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Resumen

El objetivo del estudio es evaluar la conservacidn de bacterias acido lacticas (BAL) mediante liofilizacidn
y posteriormente comprobar la viabilidad en dos frutas minimamente procesadas (MPF). Se utilizaron 5
cepas de BAL: Lactiplantibacillus Plantarum, Lactococcus lactis subsp. Lactis, Leuconostoc
Mesenteroides, Weissella confusa y Limosilactobacillus Reuteri, las cuales se inocularon en caldo MRS y
posteriormente se liofilizaron durante 4 dias para obtener un producto deshidratado que se envaso al
vacio. Las BAL liofilizadas se rehidrataron en agua peptona y solucién tampdn, luego se aplicaron
mediante rociado a ardandanos y uvas. Después de 10 dias del tratamiento se evaluaron pH, acidez,
cenizas, parametros sensoriales y el control microbiolédgico de Enterobacterias, Coliformes totales,
Salmonella y E. Coli. Se determinaron que los tratamientos mas efectivos fueron Limosilactobacillus
Reuteri para el arandano y Weissella Confusa para la uva, ambos con valores éptimos de pH, acidez y
cenizas, y con ausencia de microorganismos patégenos.

Palabras clave: Bacterias acido lacticas, Liofilizacidn, Productos agricolas minimamente procesados,

Bioconservacion.



Abstract

The aim of the study is to evaluate the preservation of lactic acid bacteria (LAB) by freeze-drying and
subsequently test the viability in two minimally processed fruits (MPF). Five LAB strains were used:
Lactiplantibacillus Plantarum, Lactococcus lactis subsp. Lactis, Leuconostoc Mesenteroides, Weissella
confusa and Limosilactobacillus Reuteri, which were inoculated in MRS broth and then freeze-dried for 4
days to obtain a dehydrated product that was vacuum packed. The freeze-dried LAB were rehydrated in
peptone water and buffer solution, then spray-applied to blueberries and grapes. After 10 days of
treatment, pH, acidity, ash, sensory parameters, and microbiological control of Enterobacteriaceae, total
Coliforms, Salmonella and E. Coli. It was determined that the most effective treatments were
Limosilactobacillus Reuteri for blueberries and Weissella Confusa for grapes, both with optimal pH,
acidity, and ash values, and with absence of pathogenic microorganisms.

Keywords: Lactic acid bacteria, Freeze-drying, minimally processed agricultural products, Bio-

preservation.



Capitulo I: Introduccion y Estado del Arte
Introduccion

La conservacion de bacterias acido lacticas (BAL) mediante la liofilizacion es un método de
deshidratacidn con el fin dltimo de obtener una formulacién sélida y estable capaz de mantener la
viabilidad y la estabilidad de estas bacterias a largo plazo. Esto permite su almacenamiento y posterior
utilizacién en la bioconservaciéon de productos agricolas MPF (Carvalho et al., 2004).

El uso de BAL conservadas por liofilizacién tiene un gran potencial en las industrias de alimentos
fermentados, productos farmacéuticos y en la biopreservacién de alimentos. Este ultimo busca
desarrollar alimentos mas seguros y duraderos, lo que contribuye significativamente a la prevencion de
enfermedades transmitidas por alimentos. Ademads, al garantizar la calidad y extender la durabilidad de
los productos, fomenta el consumo de alimentos saludables y frescos.

En los ultimos afios, el mercado de frutas frescas y minimamente procesadas (MPF) ha
experimentado un rdpido crecimiento debido a los cambios en los habitos de consumo, que se inclinan
hacia alimentos frescos y saludables. Sin embargo, durante el procesamiento de las frutas, la
manipulacion y las operaciones de corte y pelado pueden inducir lesiones en el fruto y la liberacién de
contenido celular, lo que a su vez provoca el crecimiento de microorganismos dafinos (De Corato,
2020).

Para contrarrestar este problema, se ha investigado el uso de BAL en frutas MPF como un
método para mejorar su calidad y prolongar su vida util. Las BAL han demostrado su capacidad de
reducir e inhibir la accion de patdgenos transmitidos por los alimentos, debido a su efecto
antibacteriano por parte de las bacteriocinas que tienen accion competitiva contra muchos

microorganismos (Agriopoulou et al., 2020).



El objetivo de este proyecto de titulacidn es evaluar la factibilidad de conservar distintos tipos
de BAL mediante liofilizacion y el efecto de su aplicacidon para la bioproteccién de productos agricolas
MPF. Esto se llevara a cabo mediante analisis fisicoquimicos, microbioldgicos y sensoriales.

La metodologia empleada en esta investigacidn fue de tipo experimental, con un disefio
cuasiexperimental de dos factores: A (Bacterias acido lacticas) y B (Arandanos y Uvas). Se utilizaron cinco
tipos de BAL (Lactiplantibacillus Plantarum, Lactococcus lactis subsp. lactis, Leuconostoc Mesenteroides,
Weissella confusa, Limosilactobacillus Reuteri), las cuales se conservaron mediante liofilizacién y
posteriormente aplicaron a arandanos y uvas. Se realizaron analisis fisicoquimicos, microbiolégicos y
sensoriales a los productos, antes y después de la aplicacidn de las BAL, para evaluar la eficacia de

conservacion y de bioproteccién en las frutas.

Estado del arte:

En el campo de la conservacion de BAL mediante liofilizacion, se ha observado un avance
considerable en los ultimos afios. El proceso de liofilizacién ha sido ampliamente investigado para
aumentar la eficacia de este método y prolongar la vida util de las bacterias, lo que a su vez contribuye a
la bioconservacién de productos agricolas MPF protegidos con BAL.

La liofilizacidn es un proceso efectivo siempre y cuando los microorganismos logren mantener su
viabilidad por un periodo de tiempo. No obstante, las tasas de supervivencia post-liofilizaciéon estan
sujetas a factores como el género y la especie del microorganismo, asi como también los parametros
especificos de la liofilizacion, el estado fisioldgico de las células y las condiciones bajo las cuales se
rehidrata el liéfilo (Grauer Liurner et al., 2015).

Actualmente, la liofilizacion es la técnica mas apropiada y ampliamente utilizada para la
conservacion de BAL (Carvalho, et al., 2004). Sin embargo, durante el proceso, se somete a las células a
un estrés ambiental debido a los procesos congelacién, secado y rehidratacion. La supervivencia

microbiana depende de varios factores como la resistencia de las cepas, la concentracién inicial de los



cultivos, las condiciones de crecimiento, el medio de secado, los agentes crioprotectores, la velocidad de
congelacidn, las condiciones de almacenamiento como la temperatura, la atmdsfera, la humedad
relativa y la rehidratacién (Edward et al., 2011).

Los parametros de liofilizacidn se pueden optimizar mediante el uso de crioprotectores
garantizando una mayor recuperacién y menor pérdida de las BAL. Estudios han demostrado que la
conservacién de BAL a través de una liofilizacién con crioprotectores como el almidén, goma de tara,
maltodextrina, puede alcanzar un porcentaje de viabilidad de aproximadamente un 88% (Fernandez
Lichame & Romero Paucar, 2020).

Aun faltan estudios sobre los efectos de la liofilizacién en diferentes tipos de BAL, siendo las mas
utilizadas para la conservacién de alimentos las del género Lactococcus lactis, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus casei, Lactobacillus hilgardii, Pediococcus damnosus y Leuconostoc mesenteroides (Fuochi
et al., 2021).

Algunos de los productos comerciales que se han elaborado mediante la técnica de liofilizacidn
son los cultivos de microorganismos y probidticos. Se espera que las BAL, una vez aisladas y conservadas
por medio de la liofilizacidn, se utilicen como cultivos iniciadores para la fermentacion. Su aplicacion
mds comun es en los derivados lacteos fermentados, como la crema de leche, el kéfir, el kumis, la
mantequilla, el queso y el yogur (Rodriguez Villanueva, 2007).

Los cultivos iniciadores son una mezcla de bacterias acido lacticas, que al ser liofilizadas estan
concentradas y se utilizan para la inoculacion directa por ejemplo en leche de cuba; esto tiene un interés
para la investigacion y la industria, debido a sus ventajas como la alta concentracidn celular, una alta
actividad funcional y una larga vida util de almacenamiento (Huang et al., 2006).

La bioconservacidn prolonga la vida util de las frutas y verduras recién cortadas a través del uso
de microorganismos seguros y compuestos biolégicamente activos no tdxicos, mejorando su seguridad y

calidad. El uso de BAL en la biopreservacion ha demostrado ser un método efectivo que puede ayudar



en la seguridad alimentaria de la produccién de frutas y verduras, manteniendo el valor nutricional, el

aromay el sabor (Agriopoulou et al., 2020)



Objetivos
Objetivo General

Evaluar la factibilidad de conservacion de distintos tipos de bacterias 4cido lacticas mediante
liofilizacidn.
Objetivos Especificos

. Determinar la eficacia de la liofilizacion en la conservacién de cinco bacterias acido
lacticas (Lactiplantibacillus Plantarum, Lactococcus lactis subsp. Lactis, Leuconostoc Mesenteroides,
Weissella confusa, Limosilactobacillus Reuteri)

. Evaluar el efecto de la aplicacidn de las cinco BAL liofilizadas para la bioconservacion de
dos frutas minimamente procesadas (MPF): ardndano y uva.

) Determinar mediante analisis fisicoquimicos y microbioldgicos, la eficacia de las cinco

BAL liofilizadas como bioconservante en las frutas MPF.



Hipétesis
Hipotesis para factor A (Bacterias dcido ldcticas 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 bioconservacidn de las frutas.
Hipotesis para el factor B (Frutas):

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

H1: El tipo de fruta influye en la eficacia de bioconservacidén con bacterias acido lacticas
liofilizada.
Interaccion 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 bioconservacién.

H1: El efecto de las interacciones entre el tipo de bacteria 4cido lactica liofilizada y el tipo de

fruta influye en la bioconservacion.



Capitulo II: Marco teérico/Marco Conceptual

Bacterias acido lacticas (BAL)

Las BAL en su mayoria son gram-positivas, no producen esporas, las células se presentan en
forma de cocos o bacilos, son anaerobias facultativos, es decir, realizan su metabolismo en ausencia de
oxigeno y producen acido lactico en mayor parte como un producto final de la fermentacién de los
carbohidratos (Rodriguez Zamora, 2003). Segun (Rodriguez Villanueva, 2007), otras caracteristicas
distintivas del metabolismo de las BAL son que no reducen nitratos, no producen catalasa y no son
capaces de metabolizar hidratos de carbono complejos.

