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Objetivos

General Especificos
« Evaluar la factibilidad de conservacion de » Determinar la eficacia de la liofilizacion en la conservacion de 5
distintos tipos de bacterias acido lacticas (BAL) BAL (Lactiplantibacillus Plantarum, Lactococcus lactis subsp.
mediante liofilizacién. Lactis, Leuconostoc Mesenteroides, Weissella confusa y

Limosilactobacillus Reuteri).

» Evaluar el efecto de la aplicacién de las 5 BAL liofilizadas para la
bioconservacion de dos frutas minimamente procesadas (MPF):
arandano y uva.

» Determinar mediante analisis fisicoquimicos y microbioldgicos, la
eficacia de las 5 BAL liofilizadas como bioconservante en las
frutas MPF.
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Hipotesis

Hipotesis para factor A (Bacterias acido lacticas liofilizadas):

HO: El tipo de bacteria acido lactica liofilizada no influye en la bioconservacién de las frutas.
H1: El tipo de bacteria acido lactica liofilizada influye en la bioconservacién de las frutas.

Hipotesis para el factor B (Frutas):

HO: El tipo de fruta no influye en la eficacia de bioconservacién con bacterias acido lacticas liofilizadas.
HA1: El tipo de fruta influye en la eficacia de bioconservacién con bacterias acido lacticas liofilizada.

Interacciéon A*B (Tipo de bacteria * Tipo de fruta):

HO: El efecto de las interacciones entre el tipo de bacteria acido lactica liofilizada y el tipo de fruta no influye en la
bioconservacion.

H1: El efecto de las interacciones entre el tipo de bacteria acido lactica liofilizada y el tipo de fruta influye en la
bioconservacion.
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Diseino Experimental

Analisis de la eficacia de la liofilizacion de BAL Interaccion de los tratamientos a evaluar
Factores Simbologia Niveles N.2 Interacciones Niveles
Lactiplantibacillus Plantarum + Arandano
AO Lactiplantibaciilus Plantarum n AOBO P
T2 AOB1 Lactiplantibacillus Plantarum + Uva
Al Lactococcus lactis subsp. Lactis
T3 A1BO Lactococcus lactis subsp. Lactis + Ardndano
A. Bacterias acido lacticas A2 Leuconostoc Mesenteroides
T4 A1B1 Lactococcus lactis subsp. Lactis + Uva
A3 Weissella Confusa : 3
T5 A2B0O Leuconostoc Mesenteroides + Arandano
A4 Limosilactobacillus Reuteri .
T6 A2B1 Leuconostoc Mesenteroides + Uva
Estudio de la factibilidad de bioconservacién con BAL 7 A380 Weissella Confusa + Arandano
liofilizadas T8 A3B1 Weissella Confusa + Uva
Limosilactobacillus Reuteri + Arandano
Factores Simbologia Niveles ™ A4B0
T10 A4B1 Limosilactobacillus Reuteri + Uva
AO LaCtiplantibaCillus plantarum ...................................................................................................
Al Lactococcus lactis subsp. Lactts : Tipo de disefo: Modelo bifactorial AxB
A. Bacterias acido lacticas A2 Leuconostoc Mesenteroides
o5 Wistssdiits Sonifiisa Repeticiones: 3 repeticiones por cada tratamiento
_ : con 30 U.E.
A4 Limosilactobacillus Reuteri :
B. Productos agricolas 20 Arandano . Analisis funcional: Prueba de significancia de

minimamente procesados (MPF)

B1 Uva . Tukey al 5% (p<0,05). .
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Metodologia

1L de caldo Esterilizacion a
MRS por cadaf——»{121°C durante
bacteria 15 min

Comprobacion de
activacion mediante
absorbancia y cultivo
en Petri Film del BAL

Incubacion a
37°C durante [—»
48h

noculacion de BAL en
Cultivo de BAL los medios
correspondientes

Muestras

- Lactiplantibacillus plantarum

- Lactococcus lactis subsp. Lactis
—» - Leuconostoc mesenteroides ——»
- Weissella confusa

