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Resumen

El objetivo de la presente investigacion fue aislar bacterias acido lacticas en dos
variedades de mucilago de cacao (Nacional y CCN-5), para la bioconservacion de
papaya (Carica papaya) y naranijilla (Solanum quitoense), siendo un enfoque innovador
para extender la vida util de las frutas que son afectas por microrganismos patdgenos.
El aislamiento de las bacterias acido lacticas se realiz6 fermentando el mucilago de
cacao por 72 horas y posteriormente se cultivé en medio MRS agar y caldo MRS,
resuspendiéndolas en tampdn acido citrico-citrato de sodio. El disefio experimental
consistié en un esquema trifactorial (Variedades: CCN-51 y Nacional; Frutas: Naranjilla
y Papaya; Temperatura: Refrigeracion y Sin refrigeracion) en un D.BC.A. con 8
tratamientos y 3 repeticiones. Las bacterias acido lacticas aisladas de la fermentacién
del mucilago de cacao pertenecieron a la especie Lactobacillus plantarum. En la
evaluacion fisico-quimico y microbioldgico de las frutas presentaron diferencias
significativas al ser la papaya una fruta dulce y la naranijilla agridulce, sin embargo, al
bioconservarlas en refrigeracién por un tiempo de 10 dias, se logré extender mejor su
vida util. Los tratamientos con naranjilla presentaron mayor acidez y pérdida de peso, en
comparacion a la papaya que obtuvo mayor pH y sélidos solubles no se presenté

crecimiento de hongos y levaduras por la alta poblacién de bacterias acido lacticas.

Palabras claves:

e CACAO

e BACTERIAS ACIDO LACTICAS
e BIOCONSERVACION

e PAPAYA

e NARANJILLA
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Abstract

The objective of the present investigation was to isolate lactic acid bacteria into two
varieties of cocoa mucilago (National and CCN-5), for papaya bioconservation (Carica
papaya) and naranijilla (Solanum quitoense), being an innovative approach to extend life
useful of fruits that are affected by pathogenic microganisms. The isolation of the lactic
acid bacteria was carried out by fermenting the cocoa mucilage by 72 hours and
subsequently cultured in half MRS agar and MRS broth, resuspending them in citric
acid-sodium citrate buffer. The experimental design consisted of a trifactorial scheme
(varieties: CCN-51 and National; fruits: naranjilla and papaya; temperature: refrigeration
and without refrigeration) in a D.B.C.A. with 8 treatments and 3 repetitions. Lactic acid
bacteria isolated from cocoa mucilage fermentation belonged to the Lactobacillus
plantarum species. In the physical-chemical and microbiological evaluation of the fruits,
they showed significant differences as the papaya is a sweet fruit and the bittersweet
naranjilla, however, when bio-preserving them in refrigeration for a period of 10 days, it
was possible to extend their useful life better. The naranjilla treatments show greater
acidity and weight loss, compared to papaya, which obtained higher pH and soluble
solids, there was no growth of fungi and yeasts due to the high population of lactic acid

bacteria.

Keywords:

COCOA

e LACTIC ACID BACTERIA

e BIOCONSERVATION

e PAPAYA

e NARANJILLA
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Capitulo |
Introduccion

Ecuador exporta mas de 69 tipos de frutas, pero la competencia de mercados
internacionales exige productos de excelente calidad. La papaya y naranjilla tienen una
vida corta por su elevado contenido de humedad, textura susceptibles a dafios
mecanicos, alta tasa respiratoria y produccion de calor, provocando pérdidas
considerables de produccion por el ataque de plagas y enfermedades (Miranda et al.,

2016).

Reducir las pérdidas de frutas e incluso hortalizas se requiere de nuevas
medidas de adopcién en la cosecha, manipuleo, almacenamiento, envasado y
procesamiento de frutas y hortalizas frescas para obtener productos adecuados con

mejores propiedades de almacenamiento. (Erazo et al., 2020)

Actualmente, se han buscado alternativas para la bioconservacion de las frutas
para que interactien aditiva y sinérgicamente en el control de poblaciones microbianas
(Erazo et al., 2020). Entre las alternativas ecoldgicas, las bacterias acido lactico (BAL)
presentan capacidades antagonistas, siendo un agente eficaz en el control biologico de

productos (Russo et al., 2014).

La utilizacion de BAL en las frutas y verduras ayudan a mantener mejor su
calidad al extender su vida util, reduciendo e inhibiendo la accién de importantes
patégenos transmitidos por los alimentos, a través de sus capacidades de producir
compuestos antimicrobianos, incluido las bacteriocinas. El uso de estos compuestos
antimicrobianos posee un enfoque prometedor para la calidad microbiolégica y la
seguridad para el almacenamiento postcosecha de frutas y verduras crudas y

minimamente procesadas. (Agriopoulou et al., 2020)
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Ademads, las BAL son seguras de consumir y durante el almacenamiento en frio
0 en un ambiente con una concentracion elevada de dioxido de carbono, se convierten
en la poblacion dominante y conservan el alimento (Dhundale et al., 2018). Las BAL al
tener una amplia aplicacibn como cultivos iniciadores, se encuentran en la alimentacion

del ser humano como en productos fermentados.

El mucilago de cacao es requerido para la produccién de alcohol y acido acético
en la fermentacion de las almendras, sin embargo, el 5 a 7% drena como exudado, el
cual es desperdiciado y en el Ecuador no existen usos industriales para el mucilago de
cacao (Vallejo et al., 2016). La diversidad de especies de BAL obtenidas en la
fermentacion del mucilago cacao-grano es bastante restringida, debido a que aparecen
en las fases media y tardia del proceso fermentativo, encontrando principalmente
Lactobacillus fermentum y Lactobacillus plantarum por las capacidades de utilizar la

glucosa, fructosa y acido citrico (De Vuyst & Leroy, 2020).

Objetivos

Objetivo general

Aislar y caracterizar bacterias acido lacticas en dos variedades de mucilago de
cacao, Nacional y CCN-51, para la bioconservaciéon de papaya (Carica papaya) y

naranjilla (Solanum quitoense).

Objetivos especificos

Aislar bacterias acido lacticas de la fermentacién de dos variedades de mucilago

de cacao.

Evaluar el efecto de la aplicacién de las bacterias 4cido lacticas obtenidas de la

fermentacion del mucilago de cacao en la bioconservacion de papaya y naranijilla.
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Establecer la influencia del control de temperatura en la bioconservacion de la

papaya y naranijilla, mediante la aplicacién de bacterias acido lacticas.

Hipotesis

Hipotesis para el Factor A (Variedades de mucilago de cacao)

Ho: La obtencién de bacterias acido lacticas presentes en la fermentacién de

mucilago de cacao influye como bioconservante protector.

Ha: La obtencion de bacterias acido lacticas presentes en la fermentacion de

mucilago de cacao no influyen como bioconservante como bioconservante protector.

Hipétesis para el Factor B (Frutas)

Ho: El tipo de fruta no influye en la bioconservacion con bacterias 4cido lacticas.

Ha: El tipo de fruta influye en la bioconservacién con bacterias &cido lacticas.

Hipotesis para el Factor C (Temperatura)

Ho: El control de temperatura utilizadas para la bioconservacion no influye en las

propiedades de las frutas.

Ha: El control de temperatura utilizadas para la bioconservacion influye en las

propiedades de las frutas.
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Capitulo 1l
Revision de Literatura
El Cacao
Generalidades

El cacao (Theobroma cacao L.) tiene origen en los bosques tropicales humedos
de América del Sur, en las regiones del Amazonas y el Orinoco. Su plantacién a partir
de la semilla hasta las primeras flores es dos afios después de la germinacion,
dependiendo de los genotipos. Las vainas necesitan de cuatro a siete meses para
alcanzar la madurez, y va entre cero a 200 vainas por arbol, porque el porcentaje de
vainas que florecen varia de 0,5% a 5% en que los insectos aseguran la polinizacion

natural. (Rodriguez et al., 2019)

El fruto del arbol del cacao es una vaina que varia su forma y color entre los
grupos morfogenéticos. Cada una posee de 20 a 60 semillas, incrustadas en una pulpa
blanca, un epicarpio grueso, dureza variable, epidermis pigmentada, mesocarpio
delgado y duro, lefioso, y finalmente el endocarpio. El endocarpio esta constituido por
grandes células tubulares con espacios intercelulares, colapsando las semillas maduras

y formando la pulpa. (Cerri et al., 2019)
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Tabla 1

Clasificacion Taxondémica del Cacao

Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Divisidn Magnoliophyta
Filo Spermatophyta
Subfilo Angiospermae
Clase Magnoliopsida
Subclase Dilleniidae
Orden Malvales
Familia Malvaceae
Genero Theobroma
Especie cacao

Nota. Recuperado de (Bhattacharjee & Akoroda, 2018).

Produccion

El cacao es un cultivo de frutas tropicales de importancia econémica, por ser la
principal fuente de chocolate (Cerri et al., 2019), causando una demanda mundial en la
busqueda de una variedad de buena calidad, que esta influenciada por el genaotipo, la
composicion quimica del suelo, la edad del &rbol y los procesos de postcosecha que

realizan los productores (LApez et al., 2019).

El nivel de rendimiento de las variedades mejoradas es desafiado por la presion
parasitaria de plagas, virus y enfermedades, teniendo un alto costo ambiental y
econdémico (Rodriguez et al., 2019). Una de las estrategias de mejoramiento en varios
paises productores de cacao se basan en la seleccién masiva de clones e hibridos, a
través de esquejes enraizados, injertos en arboles adultos o en plantas jovenes de

vivero (Rodriguez et al., 2019).
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En el Ecuador, la produccion cacaotera es el tercer rubro de exportacién agricola
del pais, debido a que empresas internacionales han observado la calidad del cacao de
nuestro pais, como su aroma y color sumamente apreciadas en la preparacion de
chocolates finos, revestimientos y coberturas. Por lo que, el pais busca mejorar la
produccion de cacao tradicional, para satisfacer en un futuro la demanda. El cacao
nacional del pais desde la época de la colonia es conocido por su sabor y aroma
especial, pero en la actualidad, presenta un deterioro en la calidad de su debido a la

expansién del clon CCN-51 por su alto indice de productividad. (Teneda, 2016)

Variedades

El cacao presenta una gran diversidad genética, con mas de 14 000 variedades,
pero entre las principales variedades que se utilizan comercialmente para producir
cacao y hacer chocolate son el Criollo, Forastero, Trinitario y Nacional; que se
distinguen por las caracteristicas morfolégicas de la fruta, origen geografico y el sabor

(Aprotosoaie et al., 2016).

Criollo. El criollo fue domesticado por la civilizacion maya en Centroamérica.
Actualmente, solo se encuentra en plantaciones antiguas de Venezuela, Centroamérica,
Madagascar, Sri Lankay Samoa, porque tiene baja productividad y alta susceptibilidad
a enfermedades, insectos y estrés. Las plantulas jévenes se identifican por la presencia
de cotiledones verdes y por los tallos de las hojas con orientacion horizontal opuesta.
Las frutas poseen una céscara fina y suave con superficie texturizada y cierto grado de
pigmentacion roja. En cambio, las semillas son redondas con cotiledones de color

blanco o purpura palido. (Bhattacharjee & Akoroda, 2018)

Forastero. El forastero es originario de la region amazonica, siendo cultivado en

Brasil, Africa occidental y el sudeste asiatico, constituyendo el 95% de la produccion
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mundial de cacao debido su alta variabilidad genética en rendimiento, mas vigorosos y
menos susceptibles a enfermedades y plagas que la variedad Criollo. Sus vainas con
duras, amarillas y redondas, teniendo mas de 30 semillas de color de palido a morado

oscuro. (Bhattacharjee & Akoroda, 2018)

Trinitario. Trinitario es un hibrido de las variedades Criollo y Forastero, teniendo
mayor rendimiento y menos susceptible a las enfermedades. Se origina en la cuenca
baja del rio Amazonas y son cultivos en las Indias Occidentales, América del Sury
América Central (Aprotosoaie et al., 2016). Las vainas son duras y de color variable,

conteniendo 30 o mas semillas (Bhattacharjee & Akoroda, 2018).

El cacao CCN51 (Coleccién Castro Naranjal) esta clasificado dentro de la
variedad Trinitario y es cultivada extensivamente en Ecuador. El CCN51 es una
variedad hibrida con una productividad de casi seis veces mayor a las otras variedades
del pais y cuatro veces mayor a la media mundial. Ademas, posee una alta calidad en

su fermentacion, mayor peso, homogeneidad y contenido de grasas. (UTEPI, 2007)

Nacional. La variedad Nacional se origina y se cultiva solamente en Ecuador.
Posee distintas caracteristicas de aroma y sabor, pero sus arboles se encuentran en
peligro de extincion por la introduccion de un germoplasma externo no relacionado

(Bhattacharjee & Akoroda, 2018).

Mucilago del cacao

La pulpa o mucilago de cacao tiene 82-87% de agua, 10-15% de mono- y
disacaridos, 1-3% de &cido citrico y 1-1,5% de pectina. Ademas, contiene aminoacidos
libres, proteinas, minerales y vitaminas, pero la cantidad de azucares como sacarosa,

fructosa y glucosa varian con la edad de la vaina. La pulpa es un medio rico para el
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crecimiento microbiano, pero al estar dentro de las vainas maduras son

microbiolégicamente estériles. (Lefeber et al., 2010)

Al abrir las vainas manualmente o mecanicamente y eliminar la pulpa del interior
de las vainas, se inocula inmediatamente con la variedad de microorganismos
presentes en el medio ambiente, de los cuales contribuyen al posterior proceso de

fermentacion espontanea de estas materias primas. (De Vuyst & Weckx, 2016)

En la fermentacién de la semilla, la pulpa juega un papel importante al contribuir
al desarrollo del sabor (Cerri et al., 2019). Pero entre las utilidades del exudado de
cacao esta la produccién de nata, un producto parecido al agar, como postre (Asia),
jugo o batido y al preservarla por congelacién da sabor a helados y yogures (Teneda,

2016).

