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Resumen

En el presente estudio tuvo la finalidad de aislar y caracterizar las bacterias acido lacticas en dos
variedades de cacao (Mucilago), Nacional y CCN-51, para la bioconservacién de carne de dos
especies de tilapia: Negra (Oreochromis mossambicus) y roja (Oreochromis niloticus)
considerando distintas concentraciones de cloruro de sodio, siendo una idea innovadora para
extender la vida util del pescado que son afectas por microorganismos no deseados. La
investigacion fue realizada en los laboratorios de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE sede
Santo Domingo. El aislamiento de las bacterias acido lacticas se realizé del mucilago fermentado
del cacao durante 72 horas, y luego se cultivd en un medio MRS agar y caldo MRS,
suspendiéndolas en una solucidn acido citrico-citrato de sodio. El disefio experimental se basoé en
un modelo bifactorial (Especies de Tilapia: O. mossambicus y O. niloticus; Concentraciones de
cloruro de sodio con bacterias lacticas: 10, 15y 20%) en un disefio de bloques completamente al
azar, con 6 tratamientos y 3 repeticiones; para la separacién de medias se aplicé la prueba de
Tukey (p < 0.05). Las bacterias acido lacticas obtenidas pertenecieron a la especie Lactobacillus
plantarum. Ademas, los resultados de los andlisis fisico-quimicos (pH, acidez, humedad, grasa,
ceniza y proteina) y microbioldgico evaluados en la tilapia presentaron diferencias significativas.
Al bioconservarlas en refrigeracién por 10 dias, se logré extender su vida Util. Los tratamientos en
la especie O. niloticus presentaron mayor acidez, humedad, grasa, ceniza y proteina, en
comparacién a la especie O. mossambicus que obtuvo mayor pH. Ademas, no se presentd
crecimiento de hongos, levaduras y enterobacterias por la presencia de las bacterias acido
lacticas.

Palabras claves:
e BACTERIAS ACIDO LACTICAS
e BIOCONSERVACION
e CLORURO DE SODIO
e MUCILAGO
e TILAPIA
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Abstract

In the present study it had the purpose of isolating and characterizing lactic acid bacteria in two
varieties of cocoa (Mucilage), National and CCN-51, for the bioconservation of meat of two species
of tilapia: Black (Oreochromis mossambicus) and red (Oreochromis niloticus) considering different
concentrations of sodium chloride, being an innovative idea to extend the shelf life of fish that
are affected by unwanted microorganisms. The research was carried out in the laboratories of the
University of the Armed Forces ESPE headquarters Santo Domingo. The isolation of the lactic acid
bacteria was performed from the fermented mucilage of cocoa for 72 hours, and then grown in
an MRS agar medium and MRS broth, suspending them in a citric acid-sodium citrate solution.
The experimental design was based on a bifactorial model (Tilapia species: O. mossambicus and
O. niloticus; Sodium chloride concentrations with lactic acid bacteria: 10, 15 and 20%) in a
completely random block design, with 6 treatments and 3 repetitions; for the separation of
means, the Tukey (p < 0.05) test was applied. The lactic acid bacteria obtained belonged to the
species Lactobacillus plantarum. In addition, the results of the physico-chemical analyses (pH,
acidity, humidity, fat, ash and protein) and microbiological analyses evaluated in tilapia presented
significant differences. By bioconserving them in refrigeration for 10 days, it was possible to
extend their useful life. The treatments in the species O. niloticus presented greater acidity,
humidity, fat, ash and protein, compared to the species O. mossambicus that obtained higher pH.
In addition, there was no growth of fungi, yeasts and enterobacteria due to the presence of lactic
acid bacteria.

Keywords:
e LACTIC ACID BACTERIA
e BIOPRESERVATION
e SODIUM CHLORIDE
e MUCILAGE
e TILAPIA
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Capitulo |

Introduccion

La produccidon piscicola en el Ecuador presenta una gran importancia econdmica, su
incidencia en la historia como un pais dedicado a la actividad acuicola, entre los cuales destaca el
cultivo de tilapia y camardn, induce a un incremento competitivo a nivel nacional. Los
procedimientos de manipulaciéon y conservacién se basan en la refrigeracién o congelacién
demostrando ser muy eficaces debido que permiten la conservacién de la carne por un tiempo
prolongado; a pesar de ello, sus ventas directas al consumidor cominmente son realizados en
mercados populares y a menudo se encuentran en condiciones precarias y exhibidas a la
contaminacion microbiana alterando sus propiedades organolépticas (Mera, 2015). El abordar
este sector pesquero como desarrollo sostenible del pais y su alta demanda de consumo, exige
cumplir con varios pardmetros de calidad que garanticen la seguridad y calidad del producto

(Capelo, 2021).

El pescado es uno de los alimentos mas inestables, debido que sus tejidos se degradan
rapidamente. Algunas técnicas que tienen lugar durante la pesca, incluso antes, favorecen su
descomposicidn; la cual continda con la muerte y los procesos bioquimicos del musculo que
podrian ser alterados por condiciones biofisicas. Existen pocas investigaciones técnicas sobre la
aplicacion de agentes antimicrobianos en la conservacion de productos perecederos, y sobre todo

en la conservacién de pescado (Mera, 2015).

Actualmente, en Ecuador utilizan algunos métodos capaces de prolongar la conservacion
de alimentos, los métodos principalmente empleados son térmicos y conservantes quimicos,

estas técnicas pueden intervenir en las caracteristicas sensoriales de la carne y tienen menor
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aceptacion por los efectos adversos que causan en el entorno y en la salud humana. Por esta razén
se han implementado alternativas, como el uso de bioconservantes para la conservacidon de
carnes, en otros paises este método ya tiene mayor aceptacién por parte del consumidor, debido
a que controlan las propiedades organolépticas de los alimentos y garantizan la salud del

consumidor inhibiendo el crecimiento de microorganismos indeseables (Mera, 2015).

Entre las alternativas de origen natural, se encuentran las bacterias acido lactico (BAL)
gue permite prevenir el deterioro de los alimentos, mantener una buena calidad de carne, reducir
e inhibir la accién de importantes patégenos, a través de sus capacidades de producir compuestos
antimicrobianos, incluido bacteriocinas (Agriopoulou et al. 2020). Ademas, las BAL son seguras de
consumir y durante el almacenamiento en frio o en un ambiente con una concentracidn elevada
de didxido de carbono, se convierten en la poblacién dominante y conservan el alimento

(Dhundale et al. 2018).

Las BAL se encuentran en alimentos para humanos y productos fermentados. Uno de esos
productos es el mucilago de cacao fermentado, el cual a menudo es desperdiciado y no tiene
aplicacion en el campo industrial en Ecuador (Vallejo et al. 2016). La diversidad de especies de
BAL obtenidas de la fermentacién del mucilago cacao es bastante limitada, debido a que aparecen
en las fases media y tardia del proceso de fermentacién, encontrando principalmente
Lactobacillus plantarum y Lactobacillus fermentum por las capacidades de utilizar la glucosa,

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

Objetivo general

Aislar y caracterizar bacterias acido lacticas en dos variedades de cacao (Mucilago),
Nacional y CCN-51, para la bioconservacién de carne de dos especies de tilapia: Negra
(Oreochromis mossambicus) y roja (Oreochromis niloticus) considerando distintas

concentraciones de cloruro de sodio.

Objetivos especificos

Aislar bacterias acido lacticas presentes en la fermentacion de dos variedades de

mucilago de cacao.

Evaluar la diferencia entre la carne de tilapia negra (Oreochromis mossambicus) y roja

(Oreochromis niloticus) en la bioconservacion con bacterias acido lacticas.

Evaluar el efecto de la aplicacién de las bacterias acido lacticas con distintas
concentraciones de cloruro de sodio al 10%, 15% y 20% para la bioconservacién de la carne de

tilapia.

Determinar mediante analisis fisico-quimicos y microbiolégicos la influencia del

bioconservante aplicado en las caracteristicas en la carne de tilapia.



Hipétesis

Hipdtesis para el Factor A (Especies de tilapia)

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

Ha: La especie de tilapia influye en la bioconservacion con bacterias acido lacticas.

