2011), esta diferencia de valores es parecida al estudio de (Tipan, 2022) donde en la
solucidon mas concentrada del bioconservante aplicada en lechuga y col arrojé valores menores de pH
(6,23 y 6,10) en comparacion con la solucién menos conservada aplicada en lechuga y col (6,72 y
6,51)en el dia 5 de la conservacién. En los resultados del presente estudio se obtuvieron valores
relativamente acidos, variando entre 3 y 4, esto también puede ser por la cantidad de acidos presentes
en la uvilla, especialmente el citrico y malico (Brito et al., 2008).

En cuanto a la acidez, los valores no varian entre las 2 concentraciones, los tratamientos
aplicados con la solucién mas concentrada (1x10% UFC/ml) dieron un valor de 2,12 para la
concentracion 8x108 UFC/m un valor de 1,72, nuevamente, recalcando una mayor produccion de acido
lactico por parte de las BAL, teniendo una relacién proporcional entre la concentracion del
bioconservante y el nivel de acidez, a mayor concentracidon, mayor acidez, esto se debe a que las BAL al
producir acido lactico, acidifican el entorno, inhibiendo el crecimiento de microorganismos patégenos
como salmonella y hongos como fusarium oxysporum que crecen en ambientes de pH un poco mas

neutro (Gutiérrez et al., 2000).
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En cuanto a la pérdida de peso (humedad), los tratamientos con la concentracién 1x10> UFC/ml
obtuvo un mayor porcentaje de humedad, con un 93,92 en comparacién que los tratamientos con
concentracion 8x108 UFC/ml que dieron un 85,12, se encontrd diferencia significativa. La presencia de
mayor humedad en los tratamientos con la solucién mas concentrada se debe a que existe mayor
presencia de liquidos en la muestra, las BAL en la muestra no solo tuvieron un efecto antimicrobiano,
sino que generaron mas productos como diacetilo o etanol, estos compuestos generados afectan la
cantidad de liquido presente en la superficie de los vegetales, y la solucion mas concentrada, por ende,
tendra un efecto mayor en la humedad de la muestra (Ramirez & Vélez, 2016). Los valores obtenidos en
el presente estudio fueron de 93,92 % para la solucion mas concentrada y 85,12% para la menos
concentrada, valores que difieren mucho de los obtenidos en el estudio de (Mufioz Guzman, 2022)
donde se obtuvo un 37% de humedad en la solucién mas concentrada y 29% en la menos concentrada
en el dia 5 de la bioconservacidn, cabe acotar que la diferencia de estos valores se debe a la cantidad
bacteriana en los bioconservantes, en nuestro estudio la poblacion de BAL en la solucidon era mayor en
las variables (1x10'®> UFC/ml y 8x108 UFC/ml) mientras que en el estudio de Mufioz las concentraciones
fueron de 2x107 UFC/ml y 1x107 UFC/ml.

En el caso de la ceniza, se encontré diferencia significativa, encontrandose mayor cantidad de
ceniza en los tratamientos con concentracién 8x10% UFC/ml con un valor de 1,12 y una cantidad menor
de ceniza en los tratamientos con 1x10*° UFC/ml dando un 1,12, esto quiere decir que existe mayor
cantidad de minerales y residuos inorgdnicos en estos tratamientos. Sin embargo, no existe evidencia o
estudios suficientes de la influencia o relacidn que tenga la cantidad bacteriana con la cantidad de
minerales presentes en una muestra, a pesar de ello, en el estudio de (Wegkamp et al., 2010) donde se
estudia los requerimentos minimos para el crecimiento de L. plantarum, se concluye que existe varios
componentes que tienen azufre o nitrdgeno en su composicion (acido aminobenzoico) que L. plantarum

consume para su metabolismo, esto puede afectar la cantidad de estos minerales (N, S) presentes en los
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vegetales, entonces al existir mayor concentracién de BAL en los vegetales, mayor consumo de estos
minerales, esto conlleva a una reduccion de ceniza.

En el caso de la dureza, no se encontrd diferencia significativa entre los tratamientos con las 2
concentraciones, con un valor promedio de 26. Esta semejanza en los valores demuestra que la
concentracién de la solucién no afecta la dureza y firmeza de las muestras, cabe recalcar que las BAL
inhiben el crecimiento de microorganismos patégenos que suelen descomponer y romper los tejidos
externos de los vegetales (Brito et al., 2008).