La clasificacion de las BAL resulta complicada debido a diferentes pardmetros que se toman en
cuenta, como la morfologia, la via de fermentacion de la glucosa que puede ser homolactica o
heteroldctica, dependiendo de los productos finales de la fermentacién del azucar, asi como la
configuracién isomérica (L o D) del acido lactico producido al final, ademds se toma en cuenta la
capacidad de crecimiento a diferentes temperaturas, concentraciones de sal y su tolerancia frente a un
medio acido o basico (Rodriguez Zamora, 2003).

La taxonomia de las BAL se encuentras 6 familias, 38 géneros, y todas pertenecen al orden
Lactobacillales, clase Bacilli y filo Firmicutes (Agriopoulou et al., 2020). Los géneros de BAL que se
presentan mayormente en alimentos son el Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus,
Lactococcus, Leuconostoc, Oenococeus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococeus y
Weisella (Garcia Ibarra, 2007).

Metabolismo de las BAL

Existen dos rutas de fermentacion de azucares distintivas en las BAL. La primera es la glucdlisis o

también denominada la ruta de Embden-Meyerhof, que da como resultado casi en su totalidad acido

lactico bajo condiciones, es decir es una fermentacién homolactica. La segunda ruta es la de 6-
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fosfogluconato/fosfocetolasa, que da como productos finales el 4cido lactico y cantidades significativas
de acetato, CO2 y etanol, es decir es una fermentacion heterolactica (Rodriguez Zamora, 2003).

Cabe resaltar que los productos resultantes de la fermentacién dependen de varios factores
como las condiciones de crecimiento, alteracién del metabolismo del piruvato y el uso del oxigeno o
componentes organicos como aceptores de electrones (Rodriguez Zamora, 2003).

Compuestos antimicrobianos de las BAL

Las BAL presentan sistemas de inhibicién microbiana que impiden el crecimiento de otros
microorganismos y asi asegurar su supervivencia (Rodriguez Zamora, 2003). Es importante sefialar que
estos compuestos no son el Unico mecanismo antimicrobiano, sino que las BAL también ejercen un
efecto de competencia por los nutrientes contra los microorganismos patégenos (Agriopoulou et al.,
2020).

La conservacion de alimentos perecederos se logra mediante los metabolitos antimicrobianos
producidos por las BAL, los cuales exhiben una fuerte actividad antagonista frente a otros
microorganismos. Estos compuestos incluyen acidos organicos como el acido lactico, citrico, acético,
fumarico y mdlico, asi como bacteriocinas, etanol, CO2, diacetilo, perdxido de hidrégeno, acetaldehido,
amoniaco, acetoina, reuterina y sustancias inhibidoras similares a las bacteriocinas (BLIS), entre otros
metabolitos (Agriopoulou et al., 2020).

Bacteriocinas

Son péptidos con un tamafio de entre 20 y 60 aminoacidos y se caracterizan por tener un
elevado punto isoeléctrico y propiedades anfipaticas (Barbosa et al., 2018). Son compuestos bioactivos
de origen ribosomal, liberados al medio extracelular con la capacidad de inhibir la actividad o el
crecimiento de otras bacterias (Beshkova & Frengova, 2012). Sin embargo, las bacterias productoras de
bacteriocinas se protegen a si mismas mediante proteinas de inmunidad especificas. La produccién de

bacteriocinas puede ser de manera natural como metabolitos primarios o secundarios, o puede ser
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estimulada y regulada por la deteccion de qudrum, es decir, mediante la comunicacién de la poblacion
bacteriana (Barbosa et al., 2018).

Las bacteriocinas son un grupo heterogéneo de péptidos antimicrobianos que varian en su modo
de accidn, su espectro de actividad y en sus propiedades moleculares, genéticas y bioquimicas (Barbosa
et al., 2018). Estos péptidos actian de manera diferente segun el tipo de bacteria que los produce: las
bacteriocinas producidas por las bacterias Gram positivas suelen permeabilizar la membrana o
interrumpir la sintesis de la pared celular, afectando la funcionalidad de la envoltura celular, mientras
que las bacteriocinas sintetizadas por bacterias Gram negativas afectan principalmente a los procesos
intracelulares (Martinez et al., 2019).

Algunos de los microorganismos contaminantes y patogénicos que son inhibidos por estos
mecanismos son la Clostridium, Escherichia coli, Listeria, Pseudomonas, Salmonella, Staphylococcus,
como también hongos y levaduras (Rodriguez Zamora, 2003).

Las bacteriocinas como un aditivo alimenticio se encuentran en la lista de compuestos que son
generalmente reconocidos como seguros (GRAS); esta es una categorizacion realizada por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) que especifica los limites permisibles de los aditivos
en los alimentos. En otras palabras, las BAL no presentan riesgos para la salud de las personas, mientras
no superen las concentraciones permitidas en los alimentos. Ademas, las bacterias que han sido
modificadas genéticamente se excluyen de la lista de GRAS y necesitan previa aprobacién para
comercializar (O'Bryan et al., 2018).

Clasificacion de las Bacteriocinas. La clasificacion no es definitiva y esta sujeta a continuas
revisiones, debido a que se siguen descubriendo nuevas bacteriocinas (Beshkova & Frengova, 2012). Sin
embargo, la siguiente clasificacion es la aceptada por la comunidad cientifica, donde las bacteriocinas se

han agrupado en 4 clases segun varios criterios de clasificacién, como las masas moleculares,
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propiedades fisicas, estructuras quimicas, el modo de accién y las caracteristicas genéticas y
bioquimicas.

Clase I. Son lantibidticos de estructuras peptidicas pequefias con masas moleculares menores a
5kDa, con caracteristicas catidnicas e hidrofdbicas. Los aminoacidos tienen modificaciones
postraduccionales, entre los cuales se incluyen la dehidrobutirina, dehidroalanina, lantionina y
metilantionina. La bacteriocina mds destacada del grupo es la nisina, la cual es un aditivo alimentario
utilizado como bioconservante y reconocido en varios paises (Beshkova & Frengova, 2012).

Esta clase | se divide a su vez en dos tipos. El tipo A agrupa a las moléculas alargadas y cargadas
positivamente, mientras que el tipo B agrupa moléculas globulares y no cargadas (Beshkova & Frengova,

2012).

Clase Il. Son de estructuras pequefias con masas moleculares menores a 10kDa, con
caracteristicas termoestables, catidnicas e hidrofdbicas. Los péptidos no tienen modificaciones. En esta
clase se incluyen las bacteriocinas de las BAL, entre las cuales se encuentran las acidocinas, enterocinas,
lactococinas, pediocinas y plantaricinas (Beshkova & Frengova, 2012).

Esta clase Il se subdivide en tres subclases. La subclase Il a incluye a las bacteriocinas similares a
la pediocina y los péptidos son activos contra la Listeria. La subclase Il b comprende a las bacteriocinas
de dos péptidos, la subclase Il c son las bacteriocinas dependientes y la subclase Il d son los péptidos

antimicrobianos derivados de proteinas mas grandes (Beshkova & Frengova, 2012).

Clase Ill. Son las bacteriocinas compuestas por proteinas grandes con masas moleculares de mas
de 30kDa, con caracteristicas hidrofilas y termoldbiles (Beshkova & Frengova, 2012).

Clase IV. Son las bacteriocinas estructuradas de macromoléculas ciclicas con caracteristicas

catidnicas e hidréfobas (Beshkova & Frengova, 2012).
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Conservacion de los microorganismos

Las tecnologias de concentracidn y conservacién de microorganismos se utilizan, por ejemplo,
en cultivos iniciadores de BAL dentro de la manufactura de alimentos para mantener los cultivos viables
y funcionales por largos periodos de tiempo (Carvalho et al., 2004).

La conservacion de cultivos no solo es de interés industrial, sino también investigativo. Por ello,
se han desarrollado varios métodos cuya seleccion depende del tiempo que se requiera almacenar los
microorganismos (Rodriguez Villanueva, 2007), asi como de la naturaleza de estos, con el fin de
mantener su viabilidad, pureza, estabilidad y caracteristicas fenotipicas (Rodriguez Zamora, 2003).

Anteriormente, los cultivos iniciadores utilizados en el mercado eran viales conservados en
nitrégeno liquido, los cuales se sembraban directamente en tanques de fermentacion, evitando asi la
necesidad de resiembra sistematica que tiene como propdsito la preservacion de los microorganismos
en cultivos de reserva y evita la contaminacién (Garcia Ibarra, 2007).

A nivel industrial, las BAL se someten a procesos de conservacion para obtener suspensiones
liguidas o polvos mediante pulverizacion, congelacion y liofilizacidn. Estos dos ultimos métodos
garantizan la estabilidad de los cultivos con alta viabilidad y actividad celular (Carvalho et al., 2004).
Liofilizacion como método de conservacion

Un producto liofilizado es la forma mas destacada para comercializar los cultivos. Este proceso
resulta en productos de mayor calidad vy, al eliminar la necesidad de mantener las cepas en congelacion,
se obtienen productos con una vida util prolongada (Garcia Ibarra, 2007).

La liofilizacidn es un método efectivo de deshidratacién o secado basado en el principio de
sublimacidn del hielo, donde el agua pasa del estado sélido al vapor sin pasar por el estado liquido. El
proceso de liofilizacidn consta de tres etapas: la primera es la ultracongelacién rapida del agua, la
segunda es la sublimacidén o secado primario, donde el contenido acuoso se elimina en forma de vapor

en vacio (Perry, 1998), como podemos ver en la Figura 1, existe un punto triple donde coexisten los tres
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estados del agua, lo que indica que a presiones subatmosféricas el hielo se convierte directamente en
vapor (Grauer Liurner et al., 2015).
Figura 1.