Hipétesis para el Factor B (Concentraciones de cloruro de sodio + BAL)
Ho: La aplicacién de las bacterias adcido lacticas con distintas concentraciones de cloruro de

sodio no influyen en la bioconservacién de la carne de tilapia.

Ha: La aplicacion de las bacterias acido lacticas con distintas concentraciones de cloruro de

sodio influyen en la bioconservacion de la carne de tilapia.

22
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Capitulo I

Revision de Literatura

Cacao

Generalidades

El cacao (Theobroma cacao L.) es una planta tropical perteneciente al orden Malvales, a
la familia Esterculiaceas, genero Theobroma, y especie cacao. La especie proviene de los bosques
humedos tropicales de Suramérica, en las regiones de Amazonas y Orinoco. La siembra desde la
semilla hasta la primera flor se produce dos afos después de la germinacion, segun el genotipo.
Los frutos tardan de 4 a 7 meses en madurar y oscilan entre cero a 200 frutos por arbol debido al
porcentaje de frutos que florecen varia entre el 0,5% y el 5%, donde los insectos proporcionan la

polinizacién natural (Batista, 2009).

Su fruto es una mazorca cuya forma y color varian segun su fenotipo y genotipo. Cada uno
contiene de 20 a 60 semillas de forma de almendras incrustadas en una pulpa blanca, una
epidermis pigmentada, un epicarpio grueso de dureza variable, un mesocarpio lefoso delgado y
duro y un endocarpio. El endocarpio consta de grandes células tubulares con espacios

intercelulares que hacen que las semillas maduras colapsen y formen pulpa (Cerri et al. 2019).

Taxonomia

La taxonomia es una rama de la ciencia en la que permite clasificar diferencias entre

distintos grupos de organismos. La taxonomia del cacao se detalla mas adelante en la tabla 1.



Tabla 1

Taxonomia del Cacao (Theobroma cacao L.)

Reino
Subreino
Division
Filo
Subfilo
Clase
Subclase
Orden
Familia
Subfamilia
Genero

Especie

Plantae
Tracheobionta
Magnoliophyta
Spermatophyta
Angiospermae
Magnoliopsida
Dilleniidae
Malvales
Malvaceae
Sterculioideae
Theobroma

cacao L.

Fuente: Dostert et al. 2017.

Variedades

24

El cacao representa una gran variedad genética, aproximadamente mas de 14 000

variedades. Las principales variedades de cacao utilizados comercialmente para la produccién de

chocolate son: Forastero, Nacional, Trinitario y el Criollo; que se diferencian por sus propiedades

morfolégicas (Aprotosoaie et al. 2016).
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Forastero. La variedad Forastero es de origen de la Amazonia, siendo cultivado en Brasil,
Africa Occidental y el Sureste Asiatico y, debido a su alta variabilidad genética en la produccién,
representa el 95% de la producciéon mundial de cacao, que es mas vigorosa y menos susceptible
a enfermedades y plagas, en comparacion con la variedad Criollo. Sus frutos son duros, amarillos
y redondos y contienen mas de 30 semillas, que varian en color desde el violeta claro al violeta

oscuro (Bhattacharjee y Akoroda, 2018).

Nacional. El Nacional es originario de Ecuador, posee diferentes propiedades de sabor y
aroma, sus mazorcas son amelonadas, semillas medianamente gruesas y de color violeta claro a
morado, sus arboles son robusto y altos. Actualmente, esta variedad se encuentra en peligro de
extincion debido la introduccidn de un externo germoplasma no relacionado por lo cual quedan
pocas plantaciones en estado puro por lo tanto se han realizado plantaciones hibridas (Nacional

y Trinitarios) para mantenerlos en comercializacién (Bhattacharjee y Akoroda, 2018).

Trinitario. La variedad Trinitario es un hibrido de las variedades Forastero y Criollo,
obteniendo un gran rendimiento y menor susceptibilidad a enfermedades. Es originaria de la
cuenca baja del Amazonas y se cultiva en las Indias Occidentales, Sudamérica y Centroamérica.
Las mazorcas son duras y de color variable, y generalmente contienen mas de 30 semillas

(Bhattacharjee y Akoroda, 2018).

El cacao CCN-51 (Coleccion Castro Naranjal) pertenece a la variedad Trinitario y se cultiva
ampliamente en Ecuador. El CCN-51 es un hibrido con una productividad mayor en comparacion
con las otras variedades. Ademads, posee alta calidad de fermentacién, mayor cantidad de grasas,

peso, homogeneidad (Del Aguila Flores y Zegarra, 2016).
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Criollo. La variedad Criollo fue domesticado por la civilizacién maya en América central.
En la actualidad, se encuentran en Venezuela, Madagascar, centro América, Samoa y Sri Lanka
debido a su productividad baja y susceptibilidad alta a enfermedades, plagas y estrés. Las
plantulas de esta variedad jovenes presentan cotiledones verdes y tallos de las hojas con
orientaciones horizontales opuestas. Su fruto contiene una cascara suave y fina con una superficie
texturizada y una ligera pigmentacion rojiza. Las semillas, por otro lado, son redondas con

cotiledones de color blanco palido o purpura claro (Bhattacharjee y Akoroda, 2018).

Composicion del fruto del cacao

El fruto del cacao estd conformado por una cascara dura y la placenta que sobra cuando
se rompe el fruto para la extraccion de los granos, que representan menos del 75% del peso total
de las mazorcas descartadas, es decir, como maximo el 21% de lo cosechado. El producto se deriva
de semillas o granos extraidos utilizados con fines de lucro. Actualmente, la produccidn de cacao
se centra principalmente en el uso y comercializacion del cacao en grano, sin tener en cuenta el

alto valor nutricional de la pulpa que contiene (Yugcha y Largo, 2016).

Mucilago de cacao

El mucilago de cacao es la pulpa mucilaginosa de aspecto liquido viscoso de color amarillo
palido que se usa, generalmente, para la produccién de jalea y bebidas alcohdlicas, y cuenta con
un alto valor nutricional. El mucilago se encuentra rodeando las semillas de cacao y esta
compuesta principalmente por parénquima, 82-88% de agua, 10-15% de azlcar, 1-2% de acido
citrico y 1% de pectina. Asimismo, tiene minerales, aminoacidos libres, vitaminas y proteinas.
Ademas, el mucilago es un medio enriquecido para el crecimiento bacteriano, pero al estar dentro

de las mazorcas son microbiolégicamente estériles (Sanchez et al. 2019).
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El mucilago de cacao es necesario para la fermentacion, por lo general hay mas mucilago
de lo necesario. Por lo cual el exceso de mucilago ha sido utilizado para hacer diversos productos
como vinagre, jalea de cacao, nata y pulpa procesada. Generalmente, 20 litros de mucilago de
cacao se puede obtener aproximadamente 400 kilos de semillas frescas de cacao (Torres et al.

2016).

Fermentacion del mucilago de cacao

La fermentacion del mucilago de cacao es un proceso microbioldgico que ocurre en la
pulpa que recubre a la semilla, la cual es rica en glucosa, fructosa y sacarosa. Su pH inicial se debe
a la alta concentracion de acido citrico (1 a 3%), la cual esta bajo de 3.2 a 4. Los microorganismos
gue inician la fermentacidn son las levaduras debido al alto contenido de azlcar, bajo valor de pH

y limitacidn de oxigeno del mucilago (Lépez et al. 2019).

Las levaduras en el proceso de fermentacidn tienen la funcion de producir etanol a partir
de carbohidratos, absorber acido citrico y romper la pectina para generar CO,, lo que favorece las
condiciones anaerdbicas en el desarrollo de las BAL, rompe el azucar y produce acido lactico,
manitol y acido acético, y consumir acido citrico. Las bacterias anaerdbicas cuando no hay mucha
presencia de oxigeno o buena aireaciéon producen una fermentacién butirica generando una

putrefaccidon de las semillas (Lopez et al. 2019).