Fermentacion

La fermentacion del cacao es un proceso microbioldgico espontaneo, que ocurre
en la pulpa que rodea a la semilla, que es rica en glucosa, fructosa y sacarosa, su pH
inicial es bajo de 3.3-4.0, por la alta concentracion de acido citrico (1-3%). Los
microrganismos que empiezan la fermentacion son las levaduras por el alto contenido

de azlcares, el bajo pH y la limitacién de oxigeno en la pulpa. (L6pez et al., 2019)

La funcién de las levaduras en el proceso de fermentacion es la producciéon de
etanol a partir de los carbohidratos, la asimilacion del acido citrico y la degradacion de la
pectina para producir CO2, que favorece las condiciones anaerébicas en el desarrollo de
las bacterias del acido lactico (BAL), descomponiendo el azlcar y producir acido lactico,

acido acético y manitol y consumo de acido citrico. (Lépez et al., 2019)

Segun Aprotosoaie et al. (2016), esta etapa dura de 48 a 96 horas ocasionando

el crecimiento de las bacterias del acido lactico. Luego, las BAL son reemplazadas por
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las bacterias del 4cido acético (BAA), que oxidan el etanol producido por las levaduras a
acido acético, eliminando el sabor amargo de la semilla, a través de la ruptura de
polifenoles y membranas lipidicas de las vacuolas celulares por diversas reacciones

enzimaticas y el contenido de las células se mezcla (Lopez et al., 2019).

En la fermentacion existen muchos factores que influyen en la fermentacién,
como el método, la duracién, la velocidad, el almacenamiento de la vaina y el genotipo
del cacao, obteniendo diferencias en la calidad del cacao. En los métodos de
fermentacion mas utilizado estan las plataformas, montones, cestas, bandejas y

cajas.(Aprotosoaie et al., 2016)

Las BAL estan asociadas consistentemente con las fermentaciones de granos
de cacao, creciendo poblaciones de 107-108 UFC/g durante las primeras 36-48 horas
del proceso. Entre la diversidad de especies de BAL, se han asilado de estos
ecosistemas, Lactobacillus plantarum y Lactobacillus fermentum, que son los

dominantes con mayor frecuencia. (Ho et al., 2015)

Las actividades metabdlicas y los roles potenciales de las BAL en la
fermentacion de los granos de cacao se deben a tres actividades principales: fermentan
los azucares de pulpa (glucosa y fructosa) a acido lactico y en cantidades menores a
etanol y acido acético; utilizan el acido citrico dentro de la pulpa para producir acido
lactico, &cido acético, acetaldehido, diacetilo, acetoina y 2,3-butanodiol; y algunas de

las BAL pueden reducir la fructosa de la pulpa a manitol. (Ho et al., 2015)
Bacterias Acido lacticas
Generalidades

Las Bacterias Acido Léacticas (BAL) son utilizadas en la industria alimentaria

como cultivos iniciadores para la obtencién de productos fermentados y sus metabolitos
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han sido empleados como bioconservantes naturales por la capacidad de controlar el
crecimiento de bacterias patdgenas de los alimentos. Entre sus metabolitos se
encuentran las bacteriocinas, que son péptidos antimicrobianos de bajo peso molecular,
estables a pH bajo, sensibles a las proteasas y termoestables, siendo estas las
propiedades que los caracterizan en compuestos ideales para sustituir parcialmente el

uso agentes quimicos en alimentos. (Fuentes et al., 2017)

La funcion principal de BAL es la produccion de &cido lactico (acidificacion de los
alimentos) y contribuyen al sabor, textura y valor nutricional de los alimentos
fermentados por medio de componentes aromaticos, produccion o degradacion de
exopolisacaridos, lipidos y proteinas, produccion de componentes nutricionales, como
cultivos funcionales o adjuntos y con efectos terapéuticos, al inhibir el deterioro y los

microorganismos patégenos. (Bintsis, 2018)

Segun Vieco et al. (2019), los mecanismos de inhibicion de patdgenos por las

BAL probioticas incluyen:

e Produccién de compuestos inhibidores

e Prevencion de la adhesion de patégenos

e Competencia por nutrientes

e Modulacién del sistema inmunolégico del huésped

e Mejora de la digestibilidad de nutrientes

e Conversion alimenticia

e Reduccion de la biodisponibilidad de la toxina
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Taxonomiay Caracteristicas

Las BAL pertenecen al filo Firmicutes que poseen alrededor de 20 géneros como
Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, Streptococcus, Aerococcus, Pediococcus,
Enterococcus, Carnobacterium, Tetragenooccus, Oenococcus, Vagococcus y Weisella,
gue son los principales miembros de las BAL, pero Lactobacillus es el mas grande de

estos géneros. (Parra, 2010)

Las BAL son bacterias Gram-positivas con un bajo contenido de guanina +
citosina (G+C), tolerantes a los acidos, no méviles, no formadoras de esporas (Bintsis,
2018), carencia de catalasa y forma de cocos o bacilos con longitud variable y un grosor
de 0.5 -0.8 um. Ademas, son un grupo de bacterias fisiolégicamente uniforme,
anaerobias facultativas y carecen de actividad respiratoria porque la ausencia de la

enzima citocromo catalasa. (Parra, 2010)

Presenta diferentes factores que alteran su crecimiento en un medio de
fermentacion, como la temperatura (mesoéfilos y terméfilos), las condiciones ambientales
y los requerimientos nutricionales al crecer en medios complejos. Estas especies
requieren de aminoacidos, vitaminas del grupo B, carbohidratos fermentables y
alcoholes como fuente de energia para formar el acido lactico, debido a que se
clasifican en homofermentativas (produce acido lactico) y heterofermentativas

(producen &cido lactico, acético, propiénico, CO2, etanol). (Parra, 2010)

Péptidos antimicrobianos

Las BAL son capaces de producir otros compuestos antimicrobianos aparte de
los acidos organicos, peroxido de hidrégeno y compuestos diacetilo de naturaleza
proteica o peptidica. Los péptidos antimicrobianos son sustancias multifacéticas con

complejos mecanismos de accién, pero similares a las hormonas de los animales,
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porque interacttan con células patégenas a través de su membrana o interaccién con

dianas internas relacionadas con la sintesis de ADN, ARN o proteinas.

Existen varios modelos de mecanismos de accién para péptidos antimicrobianos
del metabolismo de BAL, entre ellas la interaccién inicial entre los péptidos
antimicrobianos y la célula microbiana, debido a la atraccion entre el péptido catidnico y
la envoltura bacteriana cargada negativamente, formando poros en la membrana. O la
inhibicion de la sintesis de macromoléculas, por una accioén sinérgica con los
mecanismos inmunitarios innatos del huésped. En si, los compuestos antimicrobianos
no funcionan aislados por lo que, las estrategias multifactoriales, seran mas efectivas en

la conservacion de alimentos. (Linares et al., 2018)

Identificacion molecular

La amplificacion y secuenciacién de genes de ARN ribosémico 16S (ARNr 16S)
es utilizado ampliamente para la filogenia y taxonomia bacteriana, convirtiéndolo en el
"crondmetro molecular definitivo". Esto se debe a que, esta presente en todas las
bacterias, existiendo como una familia multigén u operones. También, su funciéon no ha
sido cambiante, por lo que es probable que los cambios aleatorios en la secuencia
reflejen el cambio evolutivo microbiano (filogenia); y el gen ARNr 16S es lo
suficientemente grande, aproximadamente de 1 500 pb con fines informéaticos. (Idris et

al., 2020)

La identificacion genotipica de las BAL permite determinar su identidad de forma
precisa y fiable. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y el analisis filogenético
a base de secuencias de genes de ARNr 16S se han utilizado para la identificacion

exitosa de aislados de diversos productos fermentados, por lo que este enfoque
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molecular permite que las especies de Lactobacillus se identifiquen de forma fiable.

(Lawalata et al., 2020)

Bioconservacion

La bioconservacién es el aumento de la vida de anaquel y seguridad de un
alimento utilizando microbiota natural, controlada y con sus compuestos antimicrobianos
(Cortés et al., 2018). Posterior a la cosecha de frutas y verduras y durante el
almacenamiento y transporte, la calidad sensorial y nutricional disminuye debido a su
alto contenido de humedad, crecimiento microbiano, factores ambientales, madurez y
senescencia; teniendo una corta vida util, por lo que requieren de cuidados

postcosecha (Linares et al., 2018).

Los métodos de conservacion mas comunes se basan en el control de la
transpiracion, respiracion y deterioro microbiano, sin embargo, los métodos tradicionales
suelen ser vulnerables (Linares et al., 2018). Por lo que una alternativa amigable al
ambiente son las BAL, que tienen un gran potencial para su uso en procesos de
produccion y bioconservacion de alimentos, debido a su seguridad en su consumo y
pueden contribuir contribuyen a las caracteristicas organolépticas (aroma, sabor,

textura) y nutricionales (Cortés et al., 2018).

Papaya

La papaya (Carica papaya L.) es un arbol tropical de crecimiento rapido y vida
corta, cultivado por su fruta, papaina, pectina y sustancias antibacterianas (Chavez &
Nufez, 2017); es originario del norte de Centroamérica y sur de México, teniendo alta
variacion morfoldgica en tamafio, forma, sabor, color de epidermis y solidos solubles

totales en el fruto (Hernandez et al., 2019).
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Los arboles de papaya crecen rapidamente y producen frutos maduros a los 9y
12 meses posterior a la siembra. Ademas, es el tercer cultivo tropical mas cultivado a
nivel mundial, siendo México el principal exportador, pero Brasil e India son los mayores
productores. Debido a que, la papaya ocupa el primer lugar en las puntuaciones
nutricionales de las frutas comunes por el porcentaje de vitamina A, vitamina C, potasio,

acido félico, niacina, tiamina, riboflavina, hierro, calcio y fibra. (Chavez & Nufiez, 2017)

Tabla 2

Clasificacion Taxondémica de la papaya

Reino Plantae
Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Brassicales
Familia Caricaeae
Genero Carica
Especie Papaya L.

Nota. Recuperado de (Karunamoorthi et al., 2014).

Cambios en la postcosecha

La postcosecha de frutos de papaya presentan pérdidas causadas por
enfermedades que se manifiestan durante su almacenamiento, transporte y
comercializacion (Lépez, 2018), debido a que es una fruta tropical altamente climatérico,
susceptible a dafios mecanicos y hospedero de microorganismos como los hongos del
género Rhizopus, Fusarium, Penicillium y la enfermedad antracnosis, provocada por el
hongo Colletotrichum gloeosporioides que producen pérdidas de 40 a 100% de la

produccion (Hernandez et al., 2018).
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La fruta es infectada en la precosecha y en su almacenamiento se produce los
dafios, por lo que se han aplicado controles antifungico como glicerol, peliculas de
recubrimiento biodegradables y ozono, teniendo buenos resultados para su proteccién y
extender la vida de anaquel por la inhibicion de los microorganismos (Hernandez et al.,

2018).

Naranjilla

La naranijilla o lulo (Solanum quitoense Lam.) es nativa de la Cordillera de los
Andes en Sudamérica, como los paises de Colombia, Ecuador y Perud, Posee un valor
hortofruiticola en regiones tropicales de América, Africa y Oceania, en el cual, su
rendimiento y calidad estan definidas por la seleccién de semillas y el sitio de la
plantacién. El tiempo de cultivo es determinada por el grado de maduracién del fruto con
el 75% de color amarillo con pequefios puntos verdes y que el fruto alcance su tamafio

completo (2 a 6 cm de didmetro). (Mejia et al., 2012)

Tabla 3

Clasificacion Taxonomica de la naranijilla

Reino Vegetal
Subreino Espermatofhyta
Divisién Espermatofhyta

Subdivision Dicotiledénea

Clase Simpétala
Subclase Pentaciclica

Orden Tubiflorales

Familia Solanacea
Género Solanum
Especie quitoense

Nota. Recuperado de (Andrade, 2018).
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Cambios en la postcosecha

Las pérdidas en la postcosecha de la naranijilla se deben al manejo inadecuado
de los frutos desde la cosecha hasta las técnicas de conservacion, provocando dafios
mecanicos, por insectos, exposicion directa y excesiva con el sol, lluvia o de
refrigeracion no tolerantes, contaminacion quimica y dafio por frio. Ademas, entre las
enfermedades postcosecha, la naranjilla es mas afectada por hongos que bacterias,
nematodos y virus como la Podredumbre bacteriana (Erwinia spp.), Antracnosis
(Collectotrichum spp.), Moho verde (Penicillium spp.), Candidiasis (Candida spp.),
Pudricion amarga (Geotrichum spp.) y Pudricién blanda (Rizhopus spp.) (Andrade,

2018).



Capitulo Il

Metodologia

Ubicacion del Area de Investigacion

Ubicacién Politica

Pais: Ecuador

Provincia: Santo Domingo de los Tséachilas

Cantén: Santo Domingo

Parroquia: Luz de América

Sector: Km 24 Via Quevedo

Ubicacion Ecoldgica
Zona de vida:

Altitud:

Temperatura media:

Precipitacién:

Humedad relativa:

Heliofania:

Suelos:

Bosque humedo tropical

224 msnm

246°C

2860 mm/afio

85%

680 horas luz/afo

Francos Arenoso

Fuente: Estacion Agro Meteorolégica “Puerto lla” Via Quevedo Km 34.

Ubicacion Geografica

El presente ensayo de investigacion se desarrollara en los laboratorios de la

35
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Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE Extension Santo Domingo en el Km 24 Via
Santo Domingo-Quevedo, en la provincia de Santo Domingo de los Tséachilas, cantén

Santo Domingo.

Latitud: 00° 24’ 36”

Longitud: 79° 18’ 43”

Altitud: 270 msnm

Figura 1

Mapa de ubicacion geografica del area de investigacion

gespe @

UNTVERSIDAD DE LAS FUERIAS ARMADAS-EVPT
CIENCIAS € LAYVIDA




Determinacién de pH

Tabla 4

Materiales

Recursos necesarios para la determinacion de pH del mucilago de cacao, papayay

naranjilla.

37

Equipos

Materiales/Insumos

Muestras

Potencidmetro

Balanza

Probeta de 100 ml
Pipeta de 10 ml

Mucilago de cacao

Papaya

Vaso de precipitacion de 200 ml Naranijilla

Varilla de vidrio

Determinacién de Acidez Titulable

Tabla 5

Recursos necesarios para la determinacion de acidez titulable del mucilago de cacao,

papaya y naranijilla.