Diagrama de las fases del agua

Sélido Liquido

1.0} Gas

Presion (atm)

Punto triple
(0.01°C, 0.00603 atm)

Sublimacion

0°C 100°C
Temperatura

Nota. Adaptado de (Grauer Liurner et al., 2015)

La tercera etapa es la del secado secundario o desorcién isotérmica del agua no congelada
(Grauer Liurner et al., 2015), que generalmente es entre los 25 y 30 g de agua por cada 100 g de sélido
(Perry, 1998). El agua residual no congelada esta fuertemente unida al sélido, por lo que requiere una
mayor energia para eliminarla. Como podemos ver en la Figura 2, este proceso ocurre durante la
desorcion cuando aumenta la temperatura en condiciones de vacio. La remocidn de los restos de agua
resulta en un producto estable (Grauer Liurner et al., 2015).

Figura 2.

Etapas del proceso de liofilizacion en funcion de la temperatura y el tiempo

Temperatura
del producto

Temperatura

Congelado Secado Secado Tiempo
primario secundario

Nota. Adaptado de (Grauer Liurner et al., 2015)
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Efectos de la liofilizacion en microorganismos

La viabilidad de los microorganismos se ve reducida por el dafio en la pared y membrana celular,
la oxidacidn de los lipidos de membrana (Carvalho et al., 2004), la formacidn de hielo, la alta
osmolaridad debido a la concentracion de solutos intracelulares, la desnaturalizacion de
macromoléculas e incluso la pérdida de agua afecta a los compuestos hidrofilicos de las células (Huang
et al., 2006). Sin embargo, es posible mejorar la supervivencia celular teniendo en cuenta las
condiciones de rehidratacién de los cultivos secos, ya que una rehidratacién lenta aumenta las
posibilidades de supervivencia de los microorganismos (Carvalho et al., 2004).

Ventajas y Desventajas de la Liofilizacion

La liofilizacidn presenta multiples ventajas, como la baja temperatura de operacidén que evita la
alteracion de productos termolabiles, la ausencia de aire durante el proceso elimina el riesgo de
oxidacion, la eliminacion de agua que previene la hidrélisis y crecimiento de otros microorganismos, y la
rapida rehidratacién del liofilizado. Ademads, el producto resultante tiene baja humedad residual, larga
vida util y poco peso, lo que elimina la necesidad de cadenas de refrigeracidén para su distribucion
(Rodriguez Zamora, 2003).

Entre las desventajas se encuentran los altos costos de las instalaciones y equipos de
liofilizacidn, los gastos de energia y la lentitud del proceso, que en ciertos casos requiere varios dias de
liofilizacién dependiendo del tipo de muestra (Rodriguez Zamora, 2003).

Frutas minimamente procesadas (MPF)

Son los alimentos de IV gama que han experimentado un procesamiento minimo, es decir las
frutas son frescas, limpias, troceadas y envasadas, listas para el consumo. Tienen una vida util de
aproximadamente 5 a 7 dias bajo condiciones de frio entre 1y 4°C, lo que garantiza la conservacidn de

su calidad nutricional y sensorial (Alegre Vilas et al., 2020).
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Durante la manipulacion de los alimentos, existe la probabilidad de contaminacién cruzada. Por
esta razon, se aplican medidas para disminuir el desarrollo de microorganismos que producen sustancia
toxicas y que afectan la calidad del producto. Para esto, se utiliza el envasado en atmosfera modificada y
la refrigeracién, que no solo retarda la senescencia de las frutas, sino que también aumenta su vida util.
Ademds, se emplean alternativas de bioconservacion mediante microorganismos o sus metabolitos
(Alegre Vilas et al., 2020).

Ardndanos (Vaccinium corymbosum)

El consumo diario de arandanos puede reducir hasta en un 20% el dafio provocado al ADN por el
estrés oxidativo, lo que resulta en una debilitacidn del sistema inmunoldgico y aumenta la
susceptibilidad a enfermedades degenerativas debido al dafio celular causado por las especies reactivas
de oxigeno (ROS) (Garcia Gargatt & Alejandro Santos, 2021). La capacidad antioxidante de los arandanos
puede prevenir enfermedades degenerativas, cardiovasculares e incluso el cancer (Kraft et al., 2006).

Estos beneficios para la salud se atribuyen al contenido de compuestos polifendlicos, como el
acido galico y el resveratrol, que contrarrestan el dafio oxidativo causado por las ROS (Garcia Gargatt &
Alejandro Santos, 2021), asi como a las antocianinas como el 3-O-galactésido, 3-O-arabindsido de
cianidina, 3-O-glucdsido de cianidina y peonidina (Kraft et al., 2006).

Tabla 1.

Taxonomia del arandano

Taxon

Reino Plantae
Divisién Traqueofita

Clase Magnoliopsida

Orden Ericales
Familia Ericaceae
Género Vaccinium
Especie Vaccinium corymbosum

Nota. Recuperado [febrero, 27, 2024] de la (Informacion Taxon6émica Integrada Base de

datos en linea del Sistema (ITIS), www.itis.gov, CCO https://doi.org/10.5066/F7KHOKBK, 2024)



Uvas (Vitis vinifera L.)

La uva contiene compuestos aromaticos, pectinas, sustancias nitrogenadas, compuestos
fendlicos, fibra, azlcares, acido félico, vitamina A y pequefias cantidades de vitamina B1, B2, B3, B6y
vitamina C, ademas de acidos organicos como el acido tartarico y el malico, que constituyen mas del
90% de su composicion. También contiene acido citrico y fosfdrico, minerales como el calcio, el

magnesio, el fésforo en cantidades moderadas y el potasio, siendo este ultimo el mas abundante

(Carranza Concha, 2009).
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Las antocianinas y sus derivados, sintetizados por las uvas, poseen multiples funciones bioldgicas

con efectos beneficiosos para la salud humana. Se ha mencionado su capacidad antioxidante para
eliminar radicales libres, asi como su actividad antimicrobiana, antiviral, anticancerigenay

antimutagénica. Ademas, se ha observado que ayudan a prevenir enfermedades cardiacas y hepaticas

(He et al., 2010).
Tabla 2.

Taxonomia de la uva

Taxon

Reino Plantae
Division Tracheophyta

Clase Magnoliopsida

Orden Vitales Juss.
Familia Vitaceae Juss.
Género Vitis L.
Especie Vitis vinifera L.

Nota. Recuperado [febrero, 27, 2024] del (Catalogue of Life (COL),

https://www.catalogueoflife.org/data/browse, 2024)



Capitulo lll: Metodologia/Técnicas/Disefio

Ubicacion del area de investigacién

Ubicacion Politica
Pais:
Provincia:
Cantén:
Parroquia:
Sector:

Ubicacion Ecoldgica
Zona de vida:
Altitud:
Temperatura media:
Precipitacion:
Humedad relativa:
Heliofania:

Suelos:

Fuente: Estacion Agro Meteorolégica “Puerto Ila” Via Quevedo km 34

Ubicacion Geogrdfica

El presente trabajo de integracidn curricular se llevd a cabo en las instalaciones de la

Ecuador

Santo Domingo de los Tsachilas
Santo Domingo

Luz de América

Via Quevedo, Km 24

Bosque humedo tropical
224 msnm

24,6 °C

2860 mm afio

85 %

680 horas luz afio

Franco Arenoso
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Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE, Sede Santo Domingo; Hacienda Zoila Luz km 24 Via Quevedo,

en el Laboratorio de Bromatologia y Biociencia y Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos.

Latitud: 00° 24" 36"

Longitud: 79° 18 43"

Altitud: 270 msnm



Figura 3.

Ubicacion geogrdfica donde se desarrolld la investigacion
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Materiales

Cultivo de bacterias dcido ldacticas

Tabla 3.

Equipos e insumos para el cultivo de bacterias dcido Idcticas

Equipos

Materiales/ insumos Reactivos

Muestras

Camara de flujo laminar
Incubadora
Autoclave

Estufa
Balanza analitica

Plato agitador

Matraz Erlenmeyer Caldo MRS

Mechero de alcohol Agua destilada
Asa bacterioldgica Alcohol
Papel Parafilm

Algoddn

Agitador magnético

Gasas

Lactiplantibacillus Plantarum
Lactococcus lactis subsp. Lactis
Leuconostoc Mesenteroides
Weissella Confusa

Limosilactobacillus Reuteri

Nota. Se utilizaron los distintos tipos de bacterias acido lacticas conservadas en glicerol
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Comprobacion de la activacion de bacterias dcido Ildcticas

Tabla 4.

Recursos necesarios para la comprobacion de la activacion de bacterias dcido Idcticas

Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Camara de flujo laminar Micropipeta Alcohol  Lactiplantibacillus Plantarum
Espectrofotémetro Espatula Lactococcus lactis subsp. Lactis
Incubadora Mechero de alcohol Leuconostoc Mesenteroides

Puntas para micropipeta Weissella Confusa

Celdas de cuarzo Limosilactobacillus Reuteri

Petrifilm de BAL
Nota. Se utilizaron los distintos tipos de bacterias acido lacticas previamente cultivadas en caldo MRS

Liofilizacion de bacterias dcido Ildcticas

Tabla 5.

Recursos necesarios para la liofilizacion de bacterias dcido ldcticas.

Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Liofilizador Frascos de muestra de orina  Alcohol Lactiplantibacillus Plantarum
Congelador Espatula Lactococcus lactis subsp. Lactis

Bomba de vacio Mechero de alcohol Leuconostoc Mesenteroides
Camara de flujo laminar Weissella Confusa
Liofilizador Limosilactobacillus Reuteri

Nota. Se utilizaron los distintos tipos de bacterias acido lacticas previamente cultivadas en caldo MRS

Envasado de Bacterias dcido ldcticas liofilizadas

Tabla 6.

Equipos e insumos necesarios para el almacenamiento y envasado de los liofilizados

Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Camara de flujo , . o
. ) Espatula Alcohol Lactiplantibacillus Plantarum
laminar
Mechero de alcohol Lactococcus lactis subsp. Lactis
Fundas ziploc Leuconostoc Mesenteroides

Weissella Confusa

Limosilactobacillus Reuteri
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Acondicionamiento de Productos agricolas minimamente procesados (MPF)

Tabla 7.

Equipos e insumos necesarios para el acondicionamiento de Productos agricolas minimamente

procesados (MPF)
Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Balanza analitica Vaso de precipitacion Agua destilada Uvas

Pinzas Acido Citrico Arandanos
Varilla de agitacion

Nota. Autoria propia

Determinacion de pH
Tabla 8.