De acuerdo con Aprotosoaie et al. (2016), lafermentacion dura de 48 a 96 horas y provoca
el desarrollo de bacterias del acido lactico. Posteriormente, estas bacterias son reemplazadas por
bacterias acéticas (BAA), que permiten la oxidacion del etanol producido por la levadura en acido

acético, eliminando el sabor amargo de las semillas al mezclar polifenoles y las membranas
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lipidicas de las vacuolas celulares. por diversas reacciones enzimaticas y el contenido celular se

mezcla (Lopez et al. 2019).

Varios factores influyen en la fermentacién, como la técnica, el tiempo, la velocidad, la
conservacién de la mazorca y el genotipo del cacao, lo que genera diferencias en la calidad del
cacao. Los métodos de fermentacién mas utilizados son plataformas, cestas, montones, bandejas
y cajas. Las BALs se asocian sistematicamente con la fermentacidn de los granos de cacao,
aumentando las poblaciones microbianas de 106 a 108 UFC / g durante las primeras 35-49 horas
del proceso. Entre la diversidad de especies de BAL, se aislaron de estos ecosistemas Lactobacillus
plantarum y Lactobacillus fermentum, que son las dominantes con mayor frecuencia (Aprotosoaie

et al. 2016).

Las actividades metabdlicas y las posibles funciones de las BAL en la fermentacién del
cacao se deben a tres principales actividades: fermentacién de los azlcares (glucosa y fructosa)
en acido lactico y, en menor medida, en alcohol etilico y acido acético; usando el acido citrico de
la pulpa para producir acido acético, acido lactico, diacetilo, acetaldehido, 2,3-butanodiol y
acetoina; ademas algunas de las BAL pueden disminuir la fructosa del mucilago a manitol (Ho et

al. 2015).

Bacterias Acido lacticas

Generalidades

Las bacterias acido lactico (BAL) se utilizan en la industria de alimentos como cultivos
iniciales para obtener productos fermentados, y sus metabolitos se han utilizado como
bioconservantes naturales, ya que pueden controlar el crecimiento de bacterias patdgenas en los

alimentos. Entre sus metabolitos incluyen bacteriocinas, que son estables a pH bajo, sensibles a
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la proteasa y péptidos antimicrobianos de bajo peso molecular termoestables. Son precisamente
estas propiedades las que los caracterizan como compuestos ideales para suplantar parcialmente

el uso de principios activos quimicos en los alimentos (Ramirez et al. 2011).

La principal funcion de las BAL es la produccién de acido lactico (acidificacion de los
alimentos) y contribuyen a la textura, al sabor y al valor nutricional de los alimentos fermentados
a través de componentes de sabor, produccién o descomposicion de lipidos, exopolisacaridos y
proteinas, produciendo nutrientes como cultivos funcionales y tienen un efecto terapéutico,
inhibiendo el deterioro y los microorganismos patdgenos. Vieco et al. (2019) menciona que los
mecanismos de inhibicién a microorganismos patégenos por bacterias probidticas del acido
lactico implican la elaboracion de compuestos inhibidores, prevencion de la adhesion de
patégenos, competencia por nutrientes, modulacién del sistema inmunoldgico del huésped,
mejorar la digestibilidad de nutrientes, conversion de alimentos, y la reduccién de la

biodisponibilidad de toxinas (Vieco et al. 2019).

Taxonomia y Caracteristicas

Las BAL son perteneciente al filo Firmicutes y a la clase Bacilli, son bacterias,
generalmente, Gram-positivas pertenecientes a un grupo heterogéneo que comprende
aproximadamente 20 géneros, que incluyen Lactobacillus, Streptococcus, Lactococcus,
Enterococcus, Leuconostoc, Pediococcus, Vagococcus, Weissela, Carnobacterium y Aerocuccus; las
cuales estas son los mas influyentes en la alimentacién. Tienen un bajo contenido de citosina +
guanina, son tolerantes a los acidos, no esporulantes, generalmente inmdviles, tienen forma de
bacilos o cocos de longitud variable y grosor de 0,5-0,8 um. Ademas, constituyen un grupo de

bacterias anaerobias facultativas o microaerofilicas fisiolégicamente uniformes y no tienen
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actividad respiratoria debido a la ausencia de la enzima citocromo catalasa, si bien son tolerantes

al oxigeno (Parra, 2010).

Las BAL tienen caracteristicas metabdlicas y ecoldgicas importantes en la economia y en
la tecnologia en los alimentos, se clasifican en base a la morfologia, los métodos de fermentacién
de la glucosa, su desarrollo a diversas temperaturas y la configuracion del acido lactico producido.
Debido a las caracteristicas de estos microorganismos, cuando se procesan y propagan para uso
en grupo, forman un caldo de bacterias productoras y fermentadoras de 4cido lactico, funciéon
para la cual se utilizan en la industria alimentaria, permitiendo caracteristicas Unicas a varios

alimentos, ademas, los protege contra la actividad de algunos patégenos (Londofio et al. 2015).

Las BAL han sido empleadas para la fermentacidén o para crear cultivos de alimentos en
los ultimos afios. El uso mas comun de las BAL es en la industria lactea, se utilizan en productos
como queso, yogur, nata y mantequilla. Sin embargo, sin comprender la base cientifica detras de
los efectos de estas bacterias, muchos pueblos antiguos utilizaron estas bacterias para producir
alimentos modificados que tenian una vida Util mucho mds larga debido a los efectos de estas
bacterias y que estaban dotados de sabor, textura y calidad Unicas que estas bacterias
proporcionaron al producto original. La actividad de estas bacterias conduce a un proceso
microbiano en el que lactosa se convierte en acido lactico. El enriquecimiento con acido lactico
modifica la estructura de las proteinas de la leche, lo mismo ocurre con la consistencia del
producto, también existen otras variables: la composicion de la leche y la temperatura, que

intervienen en las propiedades particulares de los productos lacteos (Londofio et al. 2015).

Las BAL presenta varios factores que modifican su crecimiento en medio de fermentacion,
tales como: temperatura (mesodfila y termofila), condiciones ambientales y requerimientos

nutricionales al crecer en medios complejos. Estos tipos necesitan aminodcidos, carbohidratos
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fermentables, vitaminas del grupo B y alcoholes como fuente de energia para la formacion de
acido lactico, ya que se dividen en homofermentativos (capacidad de producir el acido lactico) y
heterofermentativos (capacidad de producir el 4cido lactico, acido acético, acido propidnico, CO2

y etanol) (Parra, 2010).

Capacidad antimicrobiana

Las BAL tiene la capacidad de producir compuestos antimicrobianos ademas de 4acidos
orgdanicos, perdxido de hidréogeno y compuestos de diacetilo de una proteina o péptido. Los
péptidos antimicrobianos son sustancias multifacéticas con mecanismos de accién complejos,
pero similares a las hormonas de los animales, ya que interactian a través de su membrana con
células patogenas o con dianas internas vinculadas a la sintesis de ADN, ARN o proteinas (Lopez,

2021).

Existen distintos modelos de los mecanismos de accién de los péptidos antimicrobianos
en el metabolismo de las BAL, incluida la interaccidn inicial entre los péptidos antimicrobianos y
la célula microbiana, a causa a la atraccion entre el péptido catiénico y la envoltura bacteriana
cargada negativamente que forma los poros de la membrana; o la inhibicién de la sintesis de
macromoléculas por un efecto sinérgico con los mecanismos inmunes innatos del huésped. Por
lo tanto, los compuestos antimicrobianos no actian de forma aislada, por esta razdén, las
estrategias multifactoriales son mas efectivas en la conservacién de alimentos (Linares et al.

2018).
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Identificacion molecular

La amplificacidén y secuenciacidon del gen del ARN ribosdmico 16S (ARNr 16S) se usa
ampliamente para la taxonomia y filogenia bacteriana, lo que lo convierte en el "temporizador
molecular definitivo". De hecho, estd presente en todas las bacterias y existe en forma de familia
multigénica o de operdn. Su funcidn también era inmutable, por lo que es probable que los
cambios aleatorios en la secuencia reflejen un cambio microbiano evolutivo (filogenia); y el gen
de ARNr 16S es bastante grande, alrededor de 1 500 pb para propdsitos computacionales (ldris et

al. 2020).