Respecto al Factor B (Tipo de vegetal)

En cuanto a los resultados de los pardmetros fisico quimicos y bromatolégicos de los
tratamientos, se obtuvo en el caso del pH, una diferencia significativa, con un valor mayor en los
tratamientos que se usaron tomate, con un promedio de 4,12 y un valor menor en los tratamientos con
uvilla, con un promedio de 3,88. Estos valores se deben principalmente a los contenidos de cada vegetal,
siendo la uvilla mas acida. Los valores obtenidos de la uvilla son semejantes a los del estudio de
(Mendoza et al., 2012) donde se obtuvieron resultados de pH de 3,72. En el caso del tomate los valores
obtenidos en el presente estudio son semejantes a los del estudio de (Hernandez, 2013) donde se
obtuvieron valores de pH de 4,06 aproximadamente.

Para la variable de acidez, se encontré diferencia significativa entre los tipos de vegetal,
obteniéndose que en la uvilla existe una mayor acidez (3,84) mientras que en el tomate se obtuvo poca
acidez (1,38). Estos resultados se relacionan de manera inversa con los resultados del pH, en este caso
un menor pH significa una mayor acidez, mientras que un mayor pH significa una menor acidez. Estos
valores van de la mano con el hecho de que al existir mayor cantidad de acido citrico en la uvilla que en
el tomate, las BAL lo metabolizan de manera efectiva, esto conduce consecuentemente a una mayor
produccién de acido lactico por parte de las mismas (De Porrata & Miranda, 2012). Los valores

obtenidos de acidez en la uvilla no entran dentro de los parametros permitidos de la norma INEN 2485
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correspondiente a las frutas frescas (uvilla) donde el maximo permitido es 2,50, este es un parametro a
tomar en cuenta si se quiere comercializar o exportar el producto bioconservado, sin embargo, hay que
tener en cuenta los dias de bioconservacion, que aumentardn la produccién de acido lactico por las
bacterias. Ademds, (Tumbarski et al., 2019) menciona que los acidos orgdnicos presentes en las frutas y
vegetales son consumidos en la respiracién vegetal, disminuyendo asi la cantidad de acidos con el
tiempo.

En cuanto al porcentaje de humedad, se obtuvo mayor porcentaje de humedad en el tomate
(92,61) que en la uvilla (80,78) encontrandose diferencia significativa. Esta diferencia en la humedad se
debe principalmente a la cantidad de agua presente en cada tipo de vegetal y los dias que se mantengan
conservados los mismos. De acuerdo con el estudio de (Lépez et al., 2017) el tomate posee un 93,6 % de
agua en el tomate, mientras que segun (Arias & Brito, 2008) la uvilla posee un 20,46 % de agua.

Con respecto a la ceniza, no se encontrd diferencia significativa entre los dos tipos de vegetal,
teniendo en la uvilla un valor de 1,00 y en el tomate un 0,77. Esto demuestra que la cantidad de
residuos inorganicos y minerales no varia entre los vegetales al aplicar la solucion bioconservante.
Aungque si bien se reportd un rango mas amplio obtenido en los tratamientos con tomate, esto se debe
principalmente a factores externos a los correspondientes de la bioconservacién, uno de ellos es la
cantidad de minerales presentes en cada baya de tomate.

En cuanto a la dureza, se encontré diferencia significativa entre el tomate y uvilla, dando una
mayor dureza al tomate (32,28) que a la uvilla (17,95). Este parametro es un determinante en la calidad
de la bioconservacion del producto, y demuestra que la bioconservacién puede afectar la calidad de los
vegetales, esto se debe a que el acido lactico puede afectar a los tejidos externos de los vegetales, y
segun (Ponce, 2020) la piel de la uvilla tiende a romperse facilmente, entonces la accidn de las BAL sobre

la piel de la uvilla puede afectar su dureza.
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Respecto al Factor C (Acondicionamiento)

Con respecto a las caracteristicas fisico quimicas y bromatoldgicas de los tratamientos, se
obtuvo un mayor pH en los tratamientos en los que se aplicé refrigeracion (3,99) y un menor pH para
aquellos que no se aplico refrigeracion (3,96), sin embargo, al ser poca la diferencia, no se obtuvo
diferencia significativa. Sin embargo, la temperatura es un factor que puede afectar el pH de las
muestras conservadas, esto debido a que la BAL necesita una temperatura ptima de 18°Ca 45 °C
(Clima, 1955), y los tratamientos con refrigeracion fueron sometidos a temperaturas de entre 6y 7 °C,
sin embargo, esta variacion no es tan marcada como para afectar la efectividad del bioconservante.