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Potenciometro Probeta de 50 ml NaOH 0,1N Mucilago de
cacao
Balanza Pipeta de 10 ml Papaya
Agitador Vaso de prer(7:1|lp|ta0|on 250 Naranijilla
Kit de titulacion Mortero
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Determinacién de Solidos Solubles

Tabla 6

Recursos necesarios para la determinacion de sélidos solubles del mucilago de cacao,

papaya y naranijilla.

Equipos Materiales/Insumos Muestras
Refractometro Vaso de precipitacion de 200 ml  Mucilago de cacao
Papaya
Naranjilla

Aislamiento e identificacidn de las bacterias acido lacticas

Tabla 7
Recursos necesarios para el aislamiento e identificacion de bacterias acido lacticas

provenientes de la fermentacion del mucilago de cacao.

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Incubadora Tubos de ensayo MRS Agar _
Mucilago
Céamara de flujo laminar Mechero Cristal violeta de cacao
) ) fermentado
Autoclave Asa drigalski Lugol
Microscopio Asa bacteriologica Alcohol acetona
Balanza Placas Petri Safranina
Plancha t,e_rmlca Portaobjetos Aceite de inversion
magnética
Frascos para Peréxido de
medios Hidrogeno

Micropipeta Agua peptona




Bioconservacion de las frutas

Tabla 8
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Recursos necesarios para la preparacion de la solucién probiética y de la muestra

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Incubadora Tubos de ensayo Caldo MRS
Camara_de flujo Mechero Acido citrico Aislamiento
laminar de BAL
Autoclave Asa bacteriol6gica Citrato de sodio
Balanza Frascos para medios
Potenciometro Micropipeta
Centrifuga Vaso de precipitacion
Espectrofotometro Probeta
Recuento de poblaciones microbianas
Tabla 9
Recursos necesarios para el recuento microbioldgico de las frutas
Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Incubadora Tubos de ensayo Agua de peptona Papaya
Camara.de flujo Mechero Petrifilm Naranijilla
laminar
Autoclave Micropipeta
Balanza Matraz Erlenmeyer
Vortex Vaso de precipitacion

Contador de colonias

Probeta
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Conservacion de las bacterias acido lacticas

Tabla 10

Recursos necesarios para conservar las bacterias acido lacticas

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras

Incubadora Tubos de ensayo Caldo MRS Bacterias
Camara de flujo L : 0

laminar Asa bacteriologica Glicerol 30%
Autoclave Micropipeta

Balanza Tubos eppendorf

Refrigeradora
Métodos

Obtencién de la materia prima

Para la obtencién de las mazorcas de cacao, la variedad CCN-51 se recolect6
de la finca de la Familia SAnchez ubicado en Mocache, recinto Aguas Frias; y la
variedad Nacional obtenido de la finca de la familia Tapia en Babahoyo, sector La
Virginia.

En cambio, la papaya fue obtenida de la finca del sefior Montoya ubicado en Luz

de América y la naranjilla obtenidas del mercado Unién y Progreso de Santo Domingo.

Fermentacion del mucilago de cacao

Las mazorcas de cacao deben tener un buen estado de maduracion, libre de
agentes extrafios y sin enfermedades, las cuales se lavaron con agua clorada (100

ppm) y después con agua potable.

Se separé manualmente las almendras de la cdscara para extraer el mucilago,
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utilizando un lienzo para filtrar. Se fermento un litro del mucilago obtenido en un
recipiente de plastico, tapandolo con un globo y envuelto con funda negra, durante un

periodo de 72 horas a temperatura ambiente.

Aislamiento de las bacterias acido lacticas

Se prepard diluciones seriadas hasta 10°¢, utilizando 1 ml del fermento de cacao
obtenido en 9 ml de agua peptona (1,5%) y se sembré 0,1 ml en agar MRS por el

método de extension, inoculando a 35°C-37°C durante 48 horas.

Las colonias formadas, se aislaron en un nuevo agar MRS por el método de

estrias para tener colonias puras.

Identificacion microbiana
Tincién Gram

La muestra bacteriana se recogié con un asa bacterioldgica, fijandola con agua y
calor sobre un portaobjetos (flameado 3 veces). Después, se agrego cristal violeta
durante 60 segundos, luego se agregd lugol durante 60 segundos, una o dos gotas de
alcohol acetona por 15 segundos y finalmente, safranina durante 60 segundos. Después

de cada colorante, se enjuagaba con agua destilada (Salazar, 2017).

Prueba de catalasa

Se colocé una gota de perdxido de hidrégeno en un portaobjetos y luego se
extendio la muestra. Detectar la formacion de burbujas antes de los 20 segundos

(positivo) (Salazar, 2017).
Secuenciacion y analisis filogenético

Las bacterias aisladas en placas Petri con medio MRS Agar fueron enviadas a

Macrogen Inc. de Corea del Sur para la secuenciacion de ARNr 16S. Las secuencias
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obtenidas fueron comparadas con el programa BLASTn.

El analisis filogenético se lo realizé en el programa MEGA X, alineando las
secuencias con el algoritmo ClustalW, mientas que el arbol filogenético se lo elaboré
con el método de Neighbor-Joining, empleando la distancia genética de Tamura-Nei
basado con 1000 réplicas de Bootstrap. La bacteria Bacillus aerius se la empleé como

grupo externo del arbol filogenético.

Bioconservacion de las frutas
Solucién bacteriana

Se preparé 55,15 g de caldo MRS (TM Media) en 1 L de agua destilada para
inocular las bacterias aisladas por 24 horas a 37°C, y posteriormente se midi6 la
absorbancia. Para el conteo bacteriano, se lo realizé en Petrifilm determinando una
concentracion final 101° UFC/ml. Luego las bacterias se lavaron con tampon de acido
citrico-citrato de sodio (pH 3,8: 0,1M) mediante centrifugacion a 10000 rpm durante 15
min, repitiendo el proceso hasta que el sobrenadante esté claro (aproximadamente 2-3
veces). Finalmente, se resuspendieron las bacterias lavadas en el mismo tampon de

acido citrico-citrato de sodio (1:1 v/v). (Russo et al., 2014)

Preparacion de la muestra

Las frutas fueron lavadas con acido citrico al 2% y luego se rocio en ellas la
solucion bacteriana. Las frutas fueron conservadas por 10 dias a temperatura ambiente

y en refrigeracion.

Conservacion de las bacterias acido lacticas

Las bacterias cultivadas en caldo MRS (TM Media) de 24 horas se suplementd

con glicerol al 30% (v/v) en tubos eppendorf de 1,5 mly fueron conservadas a -20°C.
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Disefio Experimental
Factores del experimento

Tabla 11
Factores y Niveles a probar en la bioconservacion de frutas con bacterias acido lacticas

provenientes de mucilago de cacao.

Factores Simbologia Niveles
) _ ai CCN-51
Variedad de mucilago de cacao (A) _
az Nacional
b1 Naranijilla
Fruta (B)
b Papaya
C1 Refrigeracion
Temperatura (C)
C2 Sin refrigeracion

Tratamientos a comparar

Tabla 12
Tratamientos a comparar en la bioconservacion de frutas con bacterias acido lacticas

provenientes de mucilago de cacao.

N° TRATAMIENTOS COMBINACION

T1 alblcl CCN-51 + Naranijilla + Refrigeracion
T2 alblc2 CCN-51 + Naranijilla + Sin refrigeracion
T3 alb2cl CCN-51 + Papaya + Refrigeracion
T4 alb2c2 CCN-51 + Papaya + Sin refrigeracion
T5 a2blcl Nacional + Naranjilla + Refrigeracion
T6 az2blc2 Nacional + Naranijilla + Sin refrigeraciéon
T7 az2b2cl Nacional + Papaya + Refrigeracion

T8 a2b2c2 Nacional + Papaya + Sin refrigeracién
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Tipo de disefio

Modelo trifactorial (2x2x2), conducido en un disefio de bloques completamente al

azar.

Repeticiones

Tres repeticiones por tratamiento, con un total de 24 unidades experimentales.

Analisis Estadistico

Tabla 13
Esquema de analisis de varianza para el estudio de la bioconservacion de frutas con

bacterias 4cido lacticas provenientes de mucilago de cacao

Fuente de variacion Grados de libertad
Variedad de cacao a-1 1
Fruta b-1 1
Temperatura c-1 1
Variedad de mucilago x Fruta (a-1)(b-1) 1
Variedad de mucilago x Temperatura (a-1)(c-1) 1
Fruta x Temperatura (b-1)(c-1) 1
Variedad mucilago x Fruta x Temperatura (a-1)(b-1)(c-1) 1
Replicas r-1 2
Error Experimental 14
Total 23

Analisis funcional

Las variables con resultados significativos en el analisis de varianza se aplicé la

prueba de significancia de Tukey (p<0,05) para tomar una decision.

Variables evaluadas

Determinacion de pH

Para determinar el pH se utilizé el procedimiento de la norma INEN 389 (1985):
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En un vaso de precipitacion se coloco 10 g o 10 ml de la muestra y se afiadio
100 ml de agua destilada, agitando la muestra. En caso de existir particulas en

suspension se dejo en reposo el recipiente para que el liquido o sélidos se decante.

Determinacién de Acidez Titulable

La determinacion de acidez titulable se basé en el procedimiento de la horma

INEN 0381 (1985):

Para preparar la muestra, como los productos liquidos, se colocé 25 ml de la
muestra en un matraz volumétrico de 250 ml y se diluy6 a volumen con agua destilada

previamente hervida y enfriada, mezclando luego perfectamente la solucion.

En cambio, para productos sélidos, se trituré 25 g en un mortero y se transfirié a
un matraz Erlenmeyer afiadiendo 50 ml de agua destilada caliente. Posteriormente, se
calento la muestra a bafio maria hirviendo durante 30 minutos; se enfri6 y se transfirio el
contenido a un matraz volumétrico de 250 ml, diluyendo a volumen con agua destilada

previamente hervida y enfriada.

Para medir la acidez, se colocé 25 a 100 ml de la muestra preparada en un
matraz volumeétrico y se sumergio los electrodos en la muestra. Se afiadié lentamente
0,1N de hidroxido de sodio, hasta obtener un pH 7, luego se siguié afiadiendo en cuatro
gotas a por vez, registrando el volumen de la misma y el pH obtenido después de cada

adicioén, hasta alcanzar pH 8,3 aproximadamente.

Mediante por interpolacién se establecié el volumen exacto de solucién 0,1 N de

hidréxido de sodio afiadido, correspondiente al pH 8,1.
La acidez titulable se determind mediante la ecuacion siguiente:

4 (aNiM)10
=
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Siendo:

A =g de acido en 1000 ml de producto.

V1 = ml de NaOH usados para la titulacion de la alicuota.

N1 = normalidad de la solucion de NaOH.

M = peso molecular del acido de referencia (0,064 de &cido citrico).

V2 = volumen de la alicuota tomada para el analisis.

Determinaciéon de Sélidos Solubles

Se colocé unas gotas de la muestra en el prisma del refractémetro y se procedio

a leer la cantidad de sélidos solubles totales en grados Brix.
Determinacién de pérdida de peso
La determinacién de peso se midi6 mediante la siguiente ecuacion:

. Peso inicial — Peso final
Pérdida de peso (%) = Peso final * 100

Recuento de poblaciones microbianas

Se homogenizo6 5 gr de agua de peptona (TM Media) en 1 L de agua destilada.
Luego se colocé 90 ml en matraz volumétrico o 9 ml en tubos de ensayos para preparar
diluciones de 10-8 0 10-12 y se esterilizé en el autoclave por 15 minutos. En la cAmara
de flujo laminar, las diluciones fueron preparadas con 10 g o 1 ml de la muestra. Para la
inoculacion en las laminas de Petrifilm, transfirié 1 ml de las diluciones 10-8

cuidadosamente, evitando la presencia de burbujas de aire.

Los Petrifilm de bacterias se incubaron a 38°C por 48 horas y los hongos a

temperatura ambiente por 72 horas.



La determinacién de unidades formadoras de colonias (UFC), se utilizé la

siguiete ecuacion:

UFC) _ Namero de colonias * Inverso del factor de dilusion

Recuento (
ml

Volumen inoculado

47
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Capitulo IV
Resultados
Caracterizacion fisico-quimica del mucilago de cacao

Tabla 14

Caracterizacion fisico-quimica del mucilago de cacao puro y fermentado

Para_metro Unidad Puro Fermentado
analizado
Nacional CCN-51 Nacional CCN-51
pH 3,69 3,59 4,05 4,03
Sélidos solubles °Brix 16,8 18 11,3 15
Acidez titulable % 1,14 1,31 1,86 1,16

La caracterizacion fisico-quimica del mucilago de cacao present6 diferencias
entre las dos variedades antes y después de ser fermentado por 72 horas. El pH del
mucilago al ser fermentado aumenta, cambiando de 3,69 a 4,05 en la variedad Nacional
y 3,59 a 4,03 en la variedad CCN-51, este comportamiento se debe al consumo del
acido citrico por los microrganismos (Gonzalez et al., 2019). En el estudio de Vallejo et
al. (2016), el pH de la variedad Nacional es similar con un valor de 3,7; mientras que el

de la variedad CCN-51 es mayor, 3,87.

En cambio, el contenido de sdlidos solubles disminuye al ser fermentado:
16,8°Brix a 11,3°Brix en la variedad Nacional y 18°Brix a 15°Brix en la variedad CCN-
51, debido a la produccion de &cido acético en la siguiente etapa de la fermentacion
(Otarola, 2018). Igualmente, en el estudio de Vallejo et al. (2016), los sélidos solubles
de las dos variedad de cacao fueron menores a lo obtenido, 15°Brix en la variedad

Nacional y 16°Brix en la variedad CCN-51.
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En la acidez titulable, la variedad Nacional aumenta de 1,14% a 1,86% en la
fermentacion, pero la variedad CCN-51 disminuye de 1,31% a 1,16%. Estos valores son
mayores a los que presenté el estudio de Vallejo et al. (2016), teniendo 0,71% en la

variedad Nacional y 0,91% en la variedad CCN-51.