La identificacién genotipica de las BAL permite la determinacion de forma precisa y fiable
su identidad. La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y el analisis filogenético basado en la
secuencia del gen del ARNr 16S se utilizaron para identificar aislamientos de varios productos
fermentados. Este enfoque molecular, por lo tanto, permite la identificacion confiable de especies

de Lactobacillus (Lawalata et al. 2020).

Efecto de las BAL como conservante en productos alimenticios

Las BAL tienen la capacidad de producir una gran variedad de compuestos
antimicrobianos, tales como acidos organicos (acido citrico, fumarico, malico, acético y lactico),
C0O2, amoniaco, acetaldehidos, diacetilo, acetoina, etanol, reuterina, diacetilo, bacteriocinas, y
otros metabolitos, que cuentan con una fuerte actividad antagénica contra muchos

microorganismos patégenos (Agriopoulou et al., 2020).

Actualmente, las BAL son aplicadas para la bioconservacién de productos alimenticios,

como frutos, carnes y pescados, que han ayudado a controlar la produccién de microorganismos



33

patdégenos, de manera que afirma la liberacién segura y gradual de las bacteriocinas presentes en
los alimentos. Esto evita la inactivacién de todo ello por la interaccién que se produce entre los
componentes del alimento (Guerra et al., 2005). Las bacteriocinas producidas por las BAL se
caracterizan por su gran potencial para ser aplicadas en procesos de bioconservacion, debido a su
capacidad antimicrobiana inhibiendo la produccién de microorganismos no deseados, del mismo

modo, por su falta de toxicidad al ser consumido (Alvarez et al., 2016).

Tilapia

La tilapia es un tipo de pez de origen africano, perteneciente a la familia Cichlidae y al
género Oreochromis, y consta de varias especies, algunas con fines econdmicos. Este tipo de pez
presenta varias propiedades aptas para la domesticacién y reproduccién. Esto incluye la buena
calidad y el sabor de su carne, su alta tolerancia a diversos ambientes, y la resistencia a varias
enfermedades comunes de los peces. En Ecuador, las tilapias son la mds representativa de los

cultivos acuicolas de agua dulce (Mera, 2015).

Clasificacion Taxonémica

Tabla 2

Taxonomia de la tilapia

Reino Animalia
Filo Chordata

Clase Actinopterygij

Orden Perciformes

Familia Cichlidae
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Subfamilia Pseudocrenilabrinae

Género Oreochromis

Existen una gran variedad de especies de tilapia que abarcan varios géneros, tales como:
Oreochromis, Iranocichla, Alcolapia, Steatocranus y Danakilia. Las especies mas conocidas y
utilizadas en la acuicultura son pertenecientes al género Oreochromis. De estas podemos destacar
la tilapiarojay la tilapia negra cuyo nombre cientifico es Oreochromis mossambicus y Oreochromis

niloticus, respectivamente (Wang y Lu, 2016).

La tilapia roja es el resultado del cruzamiento de cuatro especies del género Oreochromis
(0. mossambica, O. aureus, O. homnorum, y O. niloticus), tres de ellas son de origen africano y
una de israelita. Por otro lado, la tilapia negra o también conocida como tilapia del Nilo, es
originaria del norte de Africa e Israel, habita en cuerpos de agua lacustres, estanques y rios. Esta
especie es capaz de superar el tamafio de sus parientes lo que la convierte en una especie muy

atractiva para su cultivo (Mera, 2015).

Produccion de la tilapia

En Ecuador se ha logrado alcanzar una posicién muy importante como uno de los
principales productores y exportadores de tilapia roja del mundo y ocupa el primer lugar en
América Latina. Los principales clientes son Estados Unidos, pero la demanda estd aumentando
en los paises europeos (Mera, 2015). Segun un estudio de Corpei, 2001, cada afio se producen

mas de 18 millones de toneladas, lo que corresponde al 20% de la demanda mundial de pescado.
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Causas y efectos del deterioro en pescado fresco

El pescado fresco es aquel que no ha sufrido ninguna medida de conservacion desde su
captura, salvo la adicion de hielo picado, puro o mezclado con sal. El descabezado, el desangrado,
eviscerado y el mantenimiento en refrigeracién no se considera un proceso conservante. Los
elementos notorios de deterioro en el pescado incluyen: deteccion de sabores y olores
desagradables, produccion de gases, formacion de exudados, pérdida de color y cambios en la

textura (Salazar et al. 2011).

Existen dos tipos principales de deterioro en el pescado fresco: microbioldgico y no
microbioldgico. Su pérdida inicial de frescura en su estado natural, en refrigeracién o no, es
debido a los cambios autoliticos, mientras que el deterioro es provocado principalmente por

bacterias (Mera, 2015).

Composicion quimica

La composicion quimica de los peces cambia notoriamente entre especies, e incluso entre
individuos de la misma especie, dependiendo del sexo, edad, ambiente y estacién. Como muchos
otros productos animales, el pescado y los productos pesqueros contienen agua, proteinas y otros
compuestos nitrogenados, grasas, carbohidratos, vitaminas y minerales. Los lipidos o grasas y las
proteinas son los componentes principales del pescado. Los micronutrientes y minerales
esenciales en el pescado que carecen de alimentos basicos son las vitaminas B, las vitaminas Ay
D, el fésforo, el calcio, el hierro, el magnesio y el selenio, y el yodo en el pescado marino (FAO,

2001).
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Tabla 3

Composicion quimica de la carne de la tilapia

Contenido (g/100g)

Minimo Maximo
Proteina total 18 21
Grasa total 0,4 2,0
Cenizas 1,0 1,5
Humedad 72,3 76,9

Fuente: FAO, 2001; Perea et al. 2015.

Hasta el 40% de los lipidos del pescado son acidos grasos de cadena larga altamente
insaturados que, si bien son buenos para la salud, plantean un problema técnico porque se
degradan rapidamente. Todas las proteinas de pescado estdn compuestas por proteinas
sarcoplasmicas, estructurales y del tejido conectivo, que contienen aminoacidos esenciales y son
excelentes fuentes de lisina, cisteina y metionina. Varios procesos quimicos y bioldgicos
importantes tienen lugar en peces muertos y, si no se capturan con las medidas adecuadas,

pueden descomponerse (FAO, 2001).

Efecto del pH en el pescado

El pH es definido como el logaritmo negativo de la concentracidn de iones de hidrégeno.
El pH de un alimento es un elemento esencial que permite determinar la supervivencia de los
microorganismos. La carne de pescado es ligeramente 4cida en su estado natural. Tras la muerte
del animal, el glucégeno se transforma en acido lactico, lo que causa una disminucidn del valor de

pH, que desciende a valores de 6.7, lo que conduce a una tendencia al cambio, este valor de pH
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no permite la inhibicion de la proliferacidon bacteriana. La carne de tilapia tiene un valor de pH

aproximadamente 6,126 (Mera, 2015).

La levadura, los hongos y las bacterias pueden vivir a niveles maximos de pH similares.
Ademas, las levaduras y hongos, generalmente, pueden crecer a valores de pH mucho mds bajos
a comparacion de las bacterias (pH<4). Por otro lado, el acido libre o acidez titulable representa
los acidos organicos libremente presentes en una muestra; el acido lactico predomina en el
pescado. Estos factores son importantes debido a que indican el nivel de calidad o deterioro de
un producto. La acidez de la carne de cachama (Piaractus brachypomus) es aproximadamente

0.39% de 4cido lactico (Asap, 2015).

Bioconservacion

La bioconservacion es una aplicacion biotecnolégica que permite el aumento de la vida
util y seguridad de un alimento debido a la acciéon de una microbiota natural y controlada, y sus
compuestos antimicrobianos (Cortés et al. 2018). Durante el almacenamiento y transporte de
alimentos, la calidad sensorial y nutricional suelen disminuir debido al alto contenido de
humedad, el crecimiento microbiano, las influencias ambientales, la madurez y el envejecimiento;

debido a que tienen una vida util corta, requieren cuidados especiales (Linares et al. 2018).