En cuanto a la acidez, no se obtuvo diferencia significativa entre los tratamientos con y sin
refrigeracidon, obteniéndose una mayor acidez en los tratamientos sin refrigeracidon con un valor de 2,02,
esto se debe precisamente a el mejor metabolismo en inhibicién de las BAL a temperaturas optimas
para su supervivencia, claro que la diferencia no es notable, ademas esta disminucion de acidez en los
tratamientos con refrigeracién se debe a la ralentizacidn de los cambios metabdlicos naturales del
tomate y frutilla, donde los acidos organicos tienden a transformarse en aztcares (Hernandez, 2013). El
menor valor fue para los tratamientos con refrigeracién (1,91)

Respecto a la pérdida de peso (% humedad) se obtuvo diferencia significativa, encontrandose
menor pérdida de peso en los tratamientos con refrigeracién (83,95%) en comparacion con los
tratamientos a temperatura ambiente (88,21%). Estos resultados difieren de los encontrados en el
estudio de (Estrada et al., 2010) donde se obtuvieron pérdidas de peso de 2,3 %y 3,5 % a una
temperatura de 12 °C, siendo ésta la dptima para obtener la menor pérdida de peso, esto concuerda con
nuestros resultados donde la temperatura ambiente acelera la pérdida de peso. Ademas (Estrada et al.,
2010) menciona que los tomates pueden almacenarse desde los 9 °C a los 12 °C durante 14 dias sin

presentar pérdidas de peso significativas.
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En cuanto a la ceniza, se obtuvo diferencia significativa con un valor mayor para los tratamientos
con refrigeracién (0,98) con respecto a los tratamientos sin refrigeracion (0,84). Esta diferencia se debe
principalmente al consumo mas lento de los minerales (Nitrégeno y Azufre) por parte de las BAL debido
a las bajas temperaturas, esto en consecuencia significa que las muestras se conservaran mejor sin
afectar su contenido de minerales y compuestos orgdnicos, en comparacién con los tratamientos
expuestos a temperatura ambiente (Wegkamp et al., 2010).

En la dureza, se encontro diferencia significativa teniendo a los tratamientos con refrigeracion
con un 32,79 dureza, siendo este el valor mayor, y un 18,87 a los tratamientos sin refrigeracién. La
mayor dureza en las muestras refrigeradas se debe principalmente a dos causas, las bajas temperaturas
es un ambiente hostil y poco favorable para el crecimiento de hongos y bacterias como e. coli (Wheatly,
2022) y al efecto inhibidor de las BAL sobre los microorganismos patdgenos, estas dos causas evitan que

los microorganismos debiliten y rompan los tejidos de la piel de los vegetales.

Respecto a la interaccion del Factor A*B*C (Concentracion de la solucién bioconservante*Tipo de
vegetal*Acondicionamiento)

De acuerdo a los resultados obtenidos, se obtuvieron valores menores en los tratamientos
con 1x10*® UFC/ml en la variable de pH, especificamente en los tratamientos con uvilla: aOb1c0 con un
3,74 y el tratamiento aOb1cl con un 3,87, mientras que los valores mas altos se dieron en los
tratamientos con 8x108 UFC/ml con tomate con vy sin refrigeracién (alb0Ocl y alb0c0) con un valor de
4,32y 4,25 respectivamente y donde ademds se obtuvo homogeneidad entre esos dos tratamientos (D)
se obtuvo que entre mayor concentracién de solucién bacteriana los valores de pH bajan, es decir, se da
una mayor produccion de acido lactico por parte de las BAL, esto junto con la refrigeracidn aplicada
dieron los valores mas bajos (3,74 y 3,79) en los tratamientos en las 2 concentraciones, ya que como se
dijo, la refrigeracidn ralentiza el proceso de metabolismo de los acidos orgdnicos de las frutas,