Activacion de
bacterias

conservadas (37°C
durante 4h)

- Limosilactobacillus reuteri
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Metodologia J

T

Pesado antes y después
I Pesado Pes|ado

Control continuo

Distribucion

Comprobacidn de

Liofilizacion y del medio en | Precongelacion| - Uitracongelacidn iofilizacion a 10Pa s et it
envasado de las Al durante 24h > durante 4h y -60°C durante 4 almacenamie\;to > RS
BAL P (-200C) (-600C) dias Y

estériles en Petri Film del BAL

- Lactiplantibacillus plantarum

- Lactococcus lactis subsp. Lactis
- Leuconostoc mesenteroides

- Weissella confusa

- Limosilactobacillus reuteri

v
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Metodologia

‘ Analisis sensorial
Solucién tampén Acido (sabor, olor,
Solucién o citrico-Citrato de sodio textura y
Bacteriana "| + Bacterias liofilizadas apariencia)
(1076 UFC/q)

o : Analisis
Acondicionamiento Etiquetado de las Colocacion de Rebineracién T ) microbioldgico
y bioconservacion muestras solucién bacteriana }—» or% odae T sk Mejores | (enterobacterias,

de MPF (tratamientos) ediante rocio P tratamientos |coliformes totales, E.

coli y Salmonella)
Y
Muestras Analisis
l N Arandanos .| Desinfeccion con ﬁS'COQ_U'm'COS
- Uvas verdes acido citrico al 2% (PH, acidez y %
de cenizas)
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Variables a evaluar

% acidez % cenizas Analisis sensorial

(Vi x Ny Xx M) x 10 e

pH %A =
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Resultados

Determinacién de la eficacia de la liofilizacién para la conservacion de BAL

Rendimiento de la liofilizacion de las BAL

7,000%
6,000%
5,000%
4,000%
3,000%
2,000%
1,000%
0,000%
Lactiplantibecillus Lactococcus lactis  Leuconostoc Weissella  Limosilactobacillus
Plantarum subsp. Lactis  Mesentercides Confusa Reuteri

. La bacteria Leuconostoc Mesenteroides obtuvo el mayor rendimiento con un valor de 6,283%, en comparacion
: con las demas bacterias. Por otro lado, Weissella Confusa presentd el menor rendimiento con un valor de :
- 4,571%. :

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




Resultados
Determinacion de la eficacia de la liofilizacion para la conservacion de BAL

Viabilidad de la liofilizaciéon de BAL

m UFCiml antes.
mUFCiml desp.

Lactiplentibecillus Lactococcus lactis Leuconostoc Weissella Confusa Limosilactobacillus
Plentarum subsp. Lactis Mesenteroides Reuteri

Concentracion en UFC/ml de las bacterias

1.2

+0 Coeficiente deregresién (R)

R=0.9944

Absorbancia (Abs)

o 2e+8 4e+8 €e+8 Se+8 1e+9
UFC/mi

Curva de calibracion Absorbancia vs UFC/ml
para cultivos de P. fluorescens (Diaz, 2011).

La bacteria Leuconostoc Mesenteroides presentd una mayor actividad bacteriana, teniendo una concentracion aproximada de
: 1.83E+09 UFC/mL y un valor de 6,39E+08 después del proceso de liofilizado y de la reactivacién de la misma. :

. Segun Fonseca, et al (2014), la deshidratacién puede ocasionar dafios permanentes en las células bacterianas, como
: modificaciones en la estructura fisica de lipidos de membrana y la conformacion de las proteinas sensibles lo que resulta en

. una notable disminucién de la viabilidad bacteriana.

Qa) ESI:E
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Resultados
Analisis estadisticos de la bioconservacion de frutas MPF: Analisis fisicoquimico

Analisis de varianza para pH. Analisis de varianza para el % de acidez.