Los métodos mds comunes de la conservacidon dependen del control de la transpiracién,
la respiracion y el deterioro microbiano, pero los métodos tradicionales son generalmente
vulnerables (Linares et al. 2018). Por lo tanto, las BAL es una alternativa ecoldgica que, por su
consumo seguro, tiene un gran potencial de uso en los procesos de produccién y bioconservacién
de alimentos, pudiendo contribuir a las propiedades organolépticas (textura, aroma y sabor) y

valor nutricional (Cortés et al. 2018).
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Cloruro de sodio

El cloruro de sodio (NaCl) es un excelente agente osmoético, su bajo peso molecular (58,44
g/gmol) permite una gran pérdida de agua del producto y una alta solubilidad, ademds provoca
un alto indice de impregnacion en el tejido animal. El NaCl no solo es un agente osmético, sino
también un agente antimicrobiano (conservante), en gran parte debido a su efecto amortiguador
sobre la actividad del agua. Los alimentos con 0,7 a 5% de sal afiadida requieren un método de
almacenamiento diferente para garantizar la estabilidad microbiolégica. El NaCl se ha utilizado
para estabilizar ciertos alimentos, incluido el pescado, con 0,7 a 3% de sal en su fase acuosa (Mera,

2015).



Capitulo llI

Metodologia

Ubicacion del area de investigacion

Ubicacion politica

Pais: Ecuador

Provincia:  Santo Domingo de los Tsachilas
Canton: Santo Domingo

Parroquia: Luz de América

Sector: Via Quevedo, Km 24

Ubicacion Ecoldgica

Zona de vida: Bosque humedo tropical
Altitud: 224 msnm

Temperatura media: 246°C

Precipitacion: 2860 mm/afio
Humedad relativa: 85%

Heliofania: 680 horas luz/afio
Suelo: Francos Arenoso

Fuente: Estacion Agro-meteoroldgica “Puerto Illa”, Via Quevedo Km 34.



Ubicacion Geogrdfica

El presente trabajo de investigacion se desarrollé en los laboratorios de Bromatologia y
Microbiologia de los Alimentos de la Universidad de las Fuerzas Armadas ESPE Extensidn Santo
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Materiales

Determinacion de pH

Tabla 4

Recursos necesarios para la determinacion de pH

41

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Potenciémetro Vaso de precipitacién (250mL) Agua destilada Mucilago de
Balanza analitica Probeta (100mL) cacao

Pipeta (10mL)
Varilla de vidrio

Mortero y pistilo

Carne de tilapia

Determinacion de Acidez

Tabla 5

Recursos necesarios para la determinacion de acidez

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras

Balanza analitica Vaso de precipitacion Hidréxido de Sodio Mucilago de

Potenciometro (250mL) (NaOH) 0.1 N cacao
Agitador de vidrio

Soporte universal
Bureta graduada (25mL)

Probeta (100mL)

Fenolftaleina

Agua destilada

Carne de tilapia
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Determinacion de Sdlidos Solubles

Tabla 6

Recursos necesarios para la determinacion de sélidos solubles

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Refractometro Vaso de precipitacion Agua destilada Mucilago de cacao
(250mL)

Aislamiento e identificacion de las bacterias acido ldacticas

Tabla?7
Recursos necesarios para el aislamiento e identificacion de bacterias acido ldcticas presentes en

el mucilago de cacao fermentado

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Incubadora Tubos de ensayo MRS Agar Mucilago de
Céamara de flujo laminar Mechero de alcohol Aceite de inversion cacao
Autoclave Asa drigalski Agua peptona fermentado
Microscopio Asa bacterioldgica Agua destilada

Balanza analitica Placas Petri Alcohol potable 96%

Plancha térmica Portaobjetos

magnética Micropipeta

Frascos para medios




Tincion Gram

Tabla 8

Recursos necesarios para la tincion Gram

Equipos Materiales/Insumos

Reactivos

Microscopio dptico Portaobjetos

Asa bacterioldgica

Mechero de alcohol

Vaso de precipitacion (100 mL)

Agua destilada

Cristal Violeta

Lugol

Alcohol acetona
Safranina

Aceite de inmersion

Ensayo de catalasa

Tabla 9

Recursos necesarios para el ensayo de catalasa.

Materiales/Insumos Reactivos

Vaso de precipitado Peréxido de hidrogeno al 30%
Portaobjetos

Gotero

Asa bacterioldgica

Vaso de precipitacion (50 mL)

43
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Enriquecimiento selectivo de las bacterias acido ldacticas

Tabla 10

Recursos necesarios para el enriquecimiento de las BAL

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Bacterias

Incubadora Tubos de ensayo Caldo MRS .
aisladas

Cémara de flujo laminar

Autoclave

Balanza

Asa bacterioldgica

Micropipeta

Matraz Erlenmeyer (500

mL)

Frasco autoclavable

Bioconservacion de la carne de tilapia

Tabla 11

Recursos necesarios para la preparacion de la solucion probidtica

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Incubadora Tubos de ensayo Caldo MRS Aislamiento
Camara de flujo laminar Mechero de alcohol Acido citrico de las BAL

Autoclave
Balanza analitica
Potenciémetro
Centrifuga

Espectrofotémetro

Asa bacterioldgica
Frascos para medios
Micropipeta

Vaso de precipitacion

Probeta

Citrato de sodio

Alcohol potable 96%




Recuento de poblaciones microbianas

Tabla 12

Recursos necesarios para el recuento microbiolégico
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Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras

Incubadora Tubos de ensayo Agua de peptona Carne de

Camara de flujo laminar  Mechero de alcohol Laminas de Petrifilm Tilapia
Micropipeta

Autoclave Matraz Erlenmeyer Alcohol potable 96% Cultivo de

Balanza analitica Vaso de precipitacién BAL

Vortex

Contador de colonias

Probeta

Determinacion de proteina bruta

Tabla 13

Recursos necesarios para la determinacion de proteina bruta en las carnes de tilapia

Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Balanza analitica Tubos de destilacion Acido sulfurico Carne de
(100mL) concentrado 96% pescado

Unidad digestora

Sorbona o colector

/extractor de humos

Matraz Erlenmeyer
(250mL)

Gotero

Solucion de Hidréxido

de Sodio al 40%
Solucién de Acido

Bérico al 2%



Unidad de Destilacién Bureta graduada Solucién de Acido
Clorhidrico 0. 1N

Plancha de Espatula Tabletas Catalizadoras

calentamiento con

agitador magnético

Termometro Gradilla Indicador Kjeldahl

Equipo de titulacion Mortero Agua destilada

Determinacion de humedad

Tabla 14

Recursos necesarios para la determinacion de humedad en las carnes de tilapia

Equipos Materiales/Insumos Muestras
Balanza analitica Crisoles de porcelana Carne de pescado
Estufa Espatula
Desecador Pinzas

Guantes




Determinacion de grasas totales

Tabla 15

Recursos necesarios para la determinacion de grasa total en las carnes de tilapia
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Equipos Materiales/Insumos Reactivos Muestras
Balanza analitica Vasos Beacker para grasa Eter de Petrdleo Carne de
pescado
Aparato Golfish Dedales de Extraccion
Estufa Portadedales
Desecador Vasos para recuperacion
del solvente
Espatula

Pinza Universal
Algoddn Liofilizado e

Hidrolizados

Determinacion de cenizas

Tabla 16

Recursos necesarios para la determinacion de ceniza en las carnes de tilapia.

Equipos Materiales/Insumos Muestras
Balanza analitica Crisoles de porcelana Carne de pescado
Estufa Espatula
Desecador Pinzas

Mufla Guantes
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Métodos

Obtencion de la materia prima

Para la obtencion del mucilago de cacao, de la variedad Nacional y CCN-51 se recolectd
mazorcas de cacao maduras sin enfermedades y libres de agentes extrafios en la Estacién
Experimental Tropical Pichilingue del Instituto Nacional de Investigaciones Agropecuarias (INIAP)

ubicado en el Km 5 via a El Empalme — Quevedo, cantdn Mocache, Provincia Los Rios.

Por otro lado, las tilapias fueron obtenidas de la Hacienda “El encanto” ubicado en el

reciento el Manantial en la parroquia Alluriquin — Santo Domingo, Ecuador.