Entre las 48 y 96 horas de fermentacion, las BAL tienen un crecimiento
exponencial, aumentando el pH y disminuyendo la acidez entre las 48 y 72 horas,
provocando la produccion de &cido lactico y la oxidacion por bacterias acéticas

(Gonzalez et al., 2019).
Identificacion de BAL presentes en la fermentacion del mucilago de cacao

Tabla 15

Resultados de pruebas microbiologicas de identificacion bacteriana

Procedencia Caracteristicas Tincién Gran

S T
A v

Gran positivo \:‘. ,-5,:;:;, ‘r’
Cacao CC-51 (cepa 1) Bacilo . “;-ﬁ«; CANERY
Catalasa negativa 3 % :

SR .."l/:"(‘ 2 ESRT
it RS e
Gran pO.SI'[IVO / e e
Cacao CC-51 (cepa 2) Bacilo R T
) \ A ~)‘v'?~‘ Wf\"‘l\/,\;J
Catalasa negativa R A
g i & = :\. J
N5 ¢/ - ))/ ? ~N -.}¢ \
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Procedencia Caracteristicas Tincién Gran
/ Lo A
L e i
Gran positivo LT COREN
Cacao Nacional (cepa 1) Bacilo SN : t '
Catalasa negativa e -

Gran positivo - o
Cacao Nacional (cepa 2) Bacilo ¢, g, L
Catalasa negativa \'l . 2
: < 0
-8y TS ;
/ : \
. 4

Figura 2

Arbol filogenético basado en las secuencias 16S ARNr de bacterias 4cido lacticas

NR 104927.1 Lactobacillus fermentum

NR 114388.1 Lactobacillus silagei

NR 025447.1 Lactobacillus paraplantarum

94 NR 029133.1 Lactobacillus pentosus

9 98— Cacao CCN-51 (cepa 1)

» L Cacao Nacional (cepa 1)

Cacao Nacional (cepa 2)

NR 115605.1 Lactobacillus plantarum (JCM 1149)
NR 113338.1 Lactobacillus plantarum (NBRC 15891)
NR 042338.1 Bacillus aerius

84 76

78

Nota. Arbol filogenético de bacterias acido lacticas aisladas de la fermentacion de

mucilago de cacao. Bacteria Bacillus aerius como grupo externo del arbol.

La informacién presentada en la tabla 15, corresponden a las bacterias aisladas
en medio selectivo (MRS Agar) a partir de la fermentacién de mucilago de cacao,

siendo Gran positivas, bacilos con catalasa negativa. Segun Huang et al. (2018), los
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Lactobacillus son bacterias grampositivas, negativas a catalasa, en forma de bacilo,
facultativamente anaerdbicas o microaerdfilas, no formadores de esporas y tolerantes al
acido. Debido a esta ultima capacidad de los lactobacilos, la solucién bacteriana

aplicada en la bioconservacion de las futas, contenia acido citrico.

De los 4 aislados enviados a secuenciar, solo se obtuvo resultados de 3
muestras (cepa 1 — CCN51; cepa 1 — Nacional; cepa 2 — Nacional). La figura 2
representa el arbol filogenético, en el cual, se formé un clado para las bacterias aisladas
con el Lactobacillus plantarum, con un valor de Bootstrap de 76% a 78%. Segun De
Vuyst & Leroy (2020) en las primeras etapas del proceso fermentativo del cacao se
encuentra Lactobacillus plantarum, mientras que en la fase media y tardia del proceso

fermentativo estan representadas principalmente por Lactobacillus fermentum.

Por lo tanto, las bacterias acido lacticas aisladas del mucilago de cacao tienen
similitud al Lactobacillus plantarum, siendo bacilos con extremos redondeados y rectos
de 0,9 a 1,2 um de ancho y de 3 a 8 um de largo, presentandose en forma lineal, en
pares o en cadenas cortas (Landete et al., 2010), coincidiendo con los resultados de la

tabla 15.
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Andlisis de varianza

Analisis de varianza para la variable acidez titulable

Tabla 16

Andlisis de varianza para la variable acidez titulable en el dia 0 de la bioconservacion.

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

A:Cacao 0,00889856 1 0,00889856 14,35 0,0020
B:Fruta 18,0212 1 18,0212 29055,38 10,0000
C:Temperatura 0,00137126 1 0,00137126 2,21 0,1592
D:Repeticion 0,000138734 2  0,0000693668 0,11 0,8950
INTERACCIONES

AB 0,00944118 1 0,00944118 15,22 0,0016
AC 0,00751367 1 0,00751367 12,11 0,0037
BC 0,00293607 1 0,00293607 4,73 0,0472
ABC 0,00682049 1 0,00682049 11,00 0,0051
RESIDUOS 0,00868333 14  0,000620238
TOTAL 18,0671 23

En la tabla 16 del analisis de varianza de acidez titulable en el dia 0 de la
bioconservacion de las frutas con BAL, presento diferencias significativas en el factor A
(Cacao), factor B (Fruta), interaccion A*B (Cacao*Fruta), interaccion A*C
(Cacao*Temperatura), interaccién B*C (Fruta*Temperatura) e interaccion A*B*C
(Cacao*Fruta*Temperatura). Mientras que en el factor C (Temperatura) y repeticiones

no presentaron diferencias significativas.
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Tabla 17

Andlisis de varianza para la variable acidez titulable en el dia 5 de la bioconservacion.

Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Cacao 0,26882 1 0,26882 634,79 0,0000
B:Fruta 25,5777 1 25,5777 60399,00 0,0000
C:Temperatura 0,00000204743 1 0,00000204743 0,00 0,9455
D:Repeticién 0,0029818 2 0,0014909 3,52 0,0577
INTERACCIONES
AB 0,270496 1 0,270496 638,75 0,0000
AC 0,00404842 1 0,00404842 9,56 0,0080
BC 0,000130781 1 0,000130781 0,31 0,5872
ABC 0,00243547 1 0,00243547 5,75 0,0310
RESIDUOS 0,0059287 14 0,000423478
TOTAL 26,1325 23

En la tabla 17 del analisis de varianza de acidez titulable en el dia 5 de la
bioconservacion de las frutas con BAL, present6 diferencias significativas en el factor A
(Cacao), factor B (Fruta), interaccion A*B (Cacao*Fruta), interaccion A*C
(Cacao*Temperatura) e interaccion A*B*C (Cacao*Fruta*Temperatura). Mientras que en
el factor C (Temperatura), interaccion B*C (Fruta*Temperatura) y repeticiones no

presentaron diferencias significativas.
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Tabla 18

Andlisis de varianza para la variable acidez titulable en el dia 10 de la bioconservacion.

Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Cacao 0,00746916 1 0,00746916 35,90 0,0000
B:Fruta 23,1097 1 23,1097 111082,04 0,0000
C:Temperatura 0,0355721 1 0,0355721 170,99 0,0000
D:Repeticién 0,00000894728 2 0,00000447364 0,02 0,9788
INTERACCIONES
AB 0,00644416 1 0,00644416 30,98 0,0001
AC 0,0118321 1 0,0118321 56,87 0,0000
BC 0,0338328 1 0,0338328 162,63 0,0000
ABC 0,012594 1 0,012594 60,54 0,0000
RESIDUOS 0,00291258 14 0,000208041
TOTAL 23,2203 23

En la tabla 18 del analisis de varianza de acidez titulable en el dia 10 de la
bioconservacion de las frutas con BAL, se presenté diferencias significativas en todos

los factores e interacciones, excepto en las repeticiones.

Analisis de varianza para la variable pH

Tabla 19

Andlisis de varianza para la variable pH en el dia 0 de la bioconservacién.

Suma de Cuadrado .
Fuente Cuadrados Gl Medio Raz6én-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Cacao 2,26935 1 2,26935 1088,98 0,0000

B:Fruta 33,915 1 33,915 16274,57 0,0000

C:Temperatura 0,0003375 1 0,0003375 0,16 0,6934

D:Repeticién 0,000225 2 0,0001125 0,05 0,9476

INTERACCIONES

AB 0,367537 1 0,367537 176,37 0,0000

AC 0,0009375 1 0,0009375 0,45 0,5133

BC 0,0024 1 0,0024 1,15 0,3013

ABC 0,0024 1 0,0024 1,15 0,3013
RESIDUOS 0,029175

14 0,00208393
TOTAL 36,5874 23
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En la tabla 19 del analisis de varianza de pH en el dia 0 de la bioconservacion
de las frutas con BAL, se presento diferencias significativas en el factor A (Cacao),
factor B (Fruta) y la interaccion A*B (Cacao*Fruta). Mientras que en el factor C
(Temperatura), interaccion A*C (Cacao*Temperatura), interaccion B*C
(Fruta*Temperatura), interaccién A*B*C (Cacao*Fruta*Temperatura) y repeticiones no

presentaron diferencias significativas.

Tabla 20

Andlisis de varianza para la variable pH en el dia 5 de la bioconservacién.

Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Cacao 0,0527344 1 0,0527344 28,13 0,0001

B:Fruta 40,4431 1 40,4431 21574,78 0,0000

C:Temperatura 0,0585094 1 0,0585094 31,21 0,0001

D:Repeticién 0,00000625 2 0,000003125 0,00 0,9983

INTERACCIONES

AB 0,0189844 1 0,0189844 10,13 0,0066

AC 0,000459375 1 0,000459375 0,25 0,6283

BC 0,00270937 1 0,00270937 1,45 0,2492

ABC 0,00158437 1 0,00158437 0,85 0,3735
RESIDUOS 0,0262438 14  0,00187455

TOTAL 40,6043 23

En la tabla 20 del analisis de varianza de pH en el dia 5 de la bioconservacion
de las frutas con BAL, presenté diferencias significativas en el factor A (Cacao), factor B
(Fruta), factor C (Temperatura) y la interaccion A*B (Cacao*Fruta). Mientras que en la
interaccion A*C (Cacao*Temperatura), interacciéon B*C (Fruta*Temperatura), interaccion
A*B*C (Cacao*Fruta*Temperatura) y repeticiones no presentaron diferencias

significativas.
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Tabla 21

Andlisis de varianza para la variable pH en el dia 10 de la bioconservacion.

Sumade Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES

A:Cacao 0,18375 1 0,18375 171,50 0,0000

B:Fruta 50,1993 1 50,1993 46852,71 0,0000

C.Temperatura 0,03375 1 0,03375 31,50 0,0001

D:Repeticién 0,0009 2 0,00045 0,42 0,6651

INTERACCIONES

AB 0,0018375 1 0,0018375 1,71 0,2114

AC 0,0024 1 0,0024 2,24 0,1567

BC 0,0003375 1 0,0003375 0,31 0,5835

ABC 0,0234375 1 0,0234375 21,87 0,0004
RESIDUOS 0,015 14 0,00107143

TOTAL

(CORREGIDO) 504607 23

En la tabla 21 del analisis de varianza de pH en el dia 10 de la bioconservacion
de las frutas con BAL, presento diferencias significativas en el factor A (Cacao), factor B
(Fruta), factor C (Temperatura) y la interaccion A*B*C (Cacao*Fruta*Temperatura).
Mientras que en la interaccién A*B (Cacao*Fruta), interaccion A*C
(Cacao*Temperatura), interaccion B*C (Fruta*Temperatura) y repeticiones no

presentaron diferencias significativas.
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Analisis de varianza para la variable sdlidos solubles

Tabla 22

Analisis de varianza para la variable sélidos solubles en el dia 0 de la bioconservacion

Sumade Cuadrado .
Fuente Cuadrados Gl Medio Razdn-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Cacao 0,0704167 1 0,0704167 3,73 0,0739
B:Fruta 30,6004 1 30,6004 1621,73 0,0000
C:Temperatura 0,770417 1 0,770417 40,83 0,0000
D:Repeticién 0,0758333 2 0,0379167 2,01 0,1709
INTERACCIONES
AB 0,0504167 1 0,0504167 2,67 0,1244
AC 0,09375 1 0,09375 4,97 0,0427
BC 0,0504167 1 0,0504167 2,67 0,1244
ABC 0,09375 1 0,09375 4,97 0,0427
RESIDUOS 0,264167 14 0,018869
TOTAL 32,0696 23

En la tabla 22 del analisis de varianza de solidos solubles en el dia 0 de la
bioconservacion de las frutas con BAL, presentd diferencias significativas en el factor B
(Fruta), factor C (Temperatura), interaccion A*C (Cacao*Temperatura) y la interaccion
A*B*C (Cacao*Fruta*Temperatura). Mientras que en el factor A (Cacao), interaccion A*B
(Cacao*Fruta), interaccion B*C (Fruta*Temperatura) y repeticiones no se observaron

diferencias significativas.



Tabla 23

Andlisis de varianza para la variable sélidos solubles en el dia 5 de la bioconservacién.

Suma de

Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Raz6n-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Cacao 0,96 1 0,96 22,53 0,0003
B:Fruta 32,6667 1 32,6667 766,48 0,0000
C:.Temperatura 0,96 1 0,96 22,53 0,0003
D:Repeticién 0,123333 2 0,0616667 1,45 0,2684
INTERACCIONES
AB 0,00666667 1 0,00666667 0,16 0,6984
AC 0,00666667 1 0,00666667 0,16 0,6984
BC 0,166667 1 0,166667 3,91 0,0680
ABC 0,106667 1 0,106667 2,50 0,1360
RESIDUOS 0,596667 14 0,042619
TOTAL 35,5933 23

En la tabla 23 del analisis de varianza de sélidos solubles en el dia 5 de la

bioconservacion de las frutas con BAL, presentd diferencias significativas en los

factores: A (Cacao), B (Fruta) y C (Temperatura). Mientras que en las interacciones y

repeticiones no se observaron diferencias significativas.

Tabla 24

Andlisis de varianza para la variable sélidos solubles en el dia 10 de la bioconservacion.

Suma de Cuadrado .
Fuente Cuadrados Gl Medio Razén-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Cacao 0,24 1 0,24 9,25 0,0088
B:Fruta 44,8267 1 44,8267 1727,27 0,0000
C:Temperatura 1,12667 1 1,12667 43,41 0,0000
D:Repeticidn 0,0633333 2 0,0316667 1,22 0,3247
INTERACCIONES
AB 15 1 15 57,80 0,0000
AC 0,106667 1 0,106667 4,11 0,0621
BC 0,0266667 1 0,0266667 1,03 0,3279
ABC 0,06 1 0,06 2,31 0,1506
RESIDUOS 0,363333 14 0,0259524
TOTAL 48,3133 23
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En la tabla 24 del analisis de varianza de solidos solubles en el dia 10 de la
bioconservacion de las frutas con BAL, se presento diferencias significativas en el factor
A (Cacao), factor B (Fruta), factor C (Temperatura) y la interaccion A*B (Cacao*Fruta).
Mientras que en las interacciones A*C (Cacao*Temperatura), B*C (Fruta*Temperatura),
A*B*C (Cacao*Fruta*Temperatura) y repeticiones no se observaron diferencias

significativas.