Equipos e insumos necesarios para determinar el pH en Productos agricolas minimamente procesados

(MPF)
Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Potenciémetro Vaso de precipitacién Agua destilada Uvas
Balanza analitica Pipeta Arandanos
Embudo
Papel filtro

Varilla de agitacion

Nota. Autoria propia

Determinacion de acidez titulante
Tabla 9.
Equipos e insumos necesarios para determinar de acidez titulante en Productos agricolas

minimamente procesados (MPF)

Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Balanza Analitica Vaso de precipitacion Agua destilada Uvas
Potenciometro Probeta NaOH (0,05 N) Arandanos

Baldn de aforo (250 ml) Fenolftaleina
Soporte universal

Varilla de agitacién

Nota. Autoria propia
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Determinacion de cenizas
Tabla 10.
Equipos e insumos necesarios para determinacion de cenizas titulante en Productos agricolas

minimamente procesados (MPF)

Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Balanza Analitica Mortero Agua destilada Arandanos
Mufla Crisol Uvas
Desecador Pinza
Espatula

Nota. Autoria propia
Preparacion de solucion bacteriana
Tabla 11.

Recursos necesarios para la preparacion de las soluciones bacterianas

Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Balanza analitica Vasos de precipitacion Acido citrico Bacterias liofilizadas
Cédmara de flujo laminar Varilla de agitacién Citrato de sodio

Frasco ambar
Pistola de aspersor plastico

Nota. Las bacterias liofilizadas utilizadas fueron: Lactiplantibacillus Plantarum, Lactococcus lactis

subsp. Lactis, Leuconostoc Mesenteroides, Weissella confusa y Limosilactobacillus Reuteri.
Bioconservacion de Productos agricolas minimamente procesados (MPF)

Tabla 12.

Recursos necesarios para la bioconservacion de Productos agricolas minimamente procesados (MPF)

Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Camara de flujo laminar ~ Vasos de precipitacion  Agua destilada Uvas
Pinza Arandanos
Placas Petri Soluciones bacterianas

Papel Parafilm

Papel film

Nota. Autoria propia
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Andlisis microbiolégico de Productos agricolas minimamente procesados (MPF)
Tabla 13.

Equipos e insumos necesarios para el andlisis microbioldgico de los MPF

Equipos Materiales/ insumos Reactivos Muestras
Camara de flujo laminar Petrifilm de Enterobacterias Agua destilada Uvasy

arandanos antes
Incubadora Petrifilm de Coliformes Agua de peptona y después de la
Petrifilm de E. Coli Alcohol aphcacpn de las

soluciones

Petrifilm de Salmonella bacterianas

Micropipeta

Puntas de micropipeta
Tubos de ensayo

Mechero de alcohol

Nota. Autoria propia

Métodos
Cultivo de bacterias dcido lacticas

En lo que refiere a la preparacidon de los cultivos de los diferentes tipos de bacterias acido
lacticas, se tomaron muestras de Lactiplantibacillus Plantarum, Lactococcus lactis subsp. Lactis,
Leuconostoc Mesenteroides, Weissella confusa y Limosilactobacillus Reuteri conservadas en glicerol.

Se preparo un caldo de cultivo en un matraz de 1L, para lo cual se afiadieron 55,15 gramos de
caldo MRS a un litro de agua destilada (se prepard un litro de medio de cultivo MRS para cada bacteria).
Posteriormente, se calentd en el plato agitador de calentamiento y se revolvié constantemente con
ayuda de un agitador magnético hasta que se disolvié totalmente; luego se esterilizé en la autoclave a
121°C durante 15 minutos.

Mientras tanto, se realizd la activacidn de las bacterias colocando las muestras conservadas en

la estufa a 37°C durante 4 horas.
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Finalmente, en la cdmara de flujo laminar se llevé a cabo la inoculacién de los 5 tipos de
bacterias acido lacticas en los medios correspondientes y se colocaron en la incubadora a 37°C durante
48 horas.

Comprobacion de la activacion de bacterias dcido Idcticas

Una vez terminado el proceso de incubacion de las bacterias, se verifico la activacién de las
bacterias, para esto, dentro de la cdmara de flujo, con ayuda de una micropipeta se tomé 1 mL de
muestra de cada caldo de cultivo y se inéculo en placas Petrifilm de bacterias acido lacticas.
Posteriormente, se tomé una muestra en diferentes celdas de cuarzo y se midio la absorbancia en el
espectrofotometro a 600nm para posteriormente calcular su concentracion.

Liofilizacion y envasado de bacterias dcido ldcticas

En el proceso de liofilizacidn de las bacterias acido lacticas, se dividié el medio de cultivo con las
bacterias en 4 frascos de orina previamente esterilizados y pesados. Una vez colocada la muestra, se
volvio a pesar. Previamente al proceso de liofilizacién, los frascos se congelaron durante 24 horas a -
20°C, seguido de una ultracongelaciéon a -60°C en la trampa fria del liofilizador durante 4 horas. Una vez
finalizado este proceso, se pesaron nuevamente las muestras. Luego del proceso de ultracongelacion, se
colocaron las muestras en la cdmara de vacio del liofilizador y se procedié con la liofilizacién de las
bacterias.

Durante la liofilizacién de las bacterias, se siguid el protocolo descrito en el manual de
funcionamiento y uso del equipo Bk-F10PT Liofilizador. Una vez colocadas las muestras en la cdmara de
vacio, se sell6 correctamente la cubierta y se encendié el medidor de vacio hasta alcanzar una presion
de 110KPa. Posteriormente, se encendioé la bomba de vacio, logrando una presién menor o igual a 10 Pa
a -60°C. Se dejo el proceso de secado durante un periodo de 3 a 4 dias, realizando un control continuo

del proceso y los niveles de aceite de la bomba de vacio.
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Una vez terminado el proceso de liofilizacion, se apagd la bomba al vacio y el medidor de vacio,
luego se abrié la vdlvula de drenaje de vacio, una vez sacada la presidn se abrié la cubierta y se llevaron
las muestras cuidadosamente a la cdmara de flujo laminar, se procedié a pesar previo al envasado. Las
muestras liofilizadas se colocaron en fundas ziploc cerradas al vacio para conservar la muestra intacta
para su posterior almacenamiento en el congelador a -20°C.

Este proceso de realizd para los 5 tipos de bacterias.

Acondicionamiento de Productos agricolas minimamente procesados (MPF)

En lo que respecta al acondicionamiento de las MPF, los cuales fueron ardndanos y uvas, se
realizd una solucién de 500 mL de acido citrico al 2%, la cual se aplicé en las frutas y se dejé reposar
durante 15 min para desinfectarlas. Luego las frutas fueron enjuagadas con agua destilada y se procedio
a secarlas. Las 10 muestras preparadas se etiquetaron y se colocaron en cajas Petri para la posterior
aplicacion de los tratamientos con bacterias acido lacticas.

Preparacion de soluciones bacterianas

Para la preparacion de las soluciones bacterianas, se prepard una solucién tampdn de acido
citrico-Citrato de sodio con un pH de 3.8 y una concentracién de 0.1M. Para ello, se pesaron 12.2
gramos de acido citrico y se disolvieron en 635 mL de agua destilada, y 9.17 gramos de citrato de sodio
se disolvieron en 365 mL de agua destilada. Luego, se colocd un sobre de cada tipo de liofilizado de
bacterias en 200 mL de la solucién tampdn respectiva. Posteriormente, estas soluciones se transfirieron
a frascos dmbar previamente esterilizados y se cerraron con aspersores. Las soluciones se mantuvieron
en refrigeracion.

Bioconservacion Productos agricolas minimamente procesados (MPF)

En lo referente al proceso de bioconservaciéon de los productos agricolas, se aplicaron las

diferentes soluciones bacterianas en diversas muestras de ardndanos y uvas previamente desinfectadas.

Ademas, se colocaron otras muestras sin tratamiento como control. Estas muestras se dispusieron en
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placas Petri y se envolvieron con papel film respectivamente. Después, se almacenaron en refrigeracion
durante aproximadamente 10 a 15 dias. Posteriormente, se evalud la capacidad de bioconservacién de
las soluciones bacterianas mediante analisis fisicoquimicos, microbioldgicos y sensoriales.

Andlisis Fisicoquimico de Productos agricolas minimamente procesados (MPF)

Determinacion de pH. Para determinar el pH de las muestras de uva y arandanos, se tomé una
cantidad inicial de las mismas y se machacaron en un mortero. Luego, se afiadieron 20 mL de agua
destilada, y utilizando un potencidmetro, se realizé la medicion del pH. Este procedimiento se llevo a
cabo tanto en las muestras antes como después de la aplicacidn de la solucién bacteriana, tanto en la
muestra control como en las muestras de los tratamientos.

Determinacion de acidez titulante. En la determinacién de la acidez titulable de las muestras, se
pesaron y machacaron en un mortero. Luego, se colocaron en un balén de aforo de 100 mL, se
completaron con agua destilada y se transfirieron 50 mL de la solucién a un vaso de precipitacion, donde
se agregaron 5 gotas de fenolftaleina. Se prepard una bureta con hidréxido de sodio (NaOH) 0.05N y se
titulé la muestra gota a gota hasta alcanzar el punto de equilibrio, registrando el volumen de NaOH
utilizado (V1 en mL). Utilizando el volumen de NaOH, la normalidad de la solucién (N1), el peso
molecular del acido (M) y el peso en gramos de la muestra (P), se calculé el porcentaje de acidez
titulable con la férmula:

(Vi X Ny X M) X 10

%A = P

Donde:
e %A, es el porcentaje de acidez en la muestra.
e V1, es el volumen de NaOH en mL.
e N1, eslanormalidad de la solucién de NaOH.
e M, es el peso molecular del 4cido (acido citrico para arandano, acido tartarico para uva).

e P, esel pesoengramos de la muestra.
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Este procedimiento se repitid para las muestras control, antes y después de los 15 dias posterior
a la aplicacién de las soluciones bacterianas en los tratamientos.

Determinacidn de cenizas. Para determinar la cantidad de cenizas en las muestras de arandano
y uvas, se peso una cantidad determinada de cada tratamiento en un crisol de porcelana previamente
desecado y pesado (m0). Luego, los crisoles con las muestras se colocaron en la mufla a una
temperatura de 600° + 2°C durante aproximadamente 3 horas. Después de la calcinacidn, se sacaron las
muestras de la mufla y se dejaron enfriar dentro del desecador. Una vez que las muestras estuvieron
frias, se pesaron nuevamente (m2).