Fermentacion del mucilago de cacao

Para la fermentacion, se desinfectd previamente las mazorcas de cacao mediante agua
clorada (100 ppm) y luego con agua potable. Se retiré6 manualmente las almendras de cacao de la

cascara para posteriormente extraer el mucilago mediante un lienzo para filtrar.

Se fermentdé 1000 mL del mucilago obtenido de la variedad CCN-51 y Nacional en una
botella de plastico, cubierto con una funda negra y tapandolo con un globo, a temperatura

ambiente en un periodo de 72 horas (Lopez, 2021).

Siembra y Aislamiento de las bacterias acido Ildcticas

Se realiz6 diluciones seriadas hasta 10°, utilizando 1 mL del mucilago de cacao
fermentado en tubos de ensayo con 9 mL de agua peptona (1,5%) y posteriormente se sembrd
0,1 mLde cada dilucion (104, 10 y 10°°) en un medio MRS agar mediante el método de extensién,
por duplicado, inoculando a una temperatura de 35°C - 37°C en un periodo de 48 horas (Lopez,

2021).



49

Las colonias formadas, se aislaron en un nuevo medio de MRS agar y se sembro

mediante el método de estrias para la obtencién de colonias puras (Lopez, 2021).

Identificacion microbiana

Tincion Gram.

Se recogié una pequefia muestra de las colonias bacterianas obtenidas con un asa
bacterioldgica condiciones asépticas y se colocé en un portaobjeto con una gota de agua,

posteriormente se fijo la muestra con calor (flameando 2-3 veces).

Luego se afiadio el colorante cristal violeta durante 1 minuto, despues lugol durante 30
segundos, luego una o dos de alcohol acetona durante 15 segundos, y safranina durante 1 minuto.
Después de cada tincion, se retird el exceso con agua destilada. Finalmente, se ocupd lente y

aceite de inmersidn para su observacién en el microscopio dptico (Salazar, 2017).

Prueba de catalasa.
Se recogioé una colonia bacteriana con un asa bacteriolégica y se colocd en un portaobjeto
estéril con una gota de perdxido de hidrégeno (3% de solucidn) y luego se extendid la muestra.

Posteriormente, se observé la reaccidn.

En el caso que se detecte formacién de burbujas antes de los 20 segundos este indicaria

positivo a la prueba (Salazar, 2017).

Secuenciacion y andlisis filogenético.
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Las bacterias aisladas en la caja Petri con medio de agar MRS se enviaron a Macrogen Inc.
de Corea del Sur para la realizacion de la secuencia del ARNr 16S. Las secuencias realizadas se

compararon con el programa BLASTn.

Se realizd un analisis filogenético en el programa MEGA X, luego se realizd un
alineamiento de las secuencias obtenidas con el algoritmo ClustalW, ademas, se elaboré un arbol
filogenético mediante el método de Neighbor-Joining utilizando la distancia genética de Tamura-
Nei basada en 1000 réplicas Bootstrap. La bacteria Bacillus aerius se utiliz6 como un grupo externo

del arbol filogenético (Lopez, 2021).

Bioconservacion de las carnes de tilapia

Solucién bacteriana.

Se anadid 55,15 gramos de caldo MRS en 1 litro de agua destilada para inocular las
colonias bacterias aisladas a 37 °C durante 24 horas, y luego se midié la absorbancia en un

espectrofotometro (Lopez, 2021).

Posteriormente, se realizé un lavado a la solucién bacteriana con tampdn de acido citrico
— citrato de sodio (0,1M; pH 3,8) mediante centrifugacion a 5 000 rpm durante 15 minutos, este
proceso se repitio hasta obtener el sobrenadante claro, aproximadamente 2-3 veces). Finalmente,
se resuspendio las baterias lavadas en el mismo tampdn de acido citrico — citrato de sodio (1:1

v/v) (Russo et al. 2014).
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Preparacion de la muestra.

Los filetes de tilapia, lavadas previamente, se rociaron con la solucién bacteriana con
diferentes concentraciones de cloruro de sodio (10%, 15%, 20%), que fueron preparadas con agua

destilada. Se conservaron en fundas herméticas y en refrigeracién a 4-5°C durante 10 dias.

Anadlisis Sensorial

Para este tipo de analisis, se realizé un panel de 10 jurados no expertos mediante una
prueba heddnica, donde se evaluaron los siguientes parametros: color, olor, y textura, a la carne

de pescado segun la norma del Codex alimentario CPE INEN-CODEX CAC/GL 31.
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Disefio Experimental

Factores del experimento

Tabla 17
Factores y Niveles a probar en el estudio de la bioconservacion de carnes de tilapia con bacterias

dcido ldcticas provenientes de mucilago de cacao y distintas concentraciones de cloruro de sodio

Factores Simbologia Niveles
do 0 bi
Especies de tilapia (A) - mossambicus
& O. niloticus
bo 10% + BAL
Concentraciones de cloruro de sodio by 15% + BAL
con bacterias acido lacticas (B) b, 20% + BAL

Tratamientos a comparar
Tabla 18
Tratamientos a comparar en el estudio de la bioconservacion de carnes de tilapia con bacterias

dcido ldcticas provenientes de mucilago de cacao y distintas concentraciones de cloruro de sodio

N° Interacciones Unidades experimentales
T1 aobo 0. mossambicus con 10% + BAL
T2 aob O. mossambicus con 15% + BAL
T3 aob; O. mossambicus con 20% + BAL
T4 ai1bo O. niloticus con 10% + BAL
T5 aib: O. niloticus con 15% + BAL

T6 a1b; O. niloticus con 20% + BAL
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Tipo de disefio

Para el andlisis estadistico de este estudio, se aplicé un ANOVA DBCA con arreglo factorial
AXB, donde el factor A corresponde a las especies de tilapia utilizadas y el factor B a las

concentraciones de cloruro de sodio con BAL.

Repeticiones
El disefio del experimento se realizé con 3 repeticiones por cada tratamiento, con un total

de 18 unidades experimentales.

Analisis Estadistico

Tabla 19
Esquema de andlisis de varianza (ANOVA) para el estudio de la bioconservacion de las carnes de
tilapia con bacterias dcido Idcticas provenientes de mucilago de cacao y diferentes

concentraciones de cloruro de sodio

Fuente de variacion Grados de libertad
Especie de tilapia a-1 1
Concentraciones de NaCl + BAL b-1 2

Especie de tilapia x concentraciones de NaCl

(a-1)(b-1) 2
+ BAL
Replicas r-1 2
Error Experimental 10

Total 17
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Angdlisis funcional
Se aplicd una prueba de significancia de Tukey (p < 0.05) para las variables evaluadas con

resultados significativos en el analisis de varianza.

Variables evaluadas
La determinacion de cada variable se realizd por triplicado sobre la misma muestra

preparada.

pH
Para la determinacién de pH del mucilago de cacao, se basé en el procedimiento de la

norma INEN 389 (1985):

Se afadié 10 mL de la muestra preparada en un vaso de precipitacion con 100 mL de agua
destilada, y se mezclé la muestra. Luego, se filtré la muestra para retirar cualquier particula en

suspension.

Para la muestra carnica, se realizd basandose en el procedimiento de la norma INEN 183
(2013):

Se pesé 10 gramos de la muestra preparada y se afiadid 100 mL de agua destilada,
posteriormente se licud durante 1 minuto. Luego, se filtré la mezcla con un lienzo para la

eliminacion del tejido conectivo. Finalmente, se procedié con la medicidn con el potenciometro.

Acidez Titulable

Para los productos liquidos se realizé mediante el procedimiento de la norma INEN 0381

(1985):
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Se afiadid 25 mL de la muestra preparada en un matraz de 250 mL y se disolvié a volumen
con agua destilada, mezclando la solucidn. Posteriormente, se colocé 25 mL de la solucién en vaso
de precipitacion y se midié el pH. Se tituld la solucidn lentamente con hidréxido de sodio al 0,1N,
hasta llegar a un pH de 7, luego se siguid titulando hasta llegar un pH de 8,3 aproximadamente.
Se registré el volumen del hidréxido de sodio ocupado y el pH obtenido después de cada adicién.
Después, se establecio el volumen exacto de solucidn con el hidréxido de sodio afiadido mediante

por interpolacién, a un pH de 8,1.