Fuente SC Gl cM Razén-F  Valor-P Fuente SC Gl M Razén-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES EFECTOS PRINCIPALES
Factor A 0,029445 4 0,00736125 8,11 0,0006 Factor A 0,4951 4 0,123775 54,85 0,0000
Factor B 0,204187 1 0,204187 224,86 0,0000 Factor B 1,48296 1 1,48296 657,15 0,0000
Replicas 0,000405 2 0,0002025 0,22 0,8023 Replicas 0,00684667 2 0,00342333 1,52 0,2461
INTERACCIONES INTERACCIONES
AB 0,026925 4 0,00673125 7,41 0,0010 AB 0,223287 4 0,0558217 24,74 0,0000
RESIDUOS 0,016345 18 0,000908056 RESIDUOS 0,04062 18 0,00225667
TOTAL (CORREGIDO) 0,277307 29 TOTAL (CORREGIDO) 2,24882 29

Analisis de varianza para el % de cenizas.

. En las 3 variables, se observ¢ diferencia significativa en el

Fuente SC Gl CcM Razén-F  Valor-P

e T : tipo de Bacteria; acido lacticas (Factor A), los MPF (Factor :
Factor A 0,104687 4 00261717 2943 0,0000 : B) y la interacciéon AxB (Tipo de bacteria acido lactica x :
Factor B 0,0197633 1 00197633 22,22 0,0002 : Productos agricolas minimamente procesados)

Replicas 0,000126667 2 0,0000633333 0,07 0,9315 :
INTERACCIONES : .. ) e - :
AB 0,0155533 4 000388833 437 00121 . No se observo diferencia significativa en las réplicas, lo que :
RESIDUOS 0,0160067 18 0,000889259 : sugiere una normalidad en la toma de los datos. :

TOTAL (CORREGIDO) 0,156137 29 :
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Resultados

Factor A
Prueba de significancia de Tukey: Tipo de BAL — phl — Acides
Factor A: Tipo de BAL pH %Acidez %Cenizas ] :i
AO0: Lactiplantibacillus Plantarum 3,783 a 0,773a® 0,310%a Zj° 13
A1: Lactococcus lactis subsp. Lactis 3,800ae 1,093ce 0,315%a o e, E
A2: Leuconostoc Mesenteroides 3,758 ab 1,045b 0,322%a B 210 E
A3: Weissella Confusa 3,708be  0,9%4b 0,278% ae 260 09 E
A4: Limosilactobacillus Reuteri 3,770a 0,809a  0,448%be ass - @ |
Nota. Las letras “a”, “b" y “c” representan el grupo al que pertenece el factor 350 06 =
345 05
................................................................................................................. : 5 2 : : ; 3 < y 3
° (Ibarra, 2007) sefala que las BAL se desarrollan en pH de 3.2 a : Factor A Factor A
4.5. El bajo pH se atribuye al acido lactico en su forma no : %Cenizas
disociada que tiene propiedades toxicas para muchas bacterias, : gggg;
hongos y levaduras (efecto antagonista microbiano). : 0480% Y
: 0.460% i
. . .y .. T : 0440%
° La acidez se atribuye a la produccion de acido lactico, el cual, : 0420% ‘
segun (Melia et al., 2021), se origina durante la fermentacion, : g gggg; = ‘
siendo el primer metabolito generado por las BAL. 3 0360%
£ 0340% l T
: 0320% 1 N NN
e Los valores de ceniza se encuentran dentro del rango : 0300% —N
establecido para arandanos, que oscila entre 0,12% (Lazarte : 35285 . < ‘ NN
Bedoya, 2018) y 0,81% (USDA, 2022) y para las uvas, que varia : g;gg; < ==
entre 0,3 a 0,5% (Kamil Alsaed, 1996). : A 2 3 4 5
: Factor A
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Resultados