manteniendo asi su pH bajo, asi mismo, si no se aplica refrigeracién a las muestras, los valores de pH
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subiran gradualmente entre mas dias se deje a la muestra ya que las BAL dejan de producir el acido
lactico y cumplen su ciclo de vida (Plank, 1984), esto se refleja en el estudio de (Tipan, 2022) donde se
obtuvo un aumento del pH del dia 5 al dia 10 de la bioconservacién en la col. Se determiné que el pH es
una de las variables que mayor variabilidad presentd en todos los tratamientos y combinaciones,
sugiriendo asi entonces, que el pH va a variar mucho dependiendo de la combinacion que se tenga, y

gue existe Unicamente una relacién inversamente proporcional solo con la acidez.

En la variable de acidez, se obtuvieron valores inversos a los del pH, obteniéndose valores
mayores en los tratamientos con 1x10%® UFC/ml + uvilla + refrigeracion (4,52) y 8x108 UFC/ml + uvilla +
sin refrigeracion (4,42), valores mayores de acidez representan una mayor presencia de acido lactico en
las muestras, esto a su vez significa una mayor efectividad de inhibicidn de las BAL. Claro que también
afectan los acidos organicos propios de cada fruta. Asi mismo, se observé una correlacidn inversa entre
los valores de pH y la acidez, esto se puede observar mejor en la Tabla 33 donde estas dos variables
tienen una correlacidon negativa.

En la variable de humedad, se obtuvieron mejores resultados en los tratamientos con la
concentracion 1x10% UFC/ml aplicado al tomate con y sin refrigeracién (95,71 y 98,35), donde se obtuvo
una mayor humedad, es decir, menor pérdida de peso. Este resultado se debe en parte al factor B, es
decir, el tipo de vegetal, ya que el tomate contiene mucha mas agua en su composicion, esto ayuda a
preservar la calidad del producto y evitar la deshidratacion (Ruiz et al., 2006), un factor clave que influye
en los valores de humedad es el acondicionamiento, esto debido al microambiente que se genera al
conservar las muestras dentro del recipiente a bajas temperaturas, evitando la migracién de vapor de
agua hacia el exterior (Quiroz, 2016).

En el caso de la ceniza, se obtuvieron valores mayores para los tratamientos con concentracion

de 8x10® UFC/ml y especificamente en el tomate con refrigeracion (3,61), este tratamiento se puede



97

decir que es el mejor debido a que contiene mayor contenido de minerales y dando a entender que el
efecto de las BAL no afecta de manera significativa a la cantidad de minerales o residuos inorgdnicos
(Quiroz, 2016). El tratamiento que menos valores obtuvo fue de la concentracién 8x108 UFC/ml +
tomate + sin refrigeracién con un valor de 0,36. Este parametro permite determinar la calidad de la
conservacién de las frutas y ver si no existe perdida de ciertos compuestos inorgdnicos como los
minerales.

En la variable de dureza, se obtuvieron valores mayores en los tratamientos con refrigeracion y
en la concentracién 1x10* UFC/ml y 8x108 UFC/ml, con un valor de 40,94 en el tratamiento alb0cO y
36,55 para el tratamiento aOb1c0, esto demuestra que el acondicionamiento si afecta la calidad de las
muestras, teniendo una mayor preservacién en buen estado de las frutas, esto complementado con la
concentracién de la soluciéon bacteriana, ayuda a inhibir el crecimiento de microorganismos que rompen

y debilitan la piel de las frutas (Palacio & Cambra, 2014).