El contenido de sdlidos totales se calculé mediante la ecuacién siguiente:

22— My

m
%C = — x100
0

Donde:
e  %C, porcentaje de cenizas
e mO, peso de la muestra
e ml, Peso del crisol vacio.
e m2, Peso del crisol mas la muestra calcinada

Este procedimiento se repitié para las muestras control, antes y después de los 15 dias
posteriores a la aplicacidon de las soluciones bacterianas en los tratamientos.
Andlisis Microbioldgico de Productos agricolas minimamente procesados (MPF)

En el analisis microbioldgico de las frutas después de los tratamientos aplicados, se
seleccionaron las muestras con mejores caracteristicas fisicoquimicas y sensoriales. Para esto se preparé
agua de peptona, afiadiendo 0,3 gramos por 20 mL de agua destilada. Se trasvaso 2mL de agua de
peptona en 10 tubos de ensayo, se autoclavé a 121° durante 15 minutos y se dejé enfriar.

Una vez lista el agua de peptona, se suspendieron las frutas con los tratamientos aplicados en el

agua de peptona y con ayuda de una micropipeta se tomdé 1mL del agua con las muestras y se colocé en
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placas Petrifiml de Enterobacterias, Coliformes totales, Salmonella y Escherichia coli. Finalmente se

incubaron las placas en la estufa a una temperatura de 37° durante 48h.

Andlisis Sensorial de Productos agricolas minimamente procesados (MPF)

En lo que respecta al andlisis sensorial de las muestras, se tomaron en cuentas parametros

como el olor, sabor, textura, color después de la aplicacion de los tratamientos con las soluciones

bacterianas. Para esto se establecié una escala de puntuacién numérica y se realizd la prueba con 5

personas las cuales evaluaron cada uno de los parametros establecidos para cada tratamiento.

Tabla 14.

Escala de puntuacion numérica para andlisis sensorial de los MPF

Parametros 1 2 3 4 5
Olor Aroma Débil o apenas Moderado y Pronunciado Olor fuerte y
desagradable perceptible agradable y agradable = muy agradable
Sabor Sabor Débil o apenas Moderado y Pronunciado  Sabor fuerte y
desagradable perceptible agradable y agradable = muy agradable
Extremadamente . . Textura . .
Blanda y poco Firme, jugosay . Firme, crujiente
Textura blanda o ueosa aeradable crujiente y LE0sa
marchita Jug & jugosa yiug
Muy Desagradable,  Aceptable, con Color Color muy.
desagradable, agradable, agradable, sin
Color . con algunas leves . .
con signos de . . . i con aspecto  imperfecciones
. imperfecciones imperfecciones .
deterioro fresco visibles

Nota. Esta escala de puntuacidn permitié evaluar cada aspecto del producto de manera cuantitativa en

una escala del 1 al 5, donde 1 representa la peor calidad y 5 la mejor calidad.



Disefio Experimental
Andlisis del rendimiento de la liofilizacion de bacterias dcido ldcticas
Tabla 15.

Andlisis del rendimiento de la liofilizacion de bacterias dcido ldcticas

Factores Simbologia Niveles
A0 Lactiplantibacillus Plantarum
Al Lactococcus lactis subsp. Lactis
A. Bacterias acido lacticas A2 Leuconostoc Mesenteroides
A3 Weissella Confusa
A4 Limosilactobacillus Reuteri

Factores y niveles para el estudio de la factibilidad de bioconservacion con bacterias dcido ldcticas
liofilizadas

Tabla 16.

Factores y niveles para el estudio de la factibilidad de bioconservacion con bacterias dcido ldacticas

liofilizadas.

Factores Simbologia Niveles
A0 Lactiplantibacillus Plantarum
Al Lactococcus lactis subsp. Lactis
A. Bacterias acido lacticas A2 Leuconostoc Mesenteroides
A3 Weissella Confusa
A4 Limosilactobacillus Reuteri

B. Productos agricolas BO Arandano

minimamente procesados (MPF) B1 Uva
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Interaccion de los tratamientos a evaluar

Tabla 17.

Interaccion de los tratamientos a evaluar.

N.° Interacciones Niveles

T1 AOBO Lactiplantibacillus Plantarum + Arandano
T2 AOB1 Lactiplantibacillus Plantarum + Uva
T3 A1BO Lactococcus lactis subsp. Lactis + Arandano
T4 A1B1 Lactococcus lactis subsp. Lactis + Uva
T5 A2B0O Leuconostoc Mesenteroides + Arandano
T6 A2B1 Leuconostoc Mesenteroides + Uva

T7 A3BO Weissella Confusa + Arandano

T8 A3B1 Weissella Confusa + Uva

T9 A4BO Limosilactobacillus Reuteri + Arandano
T10 AAB1 Limosilactobacillus Reuteri + Uva

Tipo de disefio experimental

30

Para evaluar la factibilidad de |a bioconservacidn con bacterias acido lacticas liofilizadas, se llevo

a cabo un disefio factorial AxB para los pardmetros evaluados. Obteniendo un total de 10 tratamientos.

Repeticiones

Para el presente estudio, se realizaron 3 repeticiones el estudio de la factibilidad de

bioconservaciéon con bacterias acido lacticas liofilizadas, obteniendo un total de 30 unidades

experimentales.

Andlisis estadistico

Para realizar el andlisis estadistico, primero se evalud los grados de libertad de cada factor y sus

interacciones.
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Tabla 18.
Andlisis de grados de libertad del disefio AxB para el estudio de la factibilidad de bioconservacién con

bacterias dcido lacticas liofilizadas.

Fuente de variacion Férmula Grados de libertad
Bacterias a-1 4
MPF b-1 1
Bacterias x MPF (a-1) (b-1) 4
Réplicas R-1 2
Error experimental gt->gl 18
Total 29
Andlisis funcional

Para evaluar la diferencia significativa en los andlisis estadisticos se aplicd la prueba de
significancia de Tukey al 5% (p<0,05).
Variables a medir
e pH
e Acidez

e (Cenizas
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Capitulo IV: Resultados y Discusiones

Determinacion de la eficacia de la liofilizacion para la conservaciéon de BAL

Para evaluar la eficacia de la liofilizacidn como método de conservacidn de las bacterias
Lactiplantibacillus Plantarum, Lactococcus lactis subsp. Lactis, Leuconostoc Mesenteroides, Weissella
Confusa y Limosilactobacillus Reuteri, se calculd el rendimiento y la viabilidad del proceso.
Evaluacién del rendimiento de la liofilizacién de las BAL

Para el calculo del rendimiento, se llevaron a cabo pesajes de las bacterias antes y después de la
liofilizacidn. Es decir, se registré el peso de las bacterias en los caldos de cultivo antes de su liofilizacidn y
luego se peso el liofilizado obtenido después del proceso.
Tabla 19.

Rendimiento de la liofilizacion de las cinco BAL

Bacterias R1 R2 R3 Promedio
Lactiplantibacillus Plantarum 5,656% 5,421% 5,539% 5,539%
Lactococcus lactis subsp. Lactis 5,028% 4,939% 4,984% 4,984%
Leuconostoc Mesenteroides 6,440% 6,126% 6,284% 6,283%
Weissella Confusa 4,345% 4,792% 4,577% 4,571%
Limosilactobacillus Reuteri 5,359% 5,132% 5,246% 5,246%

Figura 4.

Comparacién del rendimiento de liofilizacion de cada bacteria

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

Nota. El grafico representa el promedio del rendimiento.
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En la Tabla 19y la Figura 4, se puede observar que la bacteria Leuconostoc Mesenteroides
obtuvo el mayor rendimiento con un valor de 6,283%, en comparacién con las demas bacterias. Por otro
lado, Weissella Confusa presentd el menor rendimiento con un valor de 4,571%.

Viabilidad de Ia liofilizacion de BAL

En la evaluacién de la viabilidad de Ia liofilizacion de las BAL: Lactiplantibacillus Plantarum,
Lactococcus lactis subsp. Lactis, Leuconostoc Mesenteroides, Weissella Confusa y Limosilactobacillus
Reuteri, se compard la actividad bacteriana antes del proceso de liofilizacién con la actividad posterior a
la reactivacién de las bacterias liofilizadas. Para ello, se midié la absorbancia de las bacterias y se
sembraron los cultivos bacterianos en placas Petrifilm de BAL.

Tabla 20.

Absorbancia de las BAL antes de la liofilizacion

Bacterias M1 M2 M3 Promedio
Lactiplantibacillus Plantarum 1,601 1,606 1,604 1,604
Lactococcus lactis subsp. Lactis 1,208 1,798 1,503 1,503
Leuconostoc Mesenteroides 2,179 2,470 2,325 2,325
Weissella Confusa 1,157 1,541 1,349 1,349
Limosilactobacillus Reuteri 1,304 1,121 1,213 1,213

Tabla 21.

Absorbancia de las BAL después de la liofilizacion

Bacterias M1 M2 M3 Promedio
Lactiplantibacillus Plantarum 0,803 0,863 0,833 0,833
Lactococcus lactis subsp. Lactis 0,540 0,601 0,571 0,571
Leuconostoc Mesenteroides 0,840 0,904 0,872 0,872
Weissella Confusa 0,742 0,798 0,770 0,770

Limosilactobacillus Reuteri 0,752 0,827 0,790 0.790
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Figura 5.
Curva de calibracién Absorbancia vs UFC/ml para cultivos de P. fluorescens. Utilizado como Referencia

para el cdlculo de concentracion de UFC.
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Nota. Adaptado de (Diaz, 2011)

A partir de los datos obtenidos de las tablas 20y 21, que muestran la absorbancia registrada de
las bacterias Lactiplantibacillus Plantarum, Lactococcus lactis subsp. Lactis, Leuconostoc Mesenteroides,
Weissella Confusa y Limosilactobacillus Reuteri antes y después de la liofilizacién y la Figura 5, que
corresponde la curva de calibracidn de Absorbancia vs UFC/ml para cultivos de P. fluorescens (Diaz,
2011), se calculd la concentracién (UFC/ml) a partir del promedio de las 3 mediciones de la absorbancia

de cada bacteria.
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Tabla 22.