Factor B

Prueba de significancia de Tukey: Frutas MPF

FactorB: MPF pH  %Acidez %Cenizas
BO: Arandano 3,681a 1,164b 0,309% a
B1: Uva 3,846b 0,72a 0,360%b
Nota. Las letras “a” y “b” representan el grupo al que pertenece el factor

° El pH de arandanos reportado para bayas maduras, va de :
2,85 a 3,49 (Sapers et al., 1984), mientras que para las :
uvas va de 3,14 a 3,49 (Ausejo, 2019). Segun (Colombo :
et al., 2021), el aumento del pH de las frutas se debe a la :
maduracion. '

° La acidez de arandanos oscila entre 0,4% y 1,31%
(Sapers et al., 1984), mientras que para las uvas va de :
0,51y 0,88 % (Jayasena & Cameron, 2008). '

° El % cenizas en arandanos oscila entre 0,12% (Lazarte
Bedoya, 2018) y 0,81% (USDA, 2022). En la uva, el :
Y%cenizas varia entre 0,3 a 0,5% (Kamil Alsaed, 1996).

pH Acidez
3,90 16
88 = b ic
14
S 13
375 1.2
AN ]
L 370 | L
= 265 A\ £
' 0,9
3,60 0.8
3,55 0,7
3,50 0,6
345 @3
45 > 1 2
Factor B Factor B
%Cenizas
0,0052
0,0050
0,0048
0,0042
0,004
0,0042
@ 0,0040
4§ o T
o 0,038
# 0,0024
0,0032
0,0030
0,028
0,0028
0,024 _J_
0,022 .
Facor B

®
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Resultados

Factor A*B
Prueba de significancia de Tukey de la interaccion AB
Factor A: Tipo de BAL Factor B: MPF  pH %Acidez  %Cenizas wF 3 raees 42 i _:"‘?‘" 8
AO0: Lactiplantibacillus Plantarum  BO: arandano 3,715b 0,847c  0,300% ab HHHH __)Eé ; -2
AO0: Lactiplantibacillus Plantarum  B1: Uva 3,850a 0,699ab 0,320% abc whk i 1,22 -
Al: Lactococcus lactis subsp. Lactis BO:arandano 3,750b 1,406e  0,324% abc
Al: Lactococcus lactis subsp. Lactis B1: Uva 3,850a 0,780bc 0,305% ab : .l i 2 il |
A2: Leuconostoc Mesenteroides BO: arandano 3,670b 1,295e 0,270% a g
A2: Leuconostoc Mesenteroides B1: Uva 3,845a 0,795bc 0,375% bc
A3: Weissella Confusa BO: arandano 3,570c 1,283e 0,251%a b i 7 LB G ]
A3: Weissella Confusa B1: Uva 3,845a 0,704 abc 0,304% ab " \‘\\\
A4: Limosilactobacillus Reuteri BO:ardndano 3,700b 0,992d 0,399%c e - 0,62 = 4
A4: Limosilactobacillus Reuteri B1: Uva 3,840a 0,627a  0,496%d . : Fa:or a ; . L 2 3 4 ?
Factor A
: Se seleccionaron los tratamientos 6ptimos en base a los : RG]
: . . . . : 50 Factor B
. resultados obtenidos de los parametros de acidez y cenizas. : o1
: . . , : 2
e En el caso de los arandanos, se selecciond el : 45 .

tratamiento Limosilactobacillus Reuteri + arandano

(A4B0), con una acidez de 0,992% y 0,399% de cenizas. g 40? —

35| 3

e En el caso de las uvas, se seleccion6 el tratamiento Wb :
Weissella Confusa + uva (A3B1), cuya acidez fue del : :

25 =

0,704% vy 0,304% de cenizas. Estos valores seé
encuentran dentro de los parametros correspondientes. Fecor A
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Resultados