Analisis de varianza para la variable pérdida de peso

Tabla 25

Andlisis de varianza para la variable pérdida de peso en el dia 5 de la bioconservacion.

Suma de Cuadrado .
Fuente Cuadrados Gl Medio Raz6n-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Cacao 2,41835 1 2,41835 5,52 0,0340
B:Fruta 11,7601 1 11,7601 26,83 0,0001
C:Temperatura 7,71915 1 7,71915 17,61 0,0009
D:Repeticién 0,351235 2 0,175618 0,40 0,6773
INTERACCIONES

AB 3,57216 1 3,567216 8,15 0,0127
AC 1,31389 1 1,31389 3,00 0,1054
BC 3,24127 1 3,24127 7,39 0,0166
ABC 2,10867 1 2,10867 4,81 0,0457

RESIDUOS 6,13659 14 0,438328

TOTAL 38,6214 23

En la tabla 25 del analisis de varianza de pérdida de peso en el dia 5 de la
bioconservacion de las frutas con BAL, presentd diferencias significativas en los
factores A (Cacao), B (Fruta), C (Temperatura) y las interacciones A*B (Cacao*Fruta),
B*C (Fruta*Temperatura) y A*B*C (Cacao*Fruta*Temperatura). Mientras que en la
interaccion A*C (Cacao*Temperatura) y repeticiones no se observaron diferencias

significativas.
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Tabla 26

Andlisis de varianza para la variable pérdida de peso en el dia 10 de la bioconservacion.

Suma de Cuadrado

Fuente Cuadrados Gl Medio Raz6n-F Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Cacao 3,157 1 3,157 10,97 0,0051
B:Fruta 32,9846 1 32,9846 114,63 0,0000
C:.Temperatura 29,6527 1 29,6527 103,05 0,0000
D:Repeticién 0,26259 2 0,131295 0,46 0,6427
INTERACCIONES
AB 3,66848 1 3,66848 12,75 0,0031
AC 0,206935 1 0,206935 0,72 0,4107
BC 5,0391 1 5,0391 17,51 0,0009
ABC 0,669477 1 0,669477 2,33 0,1494
RESIDUOS 4,02845 14 0,287746
TOTAL 79,6694 23

En la tabla 26 del analisis de varianza de pérdida de peso en el dia 10 de la
bioconservacion de las frutas con BAL, presentd diferencias significativas en los
factores A (Cacao), B (Fruta), C (Temperatura) y las interacciones A*B (Cacao*Fruta) y
B*C (Fruta*Temperatura). Mientras que en la interaccion A*C (Cacao*Temperatura),
interaccion A*B*C (Cacao*Fruta*Temperatura) y repeticiones no se observaron

diferencias significativas.



Andlisis de varianza para la variable de conteo bacteriano.

Tabla 27

Analisis de varianza para la variable de conteo bacteriano (UFC/ml).
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Sumade Cuadrado .
Fuente Cuadrados Gl Medio Razon-F  Valor-P
EFECTOS PRINCIPALES
A:Cacao 1,13326E25 1 1,13326E25 65,18 0,0000
B:Fruta 1,13207E25 1 1,13207E25 65,11 0,0000
C:Temperatura 2,54085E24 1 2,54085E24 14,61 0,0019
D:Repeticién 6,64093E22 2 3,32046E22 0,19 0,8283
INTERACCIONES
AB 1,08062E25 1 1,08062E25 62,15 0,0000
AC 2,39294E24 1 2,39294E24 13,76 0,0023
BC 2,30714E24 1 2,30714E24 13,27 0,0027
ABC 2,14293E24 1 2,14293E24 12,33 0,0035
RESIDUOS 2,43404E24 14 1,7386E23
TOTAL 4,53438E25 23

En la tabla 27 del analisis de varianza del conteo de bacterias aerobias
presentes en las frutas bioconservadas con BAL, se observa diferencias significativas

en todos los factores e interacciones, excepto en las repeticiones.
Prueba de significancia de Tukey para los factores de estudio
Resultados del estudio para las variedades de mucilago de cacao (Factor A)

Tabla 28

Resultados del analisis de la prueba Tukey para el factor A en las variables fisico-

guimicas
N2 o $ N D 0 2 © O N2 T © O
FactorA 38 T s 2= T S5 gg L3 - S 2 %8
(Cacao) © = a T2 ©35 e 32 3 8 55 a =32 5 8
< s ny <= ng aov <= ng ado
Dia 0 Dia 5 Dia 10
CCN-51 0,958 4,63® 6,98% 1,218 4,448 768* 1,74® 1,08% 4,658 8,08" 2,978
Nacional 0,91 4,01* 7,08 1,04 4,34* 8,08° 1,11" 104" 448" 8,28° 2,24
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Tabla 29

Resultados del analisis de la prueba Tukey para el factor A en la variable microbiolégica

Factor A (Cacao) Conteo bacteriano
CCN-51 1,78625x10% (A)
Nacional 1,3921875x10% (B)

Figura 3

Estudio del efecto de las variedades del mucilago de cacao (Factor A) en las variables

de estudio
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En la tabla 28, se observa que la variedad de cacao CCN-51 presenté mayor
acidez, pH y pérdida de peso que la variedad de cacao Nacional en los tres tiempos de
bioconservacion; en cambio, los sélidos solubles son mayores en la variedad Nacional y

en ambas variedades aumentan con el tiempo.

La acidez de la variedad CCN-51 aumenta de 0,95% a 1,21% en el dia 5 pero
disminuye a 1,08% al dia 10. En la variedad Nacional, la acidez aumenta en los tres

tiempos de bioconservacion de 0,91% a 1,0% al dia 5y 1,04 al dia 10.

En el pH, la variedad CCN-51 disminuye de 4,63 a 4,44 al dia 5 pero aumenta al
dia 10 a 4,65. En cambio, el pH de la variedad Nacional aumenta con el tiempo, es

decir, 4,01 a 4,34 al dia 5y 4,48 al dia 10.

En la pérdida de peso, la variedad CCN-51 aumenta de 1,74% del dia 5 a 2,97%
al dia 10. En la variedad Nacional ocurre lo mismo, aumenta de 1,11% del dia 5 a

2,24% al dia 10.

En el andlisis microbiol6gico de conteo bacteriano en el dia 10 de la
bioconservacion, el cacao Nacional presenta mayor poblacion de bacterias con un valor
de 1,3921875x10*? UFC/ml, en comparacion a la variedad CCN-51 con

1,78625x10°UFC/ml.
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Resultados del estudio para las frutas bioconservadas (Factor B)

Tabla 30

Resultados del analisis de la prueba Tukey para el factor B en las variables fisico-

guimicas
N 9 n @ N 2 n 9 © O N 9 n 9 © O
FactorB &2 T S3 ok T S3 28 33 T S =9
(Frutas) ©3 o S22 T3 o 52 &g o3 o 52 5o
<= N 3 <= n 3 oo <= n 3 oo
Dia 0 Dia5 Dia 10
Naranjila 1,808 3,13~ 590 2,148 3,094 6,724 2,128 2,048 3,12~ 6,82~ 3,788
Papaya 0,074 5,518 8,168 0,074 5,698 9,058 0,72~ 0,08~ 6,01B 9,558 1,43A
Tabla 31

Resultados del analisis de la prueba Tukey para el factor B en la variable microbioldgica

Factor B (Frutas) Conteo bacteriano
Naranijilla 1,391825x10*? (B)
Papaya 1,8225x10%° (A)




Figura 4

Estudio del efecto de las frutas (Factor B) en las variables de estudio
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En la tabla 30, se observa que la naranijilla presenté mayor acidez y pérdida de

peso que la papaya, pero en pH y sdlidos solubles la papaya presenté valores mayores

gue la naranijilla; esto en los tres tiempos de bioconservacion.



La acidez de la naranjilla aumenta de 1,80% a 2,1% al dia5y 2,04% al dia 10.

En la papaya, la acidez se mantiene desde dia 0 al dia 5 con 0,07% y aumenta a 0,08

al dia 10.
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En el pH, la naranjilla disminuye de 3,13 a 3,09 al dia 5y aumenta a 3,12 al dia

10, siendo menor al dia 0. En cambio, en la papaya, el pH aumenta con el tiempo, de

5,51a5,69aldia5y 6,01 al dia 10.

En los sélidos solubles aumenta con el tiempo en las dos frutas. La naranjilla
presentd 5,90°Brix a 6,72°Brix al dia 5y 6,82°Brix al dia 10. La papaya aument6 de

8,16°Brix a 9,05°Brix al dia 5y 9,55°Brix al dia 10.
Lo mismo sucedio con la pérdida de peso, este aumenta con el tiempo. La

naranjilla aumento de 2,12% en el dia 5 a 3,78% al dia 10. La papaya en el dia 5

present6 0,72% y aumentd a 1,43% al dia 10.

En el andlisis microbiol6gico de conteo bacteriano en el dia 10 de la
bioconservacion, la naranijilla presentd mayor poblacién de bacterias con un valor de

1,391825x10'2 UFC/ml, en comparacioén a la papaya, 1,8225x10%° UFC/ml.
Resultados del estudio para la temperatura de bioconservacion (Factor C)

Tabla 32

Resultados del analisis de la prueba Tukey para el factor C en las variables fisico-

guimicas
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Tabla 33
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Resultados del analisis de la prueba Tukey para el factor C en la variable microbiologica

Figura 5
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En la tabla 32, la acidez en la bioconservacion a refrigeracion (0,94%) fue
mayor que la bioconservacion sin refrigeracion (0,92%) en el dia 0. Al dia 5, la acidez en
ambas temperaturas son iguales y aumentaron (1,10%). Al dia 10, la bioconservacién
en refrigeracion presenté nuevamente mayor acidez (1,10%) que la bioconservacion sin

refrigeracion (1,02%).

El pH del dia 0 fueron iguales en las dos temperaturas de bioconservaciéon
(4,32). Pero al dia 5, la bioconservacion sin refrigeracion (4,44) presento valores
mayores a la bioconservacién en refrigeracion (4,34); sucediendo lo mismo al dia 10, la

bioconservacion sin refrigeracion con 4,60 y la de en refrigeracion con 4,53.

Los sélidos solubles en las dos temperaturas de bioconservacién aumentan con
el tiempo, siendo mayor el de sin refrigeracion. La bioconservacién en refrigeracion
aumento de 6,85°Brix a 7,68°Brix al dia 5y 7,97°Brix al dia 10. La bioconservacién sin

refrigeracion aumento de 7,72°Brix a 8,08°Brix al dia 5 y 8,40°Brix al dia 10

Lo mismo sucedi6 en la pérdida de peso, la bioconservacién en refrigeracién del
dia 5 aument6 de 0,86% a 1,5% en el dia 10; y la bioconservacion sin refrigeracion

aumento6 de 1,99% del dia 5 a 3,72% en el dia 10.

En el analisis microbiolégico de conteo bacteriano en el dia 10 de la
bioconservacion sin refrigeracion presenté mayor poblacion de bacterias (1,0304x10%2

UFC/ml) que la bioconservacion en refrigeracion (3,7965x10 UFC/m).



Prueba de Tukey para las interacciones significativas en la bioconservacion.

Andlisis de Tukey en la interaccion A*B (Cacao*Fruta)

Tabla 34

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

fisico-quimicas del dia O

Factor A Factor B Acidez H

(Cacao) (Fruta) titulable P
Dia 0

CCN-51 Naranijilla 1,84°¢ 3,328

CCN-51 Papaya 0,077 5,94P

Nacional Naranijilla 1,768 2,954

Nacional Papaya 0,07A 5,08¢

Tabla 35

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

fisico-quimicas del dia 5

Factor A Factor B Acidez H Pérdida de

(Cacao) (Fruta) titulable P peso
Dia 5

CCN-51 Naranjilla 2,35¢ 3,178 2,838

CCN-51 Papaya 0,077 5,71¢ 0,65%

Nacional Naranjilla 1,928 3,024 1,424

Nacional Papaya 0,07A 5,67¢ 0,79

Tabla 36

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

fisico-quimicas y microbioldgica del dia 10

Factor A Factor B Acidez  Solidos Pérdida Conteo

(Cacao) (Fruta) titulable solubles de peso bacteriano
Dia 10

CCN-51 Naranjilla 2,08¢ 6,978 4,53¢ 3,365x10%0 (A)

CCN-51 Papaya 0,08% 9,20¢ 1,417 2,075x10° (A)

Nacional Naranjilla 2,018 6,67 3,038 2,75x10%(B)

Nacional Papaya 0,08* 9,90° 1,467 3,4375x10°(A)
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Figura 6

Estudio del efecto de la interaccion A*B en la variable acidez titulable
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En la figura 6 (interaccion A*B de acidez titulable), se observa que existe

diferencia significativa respecto a las variedades de mucilago de cacao y las frutas, en

el cual, la naranijilla bioconservada con BAL proveniente de la fermentacién de ambas

variedades de cacao, presentaron valores mayores de acidez en comparacion a la

papaya, en los tres tiempos de bioconservacion.
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Figura 7

Estudio del efecto de la interaccion A*B en la variable pH
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En la figura 7 (interaccion A*B del pH), se observa que existe diferencia

significativa respecto a la las variedades de mucilago de cacao y las frutas, en el cual, la

papaya bioconservada con BAL proveniente de la fermentacion de ambas variedades

de cacao, presentaron valores mayores de pH en comparacion a la naranjilla, desde el

dia 0 hasta el dia 5 de bioconservacion.

Figura 8

Estudio del efecto de la interaccion A*B en la variable so6lidos solubles
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diferencia significativa respecto a las variedades mucilago de cacao y las frutas, en el
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cual, la papaya bioconservada con BAL proveniente de la fermentacién de ambas

variedades de cacao, presentaron valores mayores de grados Brix en comparacion a la

naranijilla, al dia 10 de bioconservacion.