Respecto al analisis microbiolégico

Se obtuvo una mayor cantidad de BAL en el tratamiento 1 correspondiente a 1x10*> UFC/ml +
tomate + refrigeracién, con una cantidad de 8,20x10* UFC/ml, este valor es semejante a los obtenidos
en el estudio de (Tipan, 2022) donde se obtuvieron valores de entre 1,90 y 3,74x10° UFC/ml en el quinto
dia de conservacidn, esta diferencia de valores se deben a los dias transcurridos de la conservacion, y se
demuestra que entre mas dias se conservan las muestras, el crecimiento de las BAL cesa y
posteriormente empiezan a morir. En cuanto al recuento de mohos y levaduras, se encontré que el
mejor tratamiento fue igualmente el tratamiento 1 correspondiente a 1x10*® UFC/ml + tomate +
refrigeracidon con una cantidad de 2,00x10° UFC/ml, este valor fue el menor de entre todos los

tratamientos, eso demuestra la efectividad del bioconservante.
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Capitulo VI

Conclusiones

Factor A (Concentracidn de la solucion bioconservante)

Se obtuvo en el caso del pH, 3,94 en concentracidén 1x1015 UFC/mly 4,12 en 8x108 UFC/ml,
estos valores difieren a investigaciones encontradas en trabajos semejantes. En el caso de |a acidez, para
la concentracién 1x1015 UFC/ml se tiene 2,12 y para 8x108 UFC/ml 1,72, esto debido a una mayor
produccién de acido lactico por parte de las BAL, segln investigaciones similares en otros vegetales. En
la humedad se tiene 93,92 en 1x1015 UFC/ml y 85,12 en 8x108 UFC/ml, valores que difieren a los
encontrados en estudios semejantes, esto debido a que una mayor concentracion de BAL genera mas
productos que afectan la humedad de acuerdo a investigaciones bibliograficas. Para la ceniza se tiene
0,96 en concentraciéon de 1x1015 UFC/mly 1,12 en 8x108 UFC/ml, valores que reflejan una mayor
cantidad de minerales y residuos inorganicos segln las investigaciones encontradas. Para la dureza, se
tiene 26,53 para 1x105 UFC/ml y 26,95 en 8x108 UFC/ml teniendo valores homogéneos, una baja dureza
se debid a un debilitamiento en los tejidos exteriores de los vegetales, segun investigaciones similares.
Por los valores obtenidos y comparados, asi como por la diferencia significativa, se acepta la hipotesis
alternativa y se concluye que la concentracién del bioconservante influye en la conservacién de los
vegetales.

Factor B (Tipo de vegetal)

En cuanto a los resultados de los parametros fisico quimicos y bromatolégicos de los
tratamientos, se obtuvo en el caso del pH, 4,12 en tomate y 3,88 en uvilla, estos valores estarian
cercanos a resultados obtenidos en trabajos similares. En el caso de la acidez, se obtuvo 3,84 en la uvilla
y 1,38 en el tomate, valores que difieren entre si por la cantidad de acido citrico presente en la
composicion de cada vegetal. La acidez del tomate se encuentra dentro de los parametros de la norma

INEN 2485. En la humedad, se tiene 92,61 en tomate y 80,78 en uvilla, valores que difieren a los
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obtenidos en investigaciones similares: la humedad se relaciona también con el contenido de agua
propio de cada fruta, esto segun investigaciones bibliograficas. Para la ceniza se tiene 0,77 en el tomate
y 1,00 en la uvilla, valores que demuestran una cantidad similar de minerales entre los 2 vegetales, para
la dureza dio un valor de 32,28 en el tomate y 17,95 en la uvilla, valores que se dieron debido a la
cantidad de acido lactico que afectan los tejidos de la piel de la fruta segun investigaciones encontradas.
Debido a la diferencia de valores entre las variables y a la comparacién con otros estudios, se acepta la
hipdtesis alternativa y se concluye que el tipo de vegetal influye en la bioconservacion con bacterias

acido lacticas.

Factor C (Acondicionamiento)

Los valores de pH en los tratamientos que se aplicé refrigeracion es 3,99 y 3,96 para aquellos
qgue no se aplico refrigeracién, la temperatura es un factor que afecta el pH de los tratamientos, porque
las BAL necesitan una temperatura éptima de 18°C a 45 °C segln investigaciones similares. En cuanto a
la acidez, Los tratamientos sin refrigeracién tienen un valor de 2,02 y los tratamientos con refrigeracion
tienen 1,91. Esto se debe a la ralentizacién de los cambios metabdlicos naturales del tomate y frutilla
segun investigaciones en trabajos parecidos.