Analisis Sensorial

Olor Sabor
5
. 5

4
3 3
2 2
1 ! l
O O

Lactiplantibacillus Loctococcus ladis  Leuconostoc Weissella Confusa Limosilactobacillus Lactiplantibacillus Lactococcus lactts  Leuconostoc Weissella  Limoslactobacillus
Plantarum swbsp. lactis  Mesenteroides Reuteri Plantarum whsp. lacls  Mesenteroides Confusa Reuteri
® Arandano  ® Uva
Textura Color

5.00
5
4 400

o Aré
3 L0 m Uvc
2 2.00
| [ | 1.00
0 B
Lactiplantibacillus Lactococcus lactis  Leuconostoc Weissella  Limosilactobacillus a0 L eaEa e et | Wilsslo Canlng [ncalaahactn
P\on?orum SUbSp. Lactis /\/\esenteroides Confuso Reuferi Plantarum wbsp. lactis Mesenteroides Reuteri

. Los tratamientos Limosilactobacillus Reuteri + arandano (A4B0) y Weissella Confusa + uva ( A3B1) obtuvieron la puntuacion mas alta
. en comparacion a los demas. :
. La experiencia multisensorial de un producto alimenticio esta asociada a factores intrinsecos y extrinsecos del alimento, que :
. desempefan un papel en la percepcion y aceptacion de los alimentos que se seleccionan para el consumo (Nanjundappa y otros, 5
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Resultados

Analisis de componentes principales
Matriz de correlaciones de los componentes principales evaluados PP PSP P PRSP _

Correlacién® pH Acidez % Ceniza olor sabor textura color Se observé una correlacion negativa entre el pH y la
pH 1,000 -0,743 0,438 -0,065 -0,035 -0,400 -0,440 . acidez, con un valor de -0,743. Esta relacion indica :
Atldez -0,743 1,000 0477 -0,213 0,006 0,467 0413 : yna proporcién inversa; es decir, a medida que la :
SR - g SAn L 0332 045 “03% : gacidez de la fruta disminuye, el pH tiende a aumentar.
plos i D2 0230 000 0240 Ol 0423 También se observaron dos correlaciones positivas
sabor -0,035 0,006 -0,332 0,240 1,000 0,637 0,750  : . :
St 0,400 0.467 0,546 0.331 0,637 1,000 0,909 : entre el color, 'sab.or y te>§tura, es decir que estos valor :
color -0,440 0,413 -0,396 0,423 0,750 0,909 1000 : aumentan o disminuyen juntos. :

Nota. a. Determinante =,003
Grafico de Sedimentacion

De los 7 componentes principales, solo 3 esta contribuyendo
. significativamente a la variabilidad de los datos, con un
. autovalor de 3,437, 1,741y 0,973 respectivamente. :

Autovalor

1 2 3 B 5 6 7

Numero de componente
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Resultados

Analisis de componentes principales

Grafico de componentes en espacio rotado mediante Quartimax

e En el componente 1, se observan 2 grupos, siendo :
color-textura los de mayor correlacion. En el componente
3, se encontré un grupo donde la acidez, el color y la
textura tienen correlacion. :

° El color, textura, sabor y acidez son factores que se ven
afectados, por la maduracion, siendo que estos tienden a :
disminuir mientras mas se madura la fruta (Barrett y otros,
2010). Ademas se observa una correlacién negativa entre :
acidez y pH en el componente 3. :

Componente 2

e La disminucién en la acidez se debe a la conversion de :

acidos organicos en azucares durante la gluconeogénesis,
lo cual aumenta el pH de la fruta (Garcia-Pacheco & :
Cabrera, 2023). :
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Resultados

Analisis microbiolégico

Cultivos en placas Petrifiml de diferentes tipos del Cultivos en placas Petrifiml de diferentes
tratamiento Limosilactobacillus Reuteri + arandano tipos del tratamlento Weissella Confusa + uva

: No  existi6  crecimiento :
. bacteriano en ninguna de las :
. placas de cultivo. :