Figura 9

Estudio del efecto de la interaccion A*B en la variable pérdida de peso
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En la figura 9 (interaccion A*B de pérdida de peso), se observa que existe

diferencia significativa respecto a las variedades mucilago de cacao y las frutas, en el

cual, la naranjilla bioconservada con BAL proveniente de la fermentacion de ambas

variedades de cacao, presentaron valores mayores de pérdida de peso en comparacion

a la papaya, a los dias 5 y 10 de bioconservacion.

Figura 10

Estudio del efecto de la interaccion A*B en la variable conteo bacteriano
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En la figura 10 (interaccion A*B de conteo bacteriano), se observa que existe

diferencia significativa respecto a las variedades mucilago de cacao y las frutas, en el

cual, la naranijilla bioconservada con BAL proveniente de la fermentacion de la variedad

Nacional, presenté mayor poblacion de bacterias en comparacion a la variedad CCN-51

y la papaya.

Andlisis de Tukey en la interaccion A*C (Cacao*Temperatura)

Tabla 37

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

fisico-quimicas del dia 0

Factor A Factor C Acidez Solidos

(Cacao) (Temperatura) titulable solubles
Dia 0

CCN-51 Refrigeracion 0,988 6,73

CCN-51 Sin refrigeracion 0,934 7,22¢

Nacional Refrigeracion 0,90* 6,978

Nacional  Sin refrigeracion 0,924 7,20¢

Tabla 38

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

fisico-quimicas del dia 5

Factor A Factor C Acidez
(Cacao) (Temperatura) titulable
Dia 5
CCN-51 Refrigeracion 1,208
CCN-51 Sin refrigeracién 1,228
Nacional Refrigeracion 1,014
Nacional  Sin refrigeracion 0,98*
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Tabla 39
Resultados del analisis de la prueba Tukey para la interaccién A*C en las variables

fisico-quimicas y microbioldgica del dia 10

Factor A Factor C Acidez Conteo
(Cacao) (Temperatura) titulable bacteriano
Dia 10

CCN-51 Refrigeracion 1,14¢ 8,25x10%(A)

CCN-51 Sin refrigeracion 1,024 2,7475x10'°(A)

Nacional Refrigeracion 1,068 7,5105x10 (B)

Nacional Sin refrigeracion 1,037 2.033325x10%?(C)
Figura 11

Estudio del efecto de la interaccién A*C en la variable acidez titulable
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En la figura 11 (interaccion A*C de acidez titulable), se observa que existe
diferencia significativa respecto a las variedades de mucilago de cacao y la temperatura

de bioconservacion.

Al dia 0, la bioconservacion con las BAL proveniente de la fermentacion de la
variedad CCN-51 y en refrigeracion, presenté mayor acidez en comparacion a la
bioconservacion sin refrigeracién y con la variedad Nacional. En cambio, al dia 5, la
bioconservacion con la variedad CCN-51 y las dos temperaturas presentaron mayor
acidez. Y en el dia 10, la bioconservacion con la variedad CCN-51 y en refrigeracion

fue el que mayor valor de acidez presenté.

Figura 12

Estudio del efecto de la interaccion A*C en la variable sélidos solubles
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En la figura 12 (interaccion A*C), se observa que existe diferencia significativa
respecto a las variedades de mucilago de cacao y la temperatura, presentando mayor
solidos solubles en la bioconservacion con las dos variedades y sin refrigeracion, en

comparacion a la bioconservacion en refrigeracion.



Figura 13

Estudio del efecto de la interaccion A*C en la variable conteo bacteriano
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En la figura 13 (interaccion A*C) en el dia 10 de bioconservacion, se observa
gue existe diferencia significativa respecto a las variedades de mucilago de cacaoy la
temperatura, presentando poblaciones bacterianas mayores en la bioconservacion de
las BAL proveniente de la fermentacion del mucilago de cacao Nacional y las dos

temperaturas.

Analisis de Tukey en la interaccién B*C (Fruta*Temperatura)

Tabla 40

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

fisico-quimicas del dia 0

Factor B Factor C Acidez
(Fruta) (Temperatura) titulable
Dia 0
Naranijilla Refrigeracion 1,828
Naranjilla Sin refrigeracion 1,788
Papaya Refrigeracion 0,06*

Papaya Sin refrigeracion 0,074
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Tabla 41

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

fisico-quimicas del dia 5

Factor B Factor C Pérdida de
(Fruta) (Temperatura) peso
Dia 5
Naranjilla Refrigeracion 1,194
Naranijilla  Sin refrigeracion 3,068
Papaya Refrigeracion 0,52
Papaya Sin refrigeracién 0,924

Tabla 42

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

fisico-quimicas y microbiolégica del dia 10

Factor B Factor C Acidez Pérdida de Conteo
(Fruta) (Temperatura) titulable peso bacteriano
Dia 10

Naranjilla Refrigeracion 2,12¢ 2,218 7,564x10(B)

Naranijilla Sin refrigeracion 1,978 5,563¢ 2,02725x10%%(C)
Papaya Refrigeracion 0,08% 0,78% 2,9x10°%(A)
Papaya Sin refrigeracion 0,08" 2,098 3,355x10%°(A)

Figura 14

Estudio del efecto de la interaccién B*C en la variable acidez titulable
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En la figura 14 (interaccion B*C), se observa que existe diferencia significativa

respecto a la bioconservacién de las frutas y la temperatura en el dia 0 y dia 10, el cual,

presenté mayor acidez la naranjilla bioconservada en las dos temperaturas en

comparacion a la papaya que fue menor.

Figura 15

Estudio del efecto de la interaccion B*C en la variable pérdida de peso
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En la figura 15 (interaccién B*C), se observa que existe diferencia significativa

en las frutas y la temperatura de bioconservacion en el dia 5y dia 10, en el cual, la

naranijilla bioconservada sin refrigeracion presenté mayor pérdida de peso, en

comparacion a la papaya bioconservada con las dos temperaturas utilizadas.

Figura 16

Estudio del efecto de la interaccion B*C en la variable conteo bacteriano

3E12

25E12

1

Conteo bacteriano (UFC/ml)

2E12

5E12

1E12

5EM

-5E11

-1E12

Naranjilla Papaya
Fruta

3= Temperatura
Refrigeracion

& Temperatura
Sin refrigeracion



79

En la figura 16 (interaccion B*C), se observa que existe diferencia significativa

respecto a las frutas y temperatura de bioconservacion, en el cual, presentd poblaciones

bacterianas mayores en la naranjilla bioconservada sin refrigeracion, en comparacion a

la papaya bioconservada en refrigeracion, que presenté menos poblacién bacteriana.

Andlisis de Tukey en la interaccién A*B*C (Cacao*Fruta*Temperatura)

Tabla 43

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

fisico-quimicas del dia 0

Factor A Factor B Factor C Acidez Solidos
(Cacao) (Fruta) (Temperatura) titulable solubles
Dia 0
CCN-51 Naranijilla Refrigeracion 1,89°¢ 3,318 5,674
CCN-51 Naranjilla Sin refrigeracion 1,788 3,338 5,037
CCN-51 Papaya Refrigeracion 0,06* 5,97° 7,80¢
CCN-51 Papaya Sin refrigeracion 0,07 5,91P 8,50F
Nacional Naranijilla Refrigeracion 1,748 2,95 5,87/
Nacional Naranijilla Sin refrigeracion 1,788 2,95 6,138
Nacional Papaya Refrigeracion 0,06* 5,08¢ 8,07¢P
Nacional Papaya Sin refrigeracion 0,07% 5,08¢ 8,27Pk

Tabla 44

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

fisico-quimicas del dia 5

Faztor Fa;tor Factor C Acidez oH Solidos Pérdida
(Cacao) (Fruta) (Temperatura) titulable solubles de peso
Dia 5
CCN-51  Naranijilla Refrigeracion 2,33¢ 3,128¢ 6,33 1,364
CCN-51 Naranijilla  Sin refrigeracion 2,37¢ 3,22¢ 6,738 4,298
CCN-51 Papaya Refrigeracion 0,06* 5,67° 8,60¢ 0,52%
CCN-51  Papaya  Sin refrigeracion 0,07 5,75° 9,07¢P 0,794
Nacional Naranijilla Refrigeracion 1,958 2,954 6,87/ 1,024
Nacional Naranjilla  Sin refrigeracion 1,908 3,098 6,938 1,824
Nacional  Papaya Refrigeracion 0,07 5,64P 8,93¢ 0,53
Nacional Papaya  Sin refrigeracion 0,07 5,71° 9,60° 1,05%




Tabla 45
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Resultados del analisis de la prueba Tukey para la interaccion A*B*C en las variables

fisico-quimicas dia 10

Factor A Factor B
(Cacao) (Fruta)

Factor C Acidez
(Temperatura) titulable

Solidos  Pérdida
solubles de peso

Dia 10

CCN-51 Naranijilla Refrigeracion 2,20° 3,218 6,677 2,708
CCN-51 Naranijilla Sin refrigeracion 1,968 3,198 7,278 6,36°
CCN-51 Papaya Refrigeracion 0,08 6,05° 8,93¢ 0,834
CCN-51 Papaya Sin refrigeracion 0,08% 6,175 9,47° 1,99%8
Nacional Naranijilla Refrigeracion 2,04¢ 2,974 6,60 1,7278
Nacional  Naranijilla Sin refrigeracion 1,988 3,128 6,73 4,34¢
Nacional Papaya Refrigeracion 0,08* 5,90¢ 9,67° 0,74
Nacional Papaya Sin refrigeracion 0,08% 5,94¢ 10,13 2,198
Tabla 46

Resultados del analisis de la prueba Tukey para la interaccién A*B*C en la variable

conteo bacteriano

Factor A Factor B Factor C Conteo
(Cacao) (Fruta) (Temperatura) bacteriano
CCN-51 Naranijilla Refrigeracion 1,28x10%°(A)
CCN-51 Naranjilla Sin refrigeracion 5,45x10%°(A)
CCN-51 Papaya Refrigeracion 3,7x10%(A)
CCN-51 Papaya Sin refrigeracion 4,5x108(A)
Nacional Naranijilla Refrigeracion 1,5x10'?(B)
Nacional Naranijilla Sin refrigeracion 4x10%(C)
Nacional Papaya Refrigeracion 2,1x10%(A)
Nacional Papaya Sin refrigeracion 6,665x10%°(A)




Figura 17

Estudio del efecto de la interacciéon A*B*C en la variable acidez titulable

Dia 0

Acidez Titulable (%)

22
20
18
16
14
12
1.0
08
06
0.4
02
0.0
-0,2

Dia 0

Fruta Papaya
Naranjilla

Temperatura: Refrigeracion

=% Cacao
CCN-51
—& Cacao

Temperatura: Sin refrigeracion Nacional

Fruta Papaya
Naranjilla

Dia 5

Acidez Titulable (%)

3.0

25

2,0

Dia5

Fruta: Papaya
Naranjilla

Temperatura: Refrigeracion

=% Cacao
CCN-51

—&— Cacao

Temperatura: Sin refrigeracion Nacional

Fruta: Papaya
Naranjilla

Dia 10

Acidez Titulable (%)

25

20

05

0.0

Dia 10

Fruta: Papaya
Naranjilla

Temperatura: Refrigeracion

=% Cacao
CCN-51
—f Cacao

Temperatura: Sin refrigeracion Nacional

Fruta: Papaya
Naranjilla

81



82

Los resultados obtenidos de la acidez titulable en la figura 17, se observa que en
los tres tiempos de bioconservacion, los tratamientos en el que intervienen la naranjilla

presentaron valores mayores en comparacion a la papaya.

En el dia 0, la bioconservacién de la naranijilla aplicando BAL de la variedad de
cacao CCC-51 en refrigeracion obtuvo el mayor porcentaje de acidez de 1,89%, e igual
forma, los tratamientos de la naranjilla bioconservada con la variedad CCN-51 sin
refrigeracion, la variedad Nacional sin refrigeracion y en refrigeracién con una media de
1,18%, 1,74% y 1,78% respectivamente. Mientras que la papaya bioconservada con
CCN-51y Nacional en refrigeracion y sin refrigeracion presentaron valores similares de

0,06% y 0,07% respectivamente.

De igual forma, sucedio al dia 5, la bioconservacién de la naranijilla aplicando
BAL de la variedad de cacao CCC-51 en refrigeracién y sin refrigeracién, obtuvieron el
mayor porcentaje de acidez de 2,33% y 2,37% respectivamente; de igual forma, la
variedad Nacional en refrigeracién y sin refrigeracion con valores de 1,95% vy 1,90%
respectivamente. Mientras que la papaya bioconservada con CCN-51 en refrigeracion
presento la acidez mas baja de 0,06%, siendo similares a 0,07% de los tratamientos con
la variedad CCN-51 sin refrigeracion y la variedad Nacional con las dos temperaturas de

bioconservacion.

De acuerdo al dia 10, la bioconservacion de la naranjilla aplicando BAL de la
variedad de cacao CCC-51 en refrigeracion obtuvo el mayor porcentaje de acidez de
2,20%, seguido del tratamiento con la variedad de Nacional con 2,04%. En cambio, la
bioconservacion de la naranijilla sin refrigeracion con la variedad CCN-51 y Nacional
fueron de 1,96% y 1,98% respectivamente. En cambio, los tratamientos aplicados en la

para la bioconservacion de la papaya, presentaron todos 0,08%.



Figura 18

Estudio del efecto de la interaccion A*B*C en la variable pH
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De acuerdo a la figura 18 sobre el pH, se observa que en los tres tiempos de
bioconservacion, los tratamientos en el que participa la papaya presentaron valores

mayores que a la naranijilla.

En el dia 0, la bioconservacién de la papaya con BAL de la variedad de cacao
CCN-51 en refrigeracion y sin refrigeracion presentaron pH mayores de 5,97 y 5,91
respectivamente; seguido de la variedad Nacional con 5,08. Mientras que la
bioconservacion con naranjilla fueron pH menores, como la variedad CCN-51 en
refrigeracion y sin refrigeracion de 3,31 y 3,3 respectivamente, seguido de la variedad

Nacional con 2,95.