Concentracién en UFC/mL de las BAL antes y después de la liofilizacién

Bacterias UFC/mL antes. UFC/mL después.
Lactiplantibacillus Plantarum 1,24E+09 6,07E+08
Lactococcus lactis subsp. Lactis 1,16E+09 3,91E+08
Leuconostoc Mesenteroides 1,83E+09 6,39E+08
Weissella Confusa 1,03E+09 5,55E+08
Limosilactobacillus Reuteri 9,18E+08 5,71E+08

Figura 6.

Concentracién (UFC/mL) de las bacterias antes y después de la liofilizacion
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Lactiplantibacillus Lactococcus lactis Leuconostoc Weissella Confusa Limosilactobacillus
Plantarum subsp. Lactis Mesenteroides Reuteri

En la tabla 22 y la figura 6, se observa que la bacteria Leuconostoc Mesenteroides presentd una
mayor actividad bacteriana en comparacion con las otras muestras antes y desde del proceso de
liofilizacidn. Antes del proceso, tuvo una concentracion aproximada de 1.83E+09 UFC/mL, mientras que
después del proceso de liofilizacion y reactivacidn, su valor fue de 6,39E+08 UFC/mL.

Para evaluar la viabilidad de la liofilizacién de las BAL, se compard la concentracion inicial de las
bacterias en el medio de cultivo liquido, y la concentracidn final de las bacterias liofilizadas y
posteriormente resuspendidas. A partir de esto, se observd una notable disminucién en la
concentracién y, por lo tanto, en la viabilidad bacteriana. Segun (Fonseca et al., 2014), la deshidratacién

puede ocasionar dafos permanentes en las células bacterianas, como modificaciones en la estructura
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fisica de los lipidos de membrana y la conformacién de las proteinas sensibles, lo que resulta en una
notable disminucion de la viabilidad bacteriana.

En cuanto al crecimiento bacteriano de las muestras en placas Petrifilm para BAL, se observd la
formacion de colonias bacterianas en todas las muestras cultivadas (Lactiplantibacillus Plantarum,
Lactococcus lactis subsp. Lactis, Leuconostoc Mesenteroides, Weissella Confusa y Limosilactobacillus
Reuteri). Ademas, se determind que la bacteria Leuconostoc Mesenteroides presentd una mayor
formacidn de colonias bacterianas en comparacidn con las otras muestras, tanto antes como después
del proceso de la liofilizacién, como se muestra en la figura 7 y 8.

Figura 7.

Crecimiento de colonias en placas Petrifilm para BAL antes de la liofilizacion

Nota. Bacterias Lactiplantibacillus Plantarum (3), Lactococcus lactis subsp (1). Lactis,

Leuconostoc Mesenteroides (2), Weissella Confusa (4) y Limosilactobacillus Reuteri (5)
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Figura 8.

Crecimiento de colonias en placas Petrifilm para BAL después de la liofilizacion

Nota. Bacteria Leuconostoc Mesenteroides resuspendida después de la liofilizacién
Andlisis estadisticos de la bioconservacion de productos agricolas minimamente procesados (MPF)
Resultados de los pardmetros fisicoquimico
Para evaluar las variables de pH, acidez y %cenizas, se realizé un ANOVA para cada uno de estos.
Tabla 23.

Andlisis de varianza para el pH en la bioconservacion de MPF

Fuente SC Gl cM Razon-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
Factor A 0,029445 4 0,00736125 8,11 0,0006
Factor B 0,204187 1 0,204187 224,86 0,0000
Replicas 0,000405 2 0,0002025 0,22 0,8023
INTERACCIONES
AB 0,026925 4 0,00673125 7,41 0,0010
RESIDUOS 0,016345 18 0,000908056
TOTAL (CORREGIDO) 0,277307 29

Nota. Los valores en rojo representar la diferencia significativa
En la tabla 23, se puede observar que existio diferencia significativa en el tipo de bacterias acido
lacticas (Factor A) y en los productos agricolas minimamente procesados (Factor B), asi como en la

interaccion de estos dos factores (Tipo de bacteria acido lactica x Productos agricolas minimamente
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procesados). Mientras que no se observé diferencia significativa en las réplicas, lo que sugiere una
normalidad en la toma de los datos.

Tabla 24.

Andlisis de varianza para la acidez titulante en la bioconservacion de MPF

Fuente SC Gl CcMm Razéon-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
Factor A 0,4951 4 0,123775 54,85 0,0000
Factor B 1,48296 1 1,48296 657,15 0,0000
Replicas 0,00684667 2 0,00342333 1,52 0,2461
INTERACCIONES
AB 0,223287 4 0,0558217 24,74 0,0000
RESIDUOS 0,04062 18 0,00225667
TOTAL (CORREGIDO) 2,24882 29

Nota. Los valores en rojo representar la diferencia significativa

En la tabla 24, se puede observar que existié diferencia significativa en el tipo de bacterias acido
lactica (Factor A) y en las frutas minimamente procesados (Factor B), asi como en la interaccion de estos
dos factores (Tipo de bacteria acido lactica x Frutas minimamente procesados). Mientras que no se

observé diferencia significativa en las réplicas, lo que sugiere una normalidad en la toma de los datos.

Tabla 25.

Andlisis de varianza para el % de cenizas en la bioconservacion de MPF

Fuente SC Gl CcMm Razéon-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
Factor A 0,104687 4 0,0261717 29,43 0,0000
Factor B 0,0197633 1 0,0197633 22,22 0,0002
Replicas 0,000126667 2 0,0000633333 0,07 0,9315
INTERACCIONES
AB 0,0155533 4 0,00388833 4,37 0,0121
RESIDUOS 0,0160067 18 0,000889259
TOTAL (CORREGIDO) 0,156137 29

Nota. Los valores en rojo representar la diferencia significativa
En la tabla 25, se puede observar que existié diferencia significativa en el tipo de bacterias acido
|actica (Factor A) y en los productos agricolas minimamente procesados (Factor B), asi como en la

interaccion de estos dos factores (Tipo de bacteria acido lactica x Productos agricolas minimamente
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procesados). Mientras que no se observé diferencia significativa en las réplicas, lo que sugiere una

normalidad en la toma de los datos.

Resultados de la comparacion de las 5 BAL (Tukey p<0.05) para los parametros fisicoquimicos

En el andlisis de los resultados se realizaron las pruebas de significancia de Tukey de las variables

fisicoquimicas (pH, % de acidez y % de cenizas) para las bacterias Lactiplantibacillus Plantarum,

Lactococcus lactis subsp. Lactis, Leuconostoc Mesenteroides, Weissella confusa y Limosilactobacillus

Reuteri (Factor A).

Tabla 26.

Prueba de significancia de Tukey del Factor A: Tipo de BAL

Factor A: Tipo de BAL pH %Acidez %Cenizas
AO: Lactiplantibacillus Plantarum 3,783 a 0,773 a 0,310% a
A1l: Lactococcus lactis subsp. Lactis 3,800 a 1,093 ¢ 0,315% a
A2: Leuconostoc Mesenteroides 3,758 ab 1,045 b 0,322% a
A3: Weissella Confusa 3,708 b 0,994 b 0,278% a
A4: Limosilactobacillus Reuteri 3,770 a 0,809 a 0,448% b

Nota. Las letras “a@”, “b” y “c” representan el grupo al que pertenece el factor

Figura 9.

Prueba de significacion de Tukey de las variables fisicoquimicos para el Factor A: Tipos de BAL
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En lo que respecta a la tabla 26 correspondiente a la prueba de significancia de Tukey se observa
diferencia significativa en las bacterias acido lacticas (Factor A). En cuanto al pH, se identifican 2 grupos
independientes: el grupo a (Lactiplantibacillus Plantarum (A0), Lactococcus lactis subsp. Lactis (A1),
Leuconostoc Mesenteroides (A2) y Limosilactobacillus Reuteri (A4)) y el grupo b (Leuconostoc
mesenteroides (A2) y Weissella confusa (A3)). El grupo b mostré los valores mas bajos de pH, registrando
3,708 (A3) y 3,758 (A2), mientras que el grupo a presento valores ligeramente mas altos con 3,770 (A4),
3,783 (A0) y 3,800 (A1). Estos resultados son consistentes con lo mencionado por (Ibarra, 2007), quien
sefiala que las BAL se desarrollan en un rango de pH de 3.2 a 4.5. Estos bajos valores de pH se atribuyen
al acido lactico, el cual se encuentra en mayor cantidad en su forma no disociada en pH bajos. Esta
forma no disociada exhibe propiedades tdxicas para muchas bacterias, hongos y levaduras, lo que
genera un efecto antagonista microbiano.

Respecto a la acidez titulable, se establecieron 3 grupos independientes: grupo a
(Lactiplantibacillus plantarum (AOQ) y Limosilactobacillus Reuteri (A4)), grupo b (Leuconostoc
Mesenteroides (A2) y Weissella Confusa (A3)) y grupo C (Lactococcus lactis subsp. Lactis (A1)). En el
grupo a, se observé un menor % de acidez con 0,773 (A0) y 0,809 (A4), seguido por el grupo b con 0,994

(A3) y 1,045 (A2), mientras que el grupo ¢ mostré el mayor valor, con 1,093 (A1). Estas variaciones en la
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acidez se atribuyen a la produccidn de acido lactico, el cual, segiin (Melia et al., 2021), se origina a partir
de la hidrdlisis de la lactosa durante la fermentacion, siendo el primer metabolito generado por las BAL.
En cuanto al % de cenizas, se establecieron 2 grupos independientes: grupo a (Weissella Confusa
(A3), Lactiplantibacillus Plantarum (A0), Lactococcus lactis subsp. Lactis (A1) y Leuconostoc
Mesenteroides (A2)) y grupo b (Limosilactobacillus Reuteri (A4)). En el grupo a, se observd % de cenizas
de 0,278 (A3), 0,310 (A0), 0,315 (A1) y 0,322 (A2), mientras que para el grupo b mostré el mayor valor,
con 0,448 (A4). Segun estos valores, se encuentran dentro del rango establecido para él % de cenizas en
arandanos, que oscila entre 0,12% (Lazarte Bedoya, 2018) y 0,81% (USDA, 2022) y para las uvas, que
varia entre 0,3 a 0,5% (Kamil Alsaed, 1996).
Tabla 27.

Prueba de significancia de Tukey del Factor B: MPF

Factor B: MPF pH %Acidez %Cenizas
BO: Arandano 3,681a 1,164 b 0,309% a
B1: Uva 3,846 b 0,72 a 0,360% b

Nota. Las letras “a” y “b” representan el grupo al que pertenece el factor
Figura 10.