Respecto a la humedad, los tratamientos con refrigeraciéon tienen 83,95% y los tratamientos a
temperatura ambiente tienen 88,21%, valores que son diferentes a los encontrados en trabajos
parecidos. En cuanto a la ceniza, se obtuvo 0,98 en tratamientos con refrigeracion y 0,84 en
tratamientos sin refrigeracion, esto por el consumo mas lento de minerales segun estudios encontrados.
En el caso de la dureza, los tratamientos con refrigeracién tienen 32,79 de dureza y aquellos sin
refrigeracidn tienen 18,87. De acuerdo a los datos analizados, se acepta la hipdtesis alternativa y se

concluye que el acondicionamiento influye en la bioconservacién con bacterias acido lacticas.



100

Interaccion A*B*C (concentracion de la solucién bioconservante*tipo de vegetal*acondicionamiento)
En el pH se tiene valores de 3,74 para la uvilla en concentracion 1x1015 UFC/ml con
refrigeracion, y 3,87 en la uvilla con concentracion 1x1015 UFC/ml sin refrigeracion, estos valores
difieren de los obtenidos en otra investigacion similar, el pH aumenta entras mas dias de conservacion
debido a la muerte de las BAL y la refrigeracion ralentiza este proceso. En la acidez se tiene un valor de
4,52 en la uvilla con 1x1015 UFC/ml y con refrigeracion, siendo este el mejor valor obtenido en todos los
tratamientos. En la humedad dio un 74,81 en la uvilla con 8x108 UFC/ml con refrigeracion,
considerandose este el mejor resultado arrojado debido al menor porcentaje de pérdida de peso. En la
ceniza se tiene 3,61 en la uvilla con 8x108 UFC/ml y con refrigeracidn, en la humedad dio un 40,94 en el
tomate con 8x108 UFC/ml y con refrigeracidn, siendo este el valor mas alto de dureza y considerandose
entonces el que mejor calidad y menos debilitamiento de los tejidos de los vegetales. Debido a la
existencia de diferencia significativa entre todos los tratamientos, y de acuerdo a los valores arrojados
por las variables, especialmente las de pH, acidez y humedad que son las que mas variabilidad
presentan, se acepta la hipétesis alternativa y se concluye que la interaccién entre los tres factores

influye en la bioconservacion con bacterias acido lacticas.

Recomendaciones

En el estudio se determind que las variables de pH, acidez y humedad son las que mas influyen y
determinan la efectividad de la bioconservacidn, en base a ello, se recomienda utilizar el bioconservante
con 1x10*> UFC/ml en la uvilla debido a que, segun los resultados, este fue el que mejores valores arrojé
(3,74 para pH 4,52 para acidez, 91,35 para humedad. Una mayor concentracion de bacterias acido
lacticas dard una mayor inhibicién de microorganismos patdgenos en los vegetales, esto a su vez
alterara las variables de pH, acidez y humedad. Ademas, se recomienda utilizar la solucién
bioconservante concentrada en complemento con una refrigeracion para tener una mayor conservacion

de los vegetales.
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En cuanto al tipo de vegetal, se recomienda utilizar cualesquiera de los vegetales, ya sea tomate
o uvilla, esto debido a los resultados similares obtenidos al comparar con otras investigaciones, y a que
la diferencia de valores obtenidos se debe a la composicion propia del vegetal. Es recomendable
también a utilizar vegetales previamente lavados con solucidn de acido citrico u otro acido organico que
inhiba el crecimiento de microorganismos patégenos.

En cuanto al acondicionamiento, se recomienda aplicar refrigeracion, debido a que se conservan
mejor los vegetales, y la capacidad antimicrobiana de las bacterias acido lacticas perdura durante mucho
mas tiempo, esto se puede observar de acuerdo a los resultados donde la refrigeracion dio valores
menores de pH en la uvilla y tomate (3,74 y 3,99 respectivamente), valores mayores de acidez (1,70 en
tomate y 4,52 en uvilla) valores mayores de ceniza (3,61 en tomate) y una mayor dureza (40,94 en
tomate). Se recomienda ademds una refrigeracion a temperaturas de 9 a 12°C que es el rango 6ptimo

para una mejor conservacion de los vegetales sin alterar la calidad o humedad del producto.
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