. Esto se debe a que las BAL : |
. tienen la capacidad de inhibir :
5otros microorganismos, 1o :

: que les permite mejorar la :
§ seguridad y calidad de :
. diversos productos :
§aI|ment|C|os (Akbar et al.,
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Conclusiones

Determinacién de la eficacia de la liofilizacién para la conservacion de BAL

e La bacteria Leuconostoc Mesenteroides obtuvo mayor rendimiento 6,283%, mientras que Weissella Confusa presenté el menor
rendimiento 4,571%.

e [euconostoc mesenteroides demostré mayor actividad bacteriana tanto antes como después del proceso de liofilizacién.
Su concentracion inicial fue 1.83E+09 UFC/mL, y tras el proceso de liofilizacion y reactivacion, esta se redujo a 6,39E+08
UFC/mL. Ademas, se observé mayor formacion de colonias bacterianas. Estos resultados evidencian la capacidad de
Leuconostoc mesenteroides para mantener su viabilidad después de la liofilizacion.

Respecto a los tipos de BAL (Factor A)

e En cuanto al pH, se registraron valores mas bajos para la bacteria Weissella confusa, con un pH de 3,708, mientras que
Limosilactobacillus Reuteri mostré un pH mas alto, con 3,770. Estos valores de pH son éptimos para que las BAL actuen como
bioconservantes.

° En relacion con la acidez, Lactiplantibacillus plantarum tuvo menor acidez, con un 0,773%, mientras que Lactococcus lactis subsp.
Lactis presenté mayor acidez, con un 1,093%.

° En cuanto al porcentaje de cenizas, Weissella Confusa mostré el menor valor, con un 0,278%, mientras que Limosilactobacillus
Reuteri tuvo el mayor porcentaje, con un 0,448%.
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Conclusiones

Respecto a las frutas MPF (Factor B)

e  Tanto el arandano como la uva superaron los valores tipicos de pH de las bayas maduras, con un pH de 3,681 para los arandanos y
3,846 para las uvas, lo que indica un proceso de maduracién. Sin embargo, el porcentaje de acidez de ambas frutas se mantuvo
dentro de los rangos tipicos, con un 1,164% para los arandanos y un 0,721% para las uvas.

e En cuanto al porcentaje de cenizas, también se mantuvieron dentro de los rangos reportados, siendo del 0,309% para los
arandanos y del 0,360% para las uvas. Estos resultados indican que las frutas permanecen dentro de los estandares de calidad.

Respecto a la interaccion A*B (Tipos de BAL* MPF)

e El tratamiento mas efectivo para arandanos fue Limosilactobacillus Reuteri + arandano (A4B0), con valores éptimos de pH (3,70),
acidez (0,992%) y cenizas (0,399%).

e El tratamiento mas efectivo para uvas fue Weissella Confusa + uva (A3B1), con valores similares de pH (3,845), acidez (0,704%) y
cenizas (0,304%).

° Los analisis sensoriales confirmaron que los tratamientos conservaron un buen sabor, olor, textura y color de las frutas, siendo los
mejores tratamientos: Limosilactobacillus Reuteri + arandano y Weissella Confusa + uva.

e Los analisis microbiolégicos demostraron ausencia de crecimiento de Enterobacterias, Coliformes totales Salmonella y E. coli.
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Recomendaciones

. el mayor rendimiento y actividad bacteriana.

l[: . Se recomienda el uso de la bacteria Leuconostoc Mesenteroides para la liofilizacion, dado que demostro

. Se recomienda utilizar las bacterias Limosilactobacillus Reuteri y Weissella Confusa para su aplicacion
|:> . como bioconservantes en frutas minimamente procesadas (MPF). :

|:> . Se recomienda tener un mayor control y atencion a la correlacion entre estas variables, ya que pueden :
: proporcionar informacion valiosa sobre la calidad y el estado de maduracion de los productos agricolas.
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GRACIAS POR SU ATENCION