De la misma manera, al dia 5, la bioconservacion de la papaya con BAL de la
variedad de cacao CCN-51 en refrigeracion y sin refrigeracion presentaron pH mayores
de 5,67 y 5,75 respectivamente, siendo similares en la variedad Nacional con 5,64 y
5,71. Mientras que la bioconservacion con naranjilla fueron pH menores, como la
variedad CCN-51 en refrigeracion y sin refrigeracion de 3,12 y 3,22 respectivamente,
seguido de la variedad nacional en refrigeracion y sin refrigeracion de 2,95y 3,09

respectivamente.

Al dia 10, la bioconservacion de la papaya aplicando BAL de la variedad de
cacao CCC-51 sin refrigeracion obtuvo el mayor valor de 6,17, seguido del tratamiento
en refrigeracion con 6,07; y con la variedad Nacional en refrigeracion y sin refrigeracion
presento 5,90 y 5,94 respectivamente. En cambio, la bioconservacién de la naranjilla
con la variedad CCN-51 en refrigeracion y sin refrigeracion presentaron 3,21y 3,19
respectivamente; seguido de la variedad Nacional en refrigeracion y sin refrigeracion

gue obtuvieron 2,97 y 3,12; siendo valores de pH menores a la papaya.



Figura 19

Estudio del efecto de la interaccién A*B*C en la variable sélidos solubles
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Los datos obtenidos en la figura 19 sobre los sélidos solubles, se observa que
los tratamientos con papaya presentaron valores mayores que a la naranijilla en los tres

tiempos de bioconservacion.

En el dia 0, la bioconservacién de la papaya aplicando BAL de la variedad de
cacao Nacional sin refrigeracién presentd los valores mas altos de sélidos solubles con
una media de 8,50°Brix; seguido de la variedad Nacional en refrigeracién y sin
refrigeracion con 8,07°Brix y 8,27°Brix respectivamente; y en la variedad CCN-51 en
refrigeracion con 7,80°Brix. Mientras que la bioconservaciéon con naranijilla fueron
valores menores, como la variedad Nacional en refrigeracion y sin refrigeracion con
5,87°Brix y 6,13°Brix respectivamente, seguido de la variedad CCN-51 con 5,67°Brix y

5,93°Brix en refrigeracion y sin refrigeracion respectivamente.

Al dia 5, igualmente la bioconservacion de la papaya con la variedad Nacional
sin refrigeracion present6 el valor mas alto de solidos solubles con una media de
9,60°Brix; seguido de la variedad CCN-51 en refrigeracion y sin refrigeracion con
8,60°Brix y 9,07°Brix respectivamente; y en la variedad Nacional en refrigeracion con
8,93°Brix. En cambio, la bioconservacion con naranijilla fueron valores menores, la
variedad Nacional en refrigeracion y sin refrigeracion con 6,87°Brix y 6,93°Brix
respectivamente, seguido de la variedad CCN-51 en refrigeracién y sin refrigeracion con

6,33°Brix y 6,73°Brix respectivamente.

En el dia 10, la bioconservacién de la papaya con la variedad Nacional sin
refrigeracion presento el valor més alto de soélidos solubles con una media de
10,13°Brix; seguido de la variedad Nacional en refrigeraciéon y CCN51 sin refrigeracion
con 9,77°Brix y 9,47°Brix respectivamente; y en la variedad CCN-51 en refrigeracion
con 8,93°Brix. Mientras que la bioconservacién con naranijilla fueron valores menores,

como la variedad CCN-51 en refrigeracion y sin refrigeracion con 6,67°Brix y 7,27°Brix
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respectivamente, seguido de la variedad Nacional-51 en refrigeracion y sin refrigeracion

con 6,60°Brix y 6,73°Brix en refrigeracion y sin refrigeracion respectivamente.

Figura 20

Estudio del efecto de la interaccion A*B*C en la variable pérdida de peso
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De acuerdo a la figura 20 sobre la pérdida de peso, se observa que los

tratamientos en el que interviene la naranjilla presentaron valores mayores que a la

papaya a los dias 5 y 10 de bioconservacion.



Al dia 5, la bioconservacion de la naranijilla aplicando BAL de la variedad de

cacao CCN-51 sin refrigeracion present6 el valor mas alto de pérdida de peso, siendo

de 4,29% en comparacion a misma variedad de cacao aplicado a la papaya en

refrigeracion que presento el valor mas bajo de 0,52%.
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De igual manera, al dia 10, el tratamiento de bioconservacién de naranijilla con la

variedad CCN-51 sin refrigeracién, obtuvo el valor mas alto de 6,36%; mientras que el

tratamiento de la papaya con la variedad Nacional en refrigeracion obtuvo el valor mas

bajo de 0,74%.

Figura 21

Estudio del efecto de la interaccion A*B*C en la variable conteo bacteriano
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En la figura 21, se observa que el tratamiento de naranjilla con BAL de la

variedad de mucilago de cacao y sin refrigeracion presenté mayor presencia de

bacterias con una media de 4x10%? UFC/ml, seguido del mismo tratamiento, pero en

refrigeracion con 1,5x102UFC/ml. Mientras que el tratamiento de papaya con la

variedad CCN-51 en refrigeracion y sin refrigeracion presentaron menos poblaciéon

bacteria con una media de 3,7x10°UFC/ml y 4,8x108UFC/ml respectivamente.



Andlisis de conglomerados
Figura 22

Dendograma para los factores en estudio
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La figura 22 presenta un dendograma de grupos de vecinos mas cercanos
aplicados en los tratamientos de estudio con las variables fisico quimicas (acidez, pH,
solidos solubles y pérdida de peso), en el cual se observa grupos formados segun la
fruta bioconservada del estudio. Existe una estrecha similitud entre CCN-
51+Papaya+Refrigeracion, CCN-51+Papaya+Sin refrigeracion,
Nacional+Papaya+Refrigeracion y Nacional+Papaya+Sin refrigeracién. Por otro lado,
los tratamientos con menor relacion son de la naranijilla bioconservada, ya que solo
existe relacion CCN-51+Naranjilla+Refrigeracion y Nacional+Naranjilla+Refrigeracion,

pero a su vez estas se relaciona con Nacional+Naranjilla+Sin refrigeracion.
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Analisis de componentes principales

Tabla 47

Matriz de correlacion de componentes principales

selidos  Solidos Sélidos ~ "erdida Peérdida

Acidez  Acidez Acidez pH (dia  pH (dia pH de de Conteo
B B § solubles  solubles j solubles .
(dia 0) (dia 5) (dia 10) 0) 10) (dia 0) (dia5) (dia 5) (dia 10) peso peso Bacteriano
(dia 5) (dia 10)

. Acidez

Correlaciéon (da 0) 1,000 0,993 0,999 -0,959 -0,995 -0,984 -0,972 -0,996 -0,967 0,601 0,659 0,495
Acidez

(dia 5) 0,993 1,000 0,990 -0,938 -0,982 -0,980 -0,972 -0,982 -0,946 0,665 0,699 0,400
Acidez

(dia 10) 0,999 0,990 1,000 -0,958 -0,995 -0,986 -0,974 -0,997 -0,971 0,572 0,630 0,487

pH (dia 0) -0,959 -0,938 -0,958 1,000 0,976 0,937 0,889 0,968 0,896 -0,546 -0,608 -0,572
pH (dia

10) -0,995 -0,982 -0,995 0,976 1,000 0,982 0,959 0,999 0,963 -0,584 -0,636 -0,529
Solidos

solubles -0,984 -0,980 -0,986 0,937 0,982 1,000 0,984 0,984 0,972 -0,560 -0,583 -0,433
(dia 0)
Solidos

solubles -0,972 -0,972 -0,974 0,889 0,959 0,984 1,000 0,966 0,980 -0,550 -0,579 -0,410
(dia 5)

pH (dia 5) -0,996 -0,982 -0,997 0,968 0,999 0,984 0,966 1,000 0,972 -0,568 -0,623 -0,529
Solidos

solubles -0,967 -0,946 -0,971 0,896 0,963 0,972 0,980 0,972 1,000 -0,459 -0,520 -0,537
(dia 10)
Pérdida

de peso 0,601 0,665 0,572 -0,546 -0,584 -0,560 -0,550 -0,568 -0,459 1,000 0,954 0,090
(dia 5)
Pérdida

de peso 0,659 0,699 0,630 -0,608 -0,636 -0,583 -0,579 -0,623 -0,520 0,954 1,000 0,303
(dia 10)
Conteo

. 0,495 0,400 0,487 -0,572 -0,529 -0,433 -0,410 -0,529 -0,537 0,090 0,303 1,000

Bacteriano

En la tabla 47, se puede observar que la variable acidez en los tres tiempos de
bioconservacién estan correlacionados entre si, con mas de 0,99. Ademas, la variable
pH esté correlacionado con la de sélidos solubles en los distintos tiempos de
bioconservacién con mas de 0,9. Con respecto al conteo bacteriano, se puede observar
una correlacion baja con la acidez en los tres dias de bioconservacion (0,495; 0,4;

0,487) y la pérdida de peso en el dia 10 (0,303).



Tabla 48

Matriz de componentes

Componente

1 2 3
Acidez (dia 0) -,996 -,045 -,053
Acidez (dia 5) -,990 ,056 -,119
Acidez (dia 10) -,992 -,075 -,078
pH (dia 0) ,959 ,110 -,055
pH (dia 10) ,994 ,079 ,024
Sdlidos solubles (dia 0) ,979 ,084 157
Solidos solubles (dia5) ,966 ,077 ,182
pH (dia 5) ,993 ,096 ,036
Solidos solubles (dia 10) ,959 ,210 ,084
Pérdida de peso (dia5) -,648 ,746 114
Pérdida de peso (dia 10) -,702 ,636 ,303
Conteo Bacteriano -518 -, 443 ,730

Tabla 49

Porcentajes de varianza total explica
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Varianza total explicada

Sumas de cargas al cuadrado

Autovalores iniciales )
de la extraccion

Componente

% de % % de %
Total . Total i
varianza acumulado varianza acumulado

9,843 82,027 82,027 9,843 82,027 82,027
1,252 10,435 92,462 1,252 10,435 92,462

, 730 6,081 98,543 , 730 6,081 98,543
,125 1,038 99,581

,033 276 99,857

,011 ,093 99,950

,006 ,050 100,000

6,395E-16 5,329E-15 100,000
2,236E-16 1,863E-15 100,000
-1,679E-16 -1,399E-15 100,000
-3,286E-16 -2,738E-15 100,000
-6,729E-16 -5,607E-15 100,000

PR e
ShBoo~ourwnr
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Figura 23

Grafica de sedimentacion

Grafico de sedimentacion
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En la figura 23 se evalué las 12 variables, de las cuales, segun la varianza total
explicada, la acidez en el dia 0 obtuvo mayor porcentaje de 82,02%. En cambio, para la
acidez del dia 5 (componente 2) y acidez del dia 10 (componente 3), el porcentaje de
varianza fue de 10,43% y 6,08% respectivamente. Con respecto a los demas
componentes, sus porcentajes de varianza son menores a 1, siendo probablemente

menos importantes.

Los principales factores que influyen en la conservacion de alimentos es la
acidez y pH, pero los cientificos de alimentos miden la acidez en funcion al pH
(Rushing, 2010), porgque intervienen en el crecimiento de los microorganismos, con un
rango 6ptimo de 6 a 8,5 para bacterias y los hongos hasta 8,5 (Cervantes et al., 2017).
Sin embargo, algunas bacterias crecen en rangos menores de pH como las BAL, que
crecen en la mayoria de los alimentos y bajan el pH a 3,5 para evitar el crecimiento de

competidores (Fermented et al., 1992).
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Figura 24

Gréfica de componentes principales
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En la figura 24 se presenta los resultados de componentes principales de las
variables de estudio, en el cual, el componente 2 se formaron dos grupos relacionados,
la pérdida de peso del dia 5 con el de dia 10 y el otro grupo de acidez en los tres dias
de bioconservacién. En el componente 3 obtuvo tres grupos positivos relacionados,
siendo el mas grande con correlacién alta el de los soélidos solubles y pH en los tres dias
de conservacién. Pero en este mismo el grupo, el pH de los tres dias de

bioconservacioén se correlacionan, al igual que los sélidos solubles del dia Oy 5.

La vida util de los alimentos se define desde el momento de producciény el
control de almacenamiento, porque afectan a las propiedades fisico-quimicas y
sensoriales con presencias microbiolégicas. Por lo que, se debe aplicar un control en
los factores intrinsecos como pH, acidez, sélidos solubles, nutrientes y en los factores

extrinsecos como temperatura y tiempo. (Carrillo & Reyes, 2014)
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Capitulo V
Discusion
Respecto a las variedades de mucilago de cacao (Factor A)

La utilizacion de bacterias acido lacticas provenientes de la fermentacion del
mucilago de cacao es una idea innovadora para la conservacioén e inoculacion de los
alimentos agricolas, al tener péptidos antimicrobianos con los patégenos presentes en
los alimentos sin causar efectos toxicos o adversos en el consumo humano (Dhundale

et al., 2018).

En el cacao Nacional, se observé un aumento de acidez con respecto al avance
de los dias de bioconservacion, mientras que el cacao CCN-51 en el lapso del dia 5 al
dia 10 disminuy6 (1,21% a 1,08%). Segun Marin et al. (2019), esto se debe al retraso
de la degradacioén de los acidos, disminuyendo en el metabolismo de la respiracion de la

fruta.

En el pH, las dos variedades de mucilago de cacao presentaron aumento del dia
0 al dia 10, con una media de 4,63 a 4,65 en el cacao CCN-51y 4,01 a 4,48 en el cacao
Nacional, ya que las bacterias acido lacticas al tener un crecimiento exponencial,
aumentan el pH, disminuyendo la acidez (Gonzalez et al., 2019), porque descomponen

el &cido en productos como &cido lactico y acético (Viallate, 2012).

Con respecto a los sdlidos solubles, se observé un aumento mientras avanza los
dias de bioconservacién, teniendo una media final de 6,98°Brix a 8,08°Brix para la
variedad CCN.51y 7,08 a 8,28°Brix en la variedad Nacional, siendo el que generd
mayor valor de solidos solubles. Segun Norberto et al. (2018), cuando hay un aumento

de &cido lactico por las BAL, existe un consumo de carbohidratos por los
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microrganismos, resultando la disminucion del contenido de sdlidos y aumento de la

acidez. (Norberto et al., 2018)

La pérdida de peso en el cacao CCN-51, se observé mayor porcentaje de
pérdida al dia 5 (1,74%) y al dia 10 (2,97%), por la descomposicion de las pectinas y
otros polisacéridos que causan ablandamiento progresivo de los tejidos y la pérdida de

agua (Marin et al., 2019).