Prueba de significacion de Tukey de las variables fisicoquimicos para el Factor B: MPF
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En la tabla 27, correspondiente al Factor B (MPF) se observa diferencia significativa. En cuanto al
parametro de pH, se identificaron 2 grupos. El grupo a: (B0O) Arandano mostré el pH mas bajo con una
media de 3,681, y el grupo b: (B1) Uva presentd el pH mas alto con una media de 3,846. Basado en los
resultados obtenidos, el pH de los ardndanos (3,681) se encuentra por encima del rango reportado
(Sapers et al., 1984) para bayas maduras, que va de 2,85 a 3,49. Por otro lado, el pH de las uvas (3,846),
superd el rango de 3,14 a 3,49 correspondiente a las frutas hasta 47 dias de maduracién (Ausejo, 2019).
Segun (Colombo et al., 2021), el aumento del pH de las bayas se debid a la maduracidn de estas.

Con respecto a la acidez titulable, se establecieron 2 grupos. El grupo a: (B1) Uvay el grupo b:
(BO) Arandano. Se observé que la acidez de los arandanos dio como resultado 1,164%, comparable con
la acidez de bayas maduras que oscila entre 0,4% y 1,31%, considerando el acido citrico predominante
en la fruta (Sapers et al., 1984). Mientras que, para las uvas se registré un % de acidez de 0,721 con
respecto al acido tartdrico. Segun (Jayasena & Cameron, 2008) este valor se encuentra dentro del rango
que varia entre el 0,51y 0,88 %.

Por otro lado, en el % de ceniza se establecieron 2 grupos. El grupo a: (BO) Arandano y el grupo
b: (B1) Uva. El % de cenizas en los ardndanos fue de 0,309, mientras que para las uvas fue de 0,360.
Estos valores se sitian dentro de los rangos reportados, para los ardandanos de entre 0,12% (Lazarte

Bedoya, 2018) a 0,81% (USDA, 2022) y para las uvas de 0,3% a 0,5% segun (Kamil Alsaed, 1996).



Tabla 28.

Prueba de significancia de Tukey de la interaccion AB (Tipo de BAL x MPF)

Figura 11.

Factor A: Tipo de BAL Factor B: MPF pH %Acidez  %Cenizas
AO: Lactiplantibacillus Plantarum  BO: ardandano 3,715b 0,847 c 0,300% ab
AO: Lactiplantibacillus Plantarum  B1: Uva 3,850a 0,699ab 0,320% abc
Al: Lactococcus lactis subsp. Lactis BO: arandano 3,750b 1,406e  0,324% abc
A1: Lactococcus lactis subsp. Lactis B1: Uva 3,850a 0,780bc 0,305% ab
A2: Leuconostoc Mesenteroides BO: arandano 3,670b 1,295e 0,270% a
A2: Leuconostoc Mesenteroides B1: Uva 3,845a 0,795bc 0,375% bc
A3: Weissella Confusa BO: arandano 3,570c 1,283e 0,251%a
A3: Weissella Confusa B1: Uva 3,845a 0,704 abc 0,304% ab
A4: Limosilactobacillus Reuteri BO: arandano 3,700b 0,992d 0,399% c
A4: Limosilactobacillus Reuteri B1: Uva 3,840a 0,627 a 0,496% d

Prueba de significacion de Tukey de las variables fisicoquimicos para la Interaccion AB
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En la tabla 28, que corresponde a la interaccidon AB (Tipo de bacteria acido lactico x Productos
agricolas minimamente procesados) y su efecto en los pardmetros de pH, acidez titulable y % de cenizas,
se observé una diferencia significativa y se formaron los respectivos grupos. Para el pH, se determiné
que en el grupo a (Lactiplantibacillus Plantarum + Uva (AOB1), Lactococcus lactis subsp. Lactis + Uva
(A1B1), Leuconostoc Mesenteroides + Uva (A1B1), Weissella Confusa + Uva (A3B1) y Limosilactobacillus
Reuteri + Uva (A4B1)), el tratamiento (A1B1) Lactococcus lactis subsp. Lactis + Uva presentd el mayor
pH, con una media de 3,85. Mientras que en el grupo c: (A3B0) Weissella Confusa + Arandano presenté

el menor pH, siendo este de 3,57. En cuanto a la acidez titulable, en el grupo a (Limosilactobacillus
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Reuteri + Uva(A4B1), Lactiplantibacillus Plantarum + Uva (AOB1), Weissella Confusa + Uva (A3B1)), el
tratamiento (A4B1) Limosilactobacillus Reuteri + Uva presento la menor acidez, con un valor de 0,627.
Mientras que en el grupo e (Weissella Confusa + Arandano (A3B0), Leuconostoc Mesenteroides +
Arandano (A2B0), Lactococcus lactis subsp. Lactis + Arandano (A1B0)), el tratamiento (A1B0)
Lactococcus lactis subsp. Lactis + Arandano, obtuvo el mayor valor con 1,406. Mientras que en él % de
ceniza, en el grupo a: ((A3B0) Weissella Confusa + Arandano, (A2B0) Leuconostoc Mesenteroides +
Arandano, (AOBO) Lactiplantibacillus Plantarum + Arandano, (A3B1) Weissella Confusa + Uva, (A1B1)
Lactococcus lactis subsp. Lactis + Uva, (AOB1) Lactiplantibacillus Plantarum + Uva y (A1B0) Lactococcus
lactis subsp. Lactis + Arandano), el tratamiento (A3B0) Weissella Confusa + Arandano, obtuvo el menor
valor con 0,251% de cenizas, mientras que en el grupo d el tratamiento (A4B1) Limosilactobacillus
Reuteri + Uva registré el mayor valor con 0,496% de cenizas.

Se seleccionaron los mejores tratamientos en base a los resultados obtenidos de los parametros
de acidez y cenizas. En el caso de los arandanos, se selecciond el tratamiento Limosilactobacillus Reuteri
+ arandano (A4B0), con una acidez de 0,992% y 0,399% de cenizas. En el caso de las uvas, se seleccioné
el tratamiento Weissella Confusa + uva (A3B1), cuya acidez fue del 0,704% y 0,304% de cenizas. Estos

valores se encuentran dentro de los parametros correspondientes.
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Analisis sensorial
Olor
Figura 12.

Comparacién del andlisis sensorial de las frutas con los diferentes tratamientos (Olor)
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Nota. Grafico de comparacion de medias

En cuanto la figura 12, correspondiente al olor, se observa la interaccién entre las bacterias
acido lacticas (Factor A) y el tipo de fruta: arandano (Factor B0O) y uva (Factor B1). Respecto al arandano,
el tratamiento Limosilactobacillus Reuteri + ardndano (A4B0) obtuvo una mayor puntuacidn en
comparacién con los otros tratamientos. Por otro lado, para la uva, el mejor tratamiento fue Weissella
Confusa + uva (A3B1), con una mayor puntuacién en comparacién con los otros tratamientos.
Sabor
Figura 13.

Comparacion del andlisis sensorial de las frutas con los diferentes tratamientos (Sabor)
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Nota. Grafico de comparacion de medias
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De acuerdo con la figura 13, correspondiente al sabor, se observa la interaccidn entre las
bacterias acido lacticas (Factor A) y el tipo de fruta: arandano (Factor BO) y uva (Factor B1). Respecto al
arandano, el tratamiento Limosilactobacillus Reuteri + arandano (A4B0) presentd valores mas altos en
comparacién con los otros tratamientos. Mientras que, para la uva, el mejor tratamiento fue Weissella
Confusa + uva (A3B1).

Textura
Figura 14.

Comparacion del andlisis sensorial de las frutas con los diferentes tratamientos (Textura)
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Nota. Grafico de comparacion de medias
De acuerdo con la figura 14, correspondiente a la textura, se observa la interaccidn entre las
bacterias acido lacticas (Factor A) y el tipo de fruta: arandano (Factor BO) y uva (Factor B1). Respecto al
arandano, el tratamiento Limosilactobacillus Reuteri + arandano (A4B0) obtuvo valores mas altos en
comparacién con los otros tratamientos. Mientras que, para la uva, el tratamiento fue Weissella Confusa

+ uva (A3B1) obtuvo valores mas altos.
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Color
Figura 15.

Comparacion del andlisis sensorial de las frutas con los diferentes tratamientos (Color)
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Nota. Grafico de comparacion de medias

De acuerdo con la figura 15, correspondiente al color, se observa la interaccion entre las
bacterias acido lacticas (Factor A) y el tipo de fruta: arandano (Factor BO) y uva (Factor B1). Respecto al
arandano, el tratamiento Limosilactobacillus Reuteri + arandano (A4B0) obtuvo valores mas altos en
comparacién con los otros tratamientos. Mientras que, para la uva, el tratamiento fue Weissella Confusa
+uva (A3B1) obtuvo valores mas altos.

La experiencia multisensorial de un producto alimenticio esta asociada a varios factores, tanto
los factores intrinsecos y extrinsecos del alimento, como su valor interno y los factores externos, como
envoltura o apariencia, pueden desempenfar un papel en la percepcién de los alimentos y esto, a su vez,
determina nuestra aceptacion de los alimentos que se seleccionan para el consumo (Nanjundappay

otros, 2023).
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Andlisis de componentes principales
Tabla 29.

Matriz de correlaciones de los componentes principales evaluados

Correlacion® pH Acidez % Ceniza olor sabor textura color
pH 1,000 -0,743 0,438 -0,065 -0,035 -0,400 -0,440
Acidez -0,743 1,000 -0,477 -0,219 0,006 0,467 0,413

% Ceniza 0,438 -0,477 1,000 0,236 -0,332 -0,546 -0,396
olor -0,065 -0,219 0,236 1,000 0,240 0,331 0,423
sabor -0,035 0,006 -0,332 0,240 1,000 0,637 0,750
textura -0,400 0,467 -0,546 0,331 0,637 1,000 0,909
color -0,440 0,413 -0,396 0,423 0,750 0,909 1,000

Nota. a. Determinante =,003

La Tabla 29 presenta el analisis de componentes principales realizado utilizando los parametros
fisicoquimicos (pH, la acidez y el % de cenizas) y los parametros sensoriales (olor, color, sabor y textura).
A partir de este analisis, se observé una correlacion negativa entre el pH y la acidez, con un valor de -
0,743. Esta relacién indica una proporcidén inversa; es decir, a medida que la acidez de la fruta
disminuye, el pH tiende a aumentar. También se observaron dos correlaciones positivas entre el color,
sabor y textura.
Tabla 30.