En cambio, para productos carnicos, se pesé 10 gramos de la muestra preparaday se licud
con 50 mL de agua destilada. Posteriormente, se afiadié 5 gotas de fenolftaleina y se titulé con
solucion de hidréxido de sodio al 0,1N. Finalmente, se registré el volumen consumido de la

solucion.

La acidez titulable se determiné mediante la siguiente ecuacién:

4 — (aNiM)10
=

Siendo:

A =Valor de la acidez en gramos.

V1 =mL de NaOH ocupados en la titulacion.

N1 = Normalidad de la solucién de NaOH.

M = Masa molar expresada en g/mmol. Para el acido lactico = 0.090.

V, =Volumen en mL o masa en gramos de la muestra tomada para el anélisis.
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Solidos Solubles

Se ainadié unas gotas de la muestra sobre el prisma del refractdmetro y se leyd la cantidad

de sdlidos solubles totales en grados Brix.

Proteina bruta

La determinacion de proteina bruta fue realizada segin la norma INEN 781 (1985),

mediante el método de Kjeldahl:

Digestion

Se pesd aproximadamente 0,3 gramos de la muestra prepara en un papel exento de
nitrégeno y se colocd en un microtubo digestor. Luego, se afiadid una tableta catalizadoray 5 mL
de acido sulfurico concentrado al microtubo. Se colocd los tubos de digestion con la muestra en
el block-digest con el colector de humos. Se realizé la digestion a 350 2C a 400 oC durante 1-2

horas. Después, se dejé enfriar la muestra a temperatura ambiente. El liquido obtenido varia entre

un color verde o azul transparente segun el catalizador utilizado.

Destilacion

Se adiciond 15 mL de agua destilada en cada microtubo y 50 mL de 4cido bdrico al 2% en
un matraz. Luego, se colocd el microtubo y el matraz en el sistema de destilacidn kjeltec. Se
adicion6 30 mL de hidréxido de sodio al 40% al sistema, cuidando que no exista un flujo anormal

de agua. Posteriormente, se recogio aproximadamente 200 mL de destilado.
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Titulacion

Del destilado recogido se colocd 3 gotas de indicador, y se titulé con acido clorhidrico al
0,1N utilizando un agitador mecdanico. Finalmente, se registré el volumen consumido de acido

clorhidrico.

La cantidad de proteina bruta se determind mediante las siguientes ecuaciones:

_ (Wner = Vp)(14,0067) Ny N
g

%N 100

100
%PB = %N x E

Donde:

Vha = Volumen consumido del acido clorhidrico en la titulacion
Vb = Volumen del blanco (0,3)

Nuc = Normalidad de acido clorhidrico (0,1N)

g = Peso de la muestra en gramos

14,0067 = Peso atdmico del nitrégeno

Humedad

Para la determinacion de humedad, se basé en el procedimiento de la norma INEN 777

(1985):

Se calentd el crisol de porcelana en la estufa durante 30 minutos, posteriormente se dejo
enfriar a temperatura ambiente y se pesd. La muestra preparada se seco en la estufa a 105 2C
durante 12 horas. Luego, se dejo enfriar la muestra en el desecador por 30 minutos, y se pesé en

la balanza analitica.
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Para la determinacién de humedad se aplicd la siguiente ecuacion:

WZ_ 1
22— 100
W,

%H =

Donde:

%H = Porcentaje de humedad

W, = Peso de la muestra en gramos

W = Peso del crisol con la muestra después del secado

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

Grasa total

Para la determinacién de la grasa total, se basé en el procedimiento de la norma INEN

778 (1985):

Se secd los vasos beakers en una estufa a 100 2C durante 60 minutos. Luego, se transfirid
al desecador y se dejé secar a temperatura ambiente. Se pesé los vasos con aproximacion al 0,1

mg.

Se pesd 2 gramos de la muestra preparada sobre un papel filtro y se colocé en el interior
del dedal, taponando con suficiente algoddn hidréfilo, luego se introdujo en el portadedal. Se
colocé el dedal y su contenido en el vaso beaker, y se llevé a los ganchos metadlicos del aparato de
Golfish. Después, se adiciond 40 mL de solvente en el vaso beaker. Se colocd el anillo en el vaso y
se llevd a la hornilla del aparato Golfish, y se ajusté al tubo refrigerante del extractor. Terminada
la extraccion mediante el aparato de Golfish, se retird los beaker con el residuo de la grasa, con

la precaucién adecuada. El vaso con la grasa se lo llevé a la estufa a 105 2C durante 30 minutos
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hasta obtener una completa evaporacion del solvente. Luego, se dejo enfriar los vasos a

temperatura ambiente en el desecador. Finalmente, se peso los vasos con la grasa y se registro.

El contenido de grasa total de la muestra se determind mediante la siguiente ecuacion:

W, - W,

G =
Wo

Donde:
Wy = Peso de la muestra
W, = Peso del vaso beaker vacio

W, = Peso del vaso mds la grasa

Cenizas

Para la determinacién de cenizas, se basé en el procedimiento de la norma INEN 786

(1985):

Se secd el crisol de porcelana limpia en la estufa a 100 2C durante 30 minutos,
posteriormente se dejo enfriar en el desecador y se pesd con aproximacion al 0,1 mg. Sobre el
crisol se pesd con 2 gramos de la muestra preparada y se calenté durante algunos minutos, hasta
obtener la muestra quemada. Después, se introdujo el crisol en la mufla a 550 2C hasta obtener
cenizas libres de particulas de carbén (durante 8 horas aproximadamente). Se secé el crisol con

las cenizas, y se dejo enfriar en el desecador, después se pesd con precision.

El contenido de cenizas de la muestra se determind mediante la siguiente ecuacion:

W, - W

C =
Wo
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Donde:
Wy = Peso de la muestra
W1 = Peso del crisol vacio

W, = Peso del crisol mas la muestra calcinada

Recuento de poblaciones microbianas

Para la determinacion de las unidades formadoras de colonias por mL (UFC/mL) se

desarrolld basandose en la norma INEN 1529-5 (2006):

Se homogenizé 5 gramos de agua de peptona en 1000 mL de agua destilada. Luego, se
colocé 9 mL de la solucién en tubos de ensayos para la preparacion de las diluciones seriadas,
hasta 10, Posteriormente, se esterilizd los tubos con la solucién en la autoclave. Después, en la
camara de flujo laminar, se preparé las diluciones con 1 gramo de la muestra, y se inoculd 1 mL
de la dilucién cuidadosamente, evitando la presencia de burbujas de aire, en el centro de la

pelicula cuadriculada inferior de las laminas de Petrifilm.

Los Petrifilm de bacterias se incubaron a una temperatura de 37-38°C durante 48 horas y
los Petrifilm de mohos y levaduras durante 72 horas a temperatura ambiente. Luego, el conteo se
realizd con el contador de colonias Colony Counter ISOLAB, y se determiné mediante el empleo

de la siguiente ecuacién:

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

Recuento ( =
ml

Volumen inoculado
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Capitulo IV

Resultados

Caracterizacion fisico-quimica del mucilago de cacao
Tabla 20

Caracterizacion fisico-quimica del mucilago de cacao fresco y fermentado

Parametros

analizados Unidad Fresco Fermentado

Nacional CCN-51 Nacional CCN-51

pH 3,63 3,52 4,02 3,97

Acidez titulable % 1,11 1,24 1,84 1,57

Sélidos solubles °Brix 17 19,5 12,5 15,5
Bacterias UFC/mL - - 1,48E+08 1,19E+08

aerobias

Hongos/levaduras UFC/mL - - 5,2E+05 4,1E+05

En la tabla 20, se demuestra que hubo diferencia significativa en la caracterizacion fisico-
guimica del mucilago de cacao entre las dos variedades, antes y después de las 72 horas de
fermentacion. El pH del mucilago aumenté durante la fermentacion, pasando de 3,63 a 4,02 para
la variedad Nacional y de 3,52 a 3,97 para la variedad CCN-51. Este comportamiento es debido al
consumo del acido citrico por parte de los microorganismos presentes en el mucilago (Gonzalez
et al. 2019). Segun Vallejo et al. (2016) y Lopez, J. (2021) demuestran en sus estudios que el pH

del mucilago del cacao Nacional es similar a 3,69, y de la variedad CCN-51 es superior a 3,52.