En el de conteo bacteriano, el cacao Nacional presenté mayor poblacién
bacteriana con una media de 1,3921875x10'2 UFC/ml, mientras que la variedad CCN-
51 obtuvo 1,78625x10°UFC/ml. Las bacterias Lactobacillus, tienen la capacidad de
colonizar primero el fruto, especialmente L. plantarum, asegurando una alta capacidad

antagonista contra hongos patégenos y a su vez, para establecerse (Marin et al., 2019).

Respecto a las frutas bioconservadas (Factor B)

En el factor B se analiz6 la bioconservacion de naranjilla y papaya, evaluando

cada caracterizacion fisico-quimico y microbioldgicos aplicadas.

En la acidez, la naranijilla presentd un valor mayor a la papaya, el cual aumenta
de 1,80% a 2,14% al dia 5 y disminuye a 2,04% al dia 10, siendo resultados inferiores al
estudio de Gonzalez et al. (2014) que obtuvieron 3,78% a 3,21%, dependiendo del
estado de madurez de la fruta. En cambio, la papaya mantuvo la acidez hasta el dia 5,
con un valor de 0,07% y aumenta a 0,08% al dia 10, siendo de igual manera, valores

inferiores al estudio de Torres et al. (2013), de 0,15% a 0,09%.

Con respecto a la variable pH, la naranijilla present6 un valor menor a la papaya.
Ademas, el pH disminuye de 3,13 del dia 0 a 3,12 en el dia 10; mientras que en la
papaya aument6 de 5,51 a 6,01. En el estudio de Gonzdlez et al. (2014), el pH de la

naranijilla fueron inferiores a los obtenidos, pero aumenta de 2,89 a 2,94. En cambio, en
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el estudio de Torres et al. (2013), el pH de la papaya presento valores similares de 5,65

ab5,97.

En la variable de sélidos solubles, la naranjilla presentd 5,90°Brix en el dia 0 y
aumenta a 6,82°Brix en el dia , siendo valores inferiores a 6,57°Brix - 9,03°Brix del
estudio de Gonzalez et al. (2014). En cambio, la papaya presentd 8,16°Brix en el dia 0,
aumentando 9,55°Brix al dia 10, valores que se encuentran en el rango obtenido por

Torres et al. (2013) que va de 6,64°Brix a 11,56°Brix.

En la naranjilla, se observé mayor pérdida de peso que la papaya, siendo de
3,78% y 1,43% respectivamente para el dia 10. Esta variable, se asocia con las
condiciones ambientales, que aumentan la transpiracion de la fruta y por un ligero

descenso de su biomasa (Del Pilar et al., 2007).

En el conteo bacteriano, la naranjilla (1,391825x10*UFC/ml) presentd mayor
poblacion bacteriana que la papaya (1,8225x10°UFC/ml). Segin Fan & Song (2008), la
poblacién microbiana de frutas es determinada por su origen, es decir las practicas
agricolas, condiciones de recoleccién, procesamiento y almacenamiento, ya que

pueden favorecer el crecimiento de microorganismos de descomposicion.

Respecto a la temperatura de bioconservaciéon (Factor C)

En el factor B se evalué el efecto de la temperatura de bioconservaciéon
(refrigeracién y sin refrigeracién) en cada variable fisicoquimico y microbiol6gico del

presente trabajo.

La bioconservacion en refrigeracion, se observd un aumento de acidez de 0,94%
al dia0y 1,10% al dia. En cambio, la bioconservacion sin refrigeracion, pas6 de 0,92%
a 1,10% al dia 5 y disminuy6 al dia 10 a 1,02%. Sin embargo, segln Castellano et al.

(2016), mientras aumenta la temperatura, también aumenta el contenido de acido citrico
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en el fruto, por el consumo de los &cidos organicos en el proceso de respiracion de la
fruta y segun Botia et al. (2008), cuando disminuye la acidez se debe a la actividad de
las deshidrogenasas y la utilizacion de los acidos organicos como sustratos de la
respiracion para la sintesis de nuevos componentes en la maduracion, coincidiendo con

la acumulacién de azlcar.

Los resultados de pH, demostré diferencias significativas entre la
bioconservacion en refrigeracion y sin refrigeracion, teniendo mayor valor el de sin
refrigeracion, pero estos aumentan con el tiempo de bioconservacion, ya que, a menor
temperatura, la variacion del pH es menor, debido a la ralentizacion de las reacciones

enzimaticas (Botia et al., 2008).

La variable de sdlidos solubles, también presenté diferencias significativas en la
bioconservacion a refrigeracion y sin refrigeraciéon, siendo el de sin refrigeracion con
mayor cantidad de solidos solubles y aumentan con el tiempo de bioconservacion.
Segun Castellano et al. (2016), el aumento de la temperatura provoca también el de los
solidos solubles porque la concentracion de azucares es aumentada por la degradacion

de polisacéridos de las membranas celulares.

Con respecto a la pérdida de peso, la bioconservacion sin refrigeracién obtuvo
mayor porcentaje en comparacion al de bioconservacion en refrigeracion, siendo 1,99%
del dia 5 a 3,72% para el dia 10; y 0,86% en el dia 5 a 1,5% al dia 10, respectivamente.
La pérdida de peso ocurre por el contenido de materia seca, la respiracion de
sustancias organica, la perdida de agua o la presencia de aire dentro del fruto por la
desintegracion de los tejidos (Botia et al., 2008), por lo tanto, a mayor temperatura
existe una diminucion del contenido de agua en la fruta y su calidad (Suarez et al.,

2009).
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El conteo bacteriano realizado, presento diferencia significativa, teniendo mayor
poblacién bacteriana en la bioconservacion sin refrigeracién con 1,0304x10*2UFC/ml en
comparacion a la bioconservacion en refrigeracion con 3,7965x10'* UFC/ml. Esto se
debe a que el almacenamiento de frutas a bajas temperaturas reduce el crecimiento

microbiol6gico (Suérez et al., 2009).

Respecto a la interaccién A*B*C (Cacao-Fruta-Temperatura)

La bioconservacién de papaya y naranjilla con bacterias acido lacticas
provenientes de la fermentacién del mucilago de cacao en dos temperaturas presentd
diferencias significativas en base a la fruta, debido a que la papaya se caracteriza por
ser dulce y agradable (Zambrano, 2014), mientras que la naranijilla tienen un sabor

agridulce (Andrade et al., 2015).

En base a la acidez titulable, la interaccién de CCN51+Naranjilla+Refrigeracion
obtuvo el mayor porcentaje de acidez con 1,89% al dia 0 a 2,20% al dia 10 de
bioconservacion. En cambio, en las interacciones que involucran a la papaya
presentaron el menor porcentaje de acidez, teniendo entre 0,06-0,07% en dia 0 a 0,08%
al dia 10 de bioconservacién. Segun Erazo et al. (2020), el aumento de acidez se debe
a la formacion de acido galacturdnico en la degradacion de la pared celular durante la
maduracion, obteniendo una media de 0,23% en la papaya, que es mayor a los
resultados obtenido. De igual forma, en el trabajo de Lara (2012) presenté resultados

superiores a los obtenidos de hasta 2,65% en la naranijilla.

Con respecto a la variable de pH, los tratamientos CCN51-Papaya-Refrigeracion
y CCN51-Papaya-Sin refrigeracion, registraron valores mayores, cambiando de 5,97 a
6,05 al dia 10y 5,91 a 6,17 al dia 10 respectivamente. En cambio, las interacciones

Nacional-Naranjilla-Refrigeracion y Nacional-Naranijilla-Sin refrigeracién obtuvieron pH
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menores de 2,95 al dia 0 y aumentaron a 2,97 y 3,12 al dia 10 respectivamente. El
aumento de pH se relaciona con el efecto tampon de los compuestos en respuesta a la
mayor acidez que causan reacciones adversas a los frutos como el cambio de sabor
(Erazo et al., 2020), demostrado en la grafica de sedimentacion que la acidez es un

componente principal que influye en la conservacion.

Los resultados de sdlidos solubles se observaron un aumentando con el avance
de los dias de bioconservacion. Los tratamientos de CCN-51-Papaya-Sin refrigeracion
(8,50°Brix - dia 0 a 9,47°Brix - dia 10) y Nacional-Papaya-Sin refrigeracion (8,27°Brix -
dia 0 a 10,13°Brix — dia 10) fueron los resultados mayores en comparacion a los
tratamientos de CCN-51-Naranjilla-Refrigeracion (5,67°Brix — dia O a 6,67°Brix — dia 10)
y Nacional-Naranijilla-Refrigeracion que fueron menores (5,87°Brix — dia 0 a 6,60°Brix —
dia 10). Segun Marin et al. (2019), el aumento de sélidos solubles es el resultado de la
hidrolisis del almidén convirtiéndose en azucares por el proceso de maduracion y

aumento de temperatura, cambiando el sabor.

En la variable de pérdida de peso, el tratamiento CCN-51-Naranjilla-Sin
refrigeracion presento el porcentaje mas alto de 4,29% del dia 5 a 6,36% al dia 10 y el
tratamiento Nacional-Papaya-Refrigeracion obtuvo el porcentaje menor de 0,53% del
dia 5 a 0,74% al dia 10. Estos resultados se encuentran dentro de rango aceptable

(8%), por lo que se puede extender los dias de bioconservacion (Magafia et al., 2004).

En el conteo bacteriano de aerobios, el tratamiento Nacional-Naranjilla-Sin
refrigeracion presenté mayor poblacion bacteriana (4x102UFC/ml) en comparacion al
tratamiento de CCN-51-Papaya-Sin refrigeraciéon que obtuvo una poblaciéon microbiana
menor (4,5x108UFC/ml), ya que no se presencio poblacion de mohos y levaduras. Esto
se debe a que las bacterias acido lacticas tienen capacidad antifangica y colonizan la

superficie de las frutas (Marin et al., 2019).
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Capitulo VI
Conclusiones
Factor A (Variedades)

La caracterizacion fisico-quimico del mucilago de cacao presento diferencias al
ser fermentado, porque el pH aumenta y los sélidos solubles disminuyen en las dos
variedades. En cambio, en la acidez, la variedad nacional aumenté al ser fermentado,

mientras que la variedad CCN-51 disminuyd.

La variedad de cacao Nacional, presentd mejores caracteristicas en el pH de
4,48 y pérdida de peso de 2,24% al dia 10, permitiendo conservar mas tiempo y una
poblacion bacteriana de 1,3921875x10% UFC/ml capaz de evitar el crecimiento de

hongos patégenos.

Sin embargo, la variedad de cacao CCN-51 presenté mayor acidez de 1,08% y
menos solidos solubles de 8,08°Brix. Por lo tanto, la utilizacion de bacterias acido
lacticas presentes en la fermentacion de las dos variedades de mucilago de cacao si

influyen como bioconservante protector y en dias de bioconservacion.

Factor B (Frutas)

La bioconservacién de naranijilla proporcioné mejores caracteristicas fisico-
guimicas y microbioldgicas al finalizar la bioconservacion (dia 10), con una acidez de
2,04%, pH de 3,12; solidos solubles de 6,82°Brix y poblacion bacteriana de
1,391825x10"UFC/ml. Sin embargo, el porcentaje de pérdida de peso de la naranijilla

(3,78%) fue mayor a la papaya (1,43%).
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Por lo tanto, el tipo de fruta si influye en la bioconservacion con bacterias acido
lacticas, porque la papaya se caracteriza en ser una fruta dulce y la naranijilla agridulce,

variando sus propiedades fisico-quimicas.

Factor C (Temperatura)

La bioconservacién en refrigeraciéon influye menos en las caracteristicas fisico-
guimico, permitiendo extender la vida util de las frutas, con acidez de 1,10%, pH de
4,53; solidos solubles de 7,97°Brix y pérdida de peso de 1,5% al dia 10 de

bioconservacion.

En cambio, la bioconservacion sin refrigeracion presenté mayor poblacion
bacteriana de 1,0304x10*UFC/ml que la bioconservacion en refrigeracion (3,7965x10%!

UFC/ml), porque reduce el crecimiento microbiano.

Por lo tanto, la utilizacion de la temperatura para la bioconservacion si influy6 en
las propiedades fisico-quimicas y microbiolégicas de las frutas, debido a que la

temperatura influye en la madurez de las frutas y el crecimiento microbiano.

Interaccion A*B*C (Variedades-Frutas-Temperatura)

El tratamiento CCN-51+Naranijilla+Refrigeracion presentd mejores resultados en
cuanto a acidez (2,20%), pH (3,21) y sélidos solubles (6,67°Brix). Sin embargo, el
tratamiento Nacional+Naranjilla+Refrigeracion obtuvo resultados similares en cuanto a
pH (2,97) y sélidos solubles (6,60°Brix), debido a que se correlacionan estas dos

variables.

En la variable pérdida de peso, el tratamiento Nacional-Papaya-Refrigeracion

presentd menos porcentaje de 0,74 al dia 10 de finalizar la bioconservacion.
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En el conteo bacteriano, el tratamiento Nacional+Naranijilla+Sin refrigeracién
presenté mayor poblacion de bacterias acido lacticas (4x102UFC/ml) aplicas como

agente protector.
Recomendaciones

Utilizar las bacterias acido lacticas provenientes del mucilago de cacao Nacional,
como bioconservante al influir mejor en las caracteristicas fisico-quimica y

microbioldgicas de las frutas.

Con respecto al andlisis fisico quimico de la fruta, se recomienda bioconservar la

naranjilla al tener mejor resultados en comparacién a la papaya.

Se recomienda la bioconservacion de las frutas en refrigeracién para extender
su vida util, debido a que influye menos en sus propiedades fisico-quimicas de acidez,

pH, sdlidos solubles y peso, al igual que el crecimiento de poblaciones microbianas.

A partir de los resultados obtenidos, se recomienda a futuras investigaciones
bioconservar distintas variedades de frutas de una misma especie y aumentar el tiempo
de bioconservacion para estimar la vida util de la fruta en base a un rango 6ptimo de

pérdida de peso.
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