Porcentajes de la varianza total explicada

Autovalores iniciales

Componente Total % de varianza % acumulado
1 3,437 49,105 49,105
2 1,741 24,869 73,974
3 0,973 13,903 87,877
4 0,411 5,877 93,754
5 0,291 4,151 97,906
6 0,107 1,528 99,433
7 0,040 0,567 100,000

Nota. Método de extraccidn: andlisis de componentes principales.
En la tabla 30 se puede observar los porcentajes de varianza de los 7 componentes, de los cuales

solo dos componentes presentan un autovalor mayor que 1y un componente con un valor cercano. El



50

componente 1 presenta mayor variabilidad y un mayor porcentaje de varianza, teniendo un valor de

49,105, seguido del componente 2 con un valor de 24,869 y el componente 3 con un valor de 13,903,

dando un total acumulado del 87,877%. Es decir que estos 3 componentes aportan la mayor parte de

informacién de los datos proporcionados.

Figura 16.

Grdfico de sedimentacion de los componentes principales
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En lafigura 16, que representa la sedimentacion de los componentes principales, se puede

observar que de los 7 componentes principales, solo 3 esta contribuyendo significativamente a la

variabilidad de los datos, con un autovalor de 3,437, 1,741 y 0,973respectivamente.

Tabla 31.

Matriz de componentes rotados mediante Quartimax

Componente

Rotacidon a 1 2 3

pH -0,163 0,917 -0,072
Acidez 0,170 -0,894 -0,216
% Ceniza -0,526 0,409 0,578
olor 0,322 0,049 0,896
sabor 0,915 0,199 -0,024
textura 0,870 -0,357 0,085
color 0,891 -0,319 0,228

Nota. a. La rotacién ha convergido en 4 iteraciones.
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En la tabla 31, se pudo observar que los pardmetros del sabor, textura y color presentan una
mayor carga en el componente 1, demostrando de esta manera una asociacion fuerte con este
componente. En cuanto al componente 2, solo los parametros del pH y la acidez poseen una alta carga,

mientras que el componente 3, solo el pardmetro del olor posee una alta carga y una fuerte asociacion

con este.

Figura 17.

Grdfico de componentes en espacio rotado mediante Quartimax
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La figura 17 muestra la relacién que existen entre las 7 variables y los 3 componentes, en el cual
en el componente 1 se observa 2 grupos positivos y negativos relacionados, en el cual el sabor, el colory
la textura, siendo el grupo del color y la textura el de mayor correlacidon, mientras que en el componente
3, se encontré un grupo positivo relacionado, en el cual la acidez, el color y la textura tienen una
correlacion. El color es influenciado por los pigmentos naturales de las frutas y verduras, muchos de los
cuales cambian a medida que la planta avanza en su proceso de maduracién, mientras que la textura

esta relacionada con la presidn de turgencia y la composicion de las paredes celulares de las plantas
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individuales, las cuales tienden a degradarse con la maduraciéon. De manera similar, el sabor es un factor
gue se intensifica con el proceso de maduracion (Barrett y otros, 2010).

Con respecto al componente 2 no se encontrd correlacion. A demds se puede observar que la
acidez y pH representan una correlacién negativa en el componente 3, cuyos valores representan una
relacién inversamente proporcional, es decir, que mientras el pH tiende a aumentar, la acidez tiende a
disminuir, por esta razén esas variables se encuentran en extremos opuesto en este componente. La
acidez titulable se refiere a la cantidad de acidos orgdnicos presentes en la fruta, y disminuye a medida
que esta madura, por otro lado, el pH, el contenido de sélidos solubles, la relacion SS/AT y el peso de la
baya aumentan durante el proceso de maduracidn. Esta disminucidn en la acidez titulable se debe a la
conversion de acidos orgdnicos en azlcares a través de la gluconeogénesis, lo que se confirma mediante
la relaciéon inversa entre el pH y la acidez titulable (Garcia-Pacheco & Cabrera, 2023).

Analisis microbioldgico

En cuanto al analisis microbioldgico, se eligio los mejores tratamientos previamente analizados,
por medio de sus parametros fisicoquimicos y sensoriales. A partir de estos se eligid los tratamientos
Limosilactobacillus Reuteri + arandano (A4B0) y Weissella Confusa + uva (A3B1). Como resultado del
cultivo en placas Petrifiml de Enterobacterias, Coliformes totales, Salmonella y Escherichia coli se obtuvo

lo siguiente:
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Figura 18.

Cultivos en placas Petrifiml de diferentes tipos del tratamiento Limosilactobacillus Reuteri + arandano

Nota. La figura muestra los cultivos realizados en Petrifiml| para diferentes microorganismos.

En la figura 18, se pudo observar que no hubo crecimiento bacteriano en ninguna de las placas
de cultivo, lo que sugiere el efecto antimicrobiano del Limosilactobacillus Reuteri. Este efecto contribuye
a proteger el producto de la contaminacién y a mantenerlo fresco durante el proceso de conservacién.
Figura 19.

Cultivos en placas Petrifiml de diferentes tipos del tratamiento Weissella Confusa + uva

Nota. La figura muestra los cultivos realizados en Petrifiml para diferentes microorganismos.
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De igual manera, en la figura 19, que corresponde al tratamiento Weissella Confusa + uva
(A3B1), se pudo observar que tampoco hubo crecimiento bacteriano en ninguna de las placas de cultivo.
Este resultado sugiere el efecto antimicrobiano que posee Weissella Confusa, el cual contribuye a
proteger el producto de la contaminacidn y a mantenerlo fresco durante el proceso de conservacion.
Esto se debe a que las bacterias del acido lactico suelen exhibir la capacidad de inhibir otros
microorganismos, lo que les permite mejorar continuamente la seguridad y calidad de diversos
productos alimenticios. Estas bacterias producen bacteriocinas, proteinas naturales de calidad
alimentaria que son ampliamente aceptadas y utilizadas en la conservacion de alimentos (Akbar y otros,

2016).
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Capitulo V: Conclusiones y Recomendaciones

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

En cuanto a la eficacia de la conservacidn de los 5 tipos de BAL: Lactiplantibacillus Plantarum,
Lactococcus lactis subsp. Lactis, Leuconostoc Mesenteroides, Weissella confusa y Limosilactobacillus
Reuteri mediante el método de liofilizacidn, los resultados demostraron que la bacteria Leuconostoc
Mesenteroides obtuvo el mayor rendimiento con un valor de 6,283%, mientras que Weissella Confusa
presentd el menor rendimiento, con un valor de 4,571%. Ademas, se observé que la bacteria
Leuconostoc Mesenteroides tuvo mayor actividad bacteriana en comparacién con las otras muestras,
tanto antes como después del proceso de liofilizacidén, con una concentracidn inicial aproximada de
1.83E+09 UFC/mL y una concentracion final de 6,39E+08 después del proceso de liofilizacién y
reactivacién, asi como una mayor formacién de colonias bacterianas en comparacién con las otras
muestras. Estos resultados demuestran la capacidad de Leuconostoc Mesenteroides para mantener su

viabilidad incluso después de la liofilizacidn.

Respecto al Factor A (Tipos de BAL)

Los resultados del andlisis del efecto de la aplicacidon de las BAL conservadas mediante
liofilizacidn para la bioproteccién de productos agricolas minimamente procesados (MPF) muestran un
impacto positivo en la conservacion de los ardndanos y las uvas. Se observé una reduccidn significativa
en la carga microbiana y una prolongacién en la vida util de las frutas, las cuales mantuvieron sus
caracteristicas organolépticas después de 10 dias de almacenamiento tras la aplicacién de las soluciones
bacterianas.

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 bajos

de pH son éptimos para que las BAL actiien como bioconservante.
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En relacidn 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%.

En base a los resultados obtenidos, se acepta la hipdtesis alternativa y se concluye que el tipo de

BAL si influye en la bioconservacién con bacterias acido lacticas.

Respecto al Factor B (MPF)

En base a los distintos analisis fisico-quimicos realizados a las frutas durante los 10 dias de
bioconservacién, se determind que tanto el ardndano 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 maduracidén. 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. 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.

Con base en los resultados obtenidos, se acepta la hipdtesis alternativa y se concluye que el tipo

de fruta influye en la eficacia de la bioconservacién con bacterias acido lacticas liofilizadas.

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

Mediante los analisis de pH, porcentaje de acidez y de cenizas, se determind que el tratamiento
mas efectivo para ardndanos fue Limosilactobacillus Reuteri + ardandano (A4B0), con valores éptimos de
pH (3,70), acidez (0,992%) y cenizas (0,399%). Mientras que para las uvas, el tratamiento mas adecuado
fue Weissella Confusa + uva (A3B1), con valores similares de pH (3,845), acidez (0,704%) y cenizas
(0,304%). Ademas, los analisis microbiologicos realizados demostraron la ausencia de crecimiento de

microorganismos como Enterobacterias, Coliformes totales, Salmonella y Escherichia coli en los cultivos
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derivados de los tratamientos seleccionados. Asimismo, los andlisis sensoriales confirmaron que los
tratamientos conservaron un buen sabor, olor, textura y color de las frutas.

En base a los resultados obtenidos, se acepta la hipétesis alternativa y se concluye que el efecto
de las interacciones entre el tipo de bacteria acido lactica liofilizada y el tipo de fruta influye en la
bioconservacion.

Recomendaciones

En base a los resultados obtenidos, en cuanto a la factibilidad y viabilidad de la conservacion de
los 5 tipos de BAL mediante liofilizacién, se recomienda el uso de la bacteria Leuconostoc Mesenteroides
para la liofilizacién, dado que demostré el mayor rendimiento y actividad bacteriana.

Basandose en los hallazgos sobre la efectividad de diferentes tratamientos para arandanos y
uvas en términos de pH, acidez, contenido de cenizas y seguridad microbioldgica, se recomienda utilizar
las bacterias Limosilactobacillus Reuteri y Weissella Confusa para su aplicacién como bioconservantes en

frutas minimamente procesadas (MPF).
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