Asimismo, el porcentaje de acidez titulable del mucilago aumentdé durante la
fermentacién, cambiando de 1,11% a 1,84% para la variedad Nacional y de 1,24% a 1,57% para la
variedad CCN-51. Este cambio de acidez se debe al efecto de la formacidn de acidos organicos,

como el acido lactico producido por las BAL y el acido acético por las BAA (Gonzalez et al. 2019).
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Estos valores obtenidos son similares a los que presentd el estudio de Lopez, J. (2021), teniendo

1,86% en la variedad Nacional y 1,16% en la variedad CCN-51.

En cambio, el contenido de sdlidos solubles disminuyé durante la fermentacion: de
17°Brix a 12,5°Brix en la variedad Nacional y 19,5°Brix a 15,5°Brix en la variedad CCN-51. Esta
disminucién se debe a la produccidn de acido acético en la fase de fermentacion (Otarola, 2018).
De igual manera, en el estudio de Vallejo et al. (2016), los datos obtenido de sélidos solubles de
las dos variedades de cacao fueron inferiores a lo obtenido, 15°Brix en la variedad Nacional y

16°Brix en la variedad CCN-51.

Con respecto a la poblacion bacteriana del mucilago fermentado, se obtuvo 1,48E+08
UFC/mL en la variedad Nacional y 1,19E+08 UFC/mL en la variedad CCN-51. En cuanto a la
poblacion de levaduras y hongos, se obtuvo 5,2E+05 UFC/mL en la variedad Nacional y 4,1E+05

UFC/mL en la variedad CCN-51.



63

Identificacion de las BAL aisladas del mucilago de caco fermentado

Tabla 21

Resultados de las pruebas microbioldgicas de identificacion bacteriana

Muestra Caracteristicas Tincion Gram

Gram positivo
Cacao Nacional (cepa 1) Bacilo
Catalasa negativa

Gram positivo
Cacao Nacional (cepa 2) Bacilo
Catalasa negativa

Gram positivo
Cacao CCN-51 (cepa 1) Bacilo
Catalasa negativa




Gram positivo

Cacao CCN-51 (cepa 2) Bacilo

Catalasa negativa
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Figura 2

Arbol filogenético basado en las secuencias 165 ARNr de las BAL

WMF422639.1 Bacillus aerius

1X430836.1 Lactobacillus paraplantarum

MT791336.1 Lactobacillus paracasei

@l

KF023197 1 Lactobacillus plantarum AAB-518F

MW480882.1 Lactobacillus sp. LB20

aa

96

[

an

KF023207 .1 Lactobacillus pentosus ACB-518F
KP345892 1 Lactobacilus plantarum H3S1L2
— BAL Cacao Nacional

100

—— BAL Cacao CCN51
MNE80113.1 Lactobacillus pertosus BMOBR013

GU451063.1 Lactobacillus fermentum

Nota. Arbol filogenético de las BAL aisladas del mucilago fermentado de las dos variedades,

Nacional y CCN-51, de cacao; con la Bacteria Bacillus aerius como grupo externo.

Los resultados presentados en la tabla 21, corresponde a las bacterias aisladas del medio

selectivo (MRS agar) resultantes de la fermentacién del mucilago de las dos variedades cacao, las

cuales resultaron ser bacilos, gram positivos y catalasa negativos. Segun en el estudio de Huang

et al. (2018), la mayoria de los Lactobacillus son bacterias gram-positivas, con forma de bacilo,
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negativas a la catalasa, anaerébicas facultativas o microaerdfilas, no formadoras de esporas y

tolerantes a los acidos, como el 4cido citrico.

En la figura 2, se muestra el arbol filogenético de las 2 muestras enviadas a secuenciar
(BAL Cacao Nacional y BAL Cacao CCN51), en el cual, se formd un clado para las bacterias aisladas
con el Lactobacillus pentosus y Lactobacillus plantarum, con un valor de Bootstrap de 85% y 79%,
respectivamente. Seguin De Vuyst y Leroy (2020), la especie L. plantarum junto con otras bacterias
fructéfilas se encuentran presentes en las primeras fases de la fermentacién del mucilago de
cacao, mientras que en la fase media y tardia prevalecen algunas especies de BAL

heterofermentativas, como la bacteria Lactobacillus fermentum.

Por lo tanto, las BAL presentes en el mucilago de cacao fermentado tienen una similitud
al L. plantarum, debido que son bacilos con extremos redondos y rectos entre 0,9-1,2 um de
ancho y de 3-8 um de largo, presentandose en pares, en cadenas cortas o en forma lineal (Lopez,

2021), coincidiendo con los resultados de la tabla 21.



Analisis de varianza

Andlisis de varianza para la variable pH

Tabla 22

Andlisis de varianza para el pH en el dia 0 de la bioconservacion
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Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tilapia 0,062 1 0,062 497,168 0,0000
B:Concentracion de 0,001 2 0,000 2,699 0,116
NaCl+BAL
C:Repeticion 0,000 2 0,000 0,841 0,460
INTERACCIONES
A*B 0,001 2 0,000 2,699 0,116
RESIDUQS 0,001 10 0,000
TOTAL 0,065 17

En la tabla 22, se muestra el andlisis de varianza del pH en el dia 0 de |la bioconservacion

de las carnes de tilapia con BAL en diferentes concentraciones de cloruro de sodio; se presentd

diferencia significativa en el factor A (Tilapia). Mientras que en el factor B (Concentracion de

NaCl+BAL), interaccion A*B (Tilapia+Concentracion de NaCl con BAL) y en las repeticiones no

presentaron diferencias significativas, mostrando normalidad en la toma de resultados.
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Tabla 23

Andlisis de varianza para el pH en el dia 5 de la bioconservacion

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

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tilapia 0,130 1 0,130 1648,521 0,0000
B:Concentracion de 0,035 2 0,018 224,225 0,0000
NaCl+BAL
C:Repeticion 0,001 2 0,000 3,451 0,073
INTERACCIONES
A*B 0,011 2 0,005 68,451 0,000
RESIDUOS 0,001 10 7,889E-5
TOTAL 0,178 17

En la tabla 23, se muestra el analisis de varianza del pH en el dia 5 de la bioconservacién
de las carnes de tilapia con BAL en diferentes concentraciones de cloruro de sodio; se presentd
diferencias significativas en el factor A (Tilapia), factor B (Concentracion de NaCl+BAL) y la
interaccion A*B (Tilapia+Concentracion de NaCl con BAL). Mientras que en las repeticiones no

presentaron diferencias significativas, mostrando normalidad en la toma de resultados.

Tabla 24

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

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A:Tilapia 0,236 1 0,236 2020,762 0,000
B:Concentracion de 0,069 2 0,035 296,714 0,000
NaCl+BAL
C:Repeticion 0,001 2 0,000 3,571 0,068
INTERACCIONES
A*B 0,002 2 0,001 9,476 0,005
RESIDUOS 0,001 10 0,000

TOTAL 0,309 17




68

En la tabla 24, se muestra el analisis de varianza del pH en el dia 10 de la bioconservacién
de las carnes de tilapia con BAL en diferentes concentraciones de cloruro de sodio; se presenté
diferencias significativas en el factor A (Tilapia), factor B (Concentracién de NaCl+BAL) y la
interaccion A*B (Tilapia+Concentracion de NaCl con BAL). Mientras que en las repeticiones no

presentaron diferencias significativas, mostrando normalidad en la toma de resultados.

Andlisis de varianza para la variable acidez titulable

Tabla 25

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

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A:Tilapia 0,009 1 0,009 115,942 0,000
B:Concentracion de 0,000 2 0,000 2,609 0,123
NaCl+BAL
C:Repeticion 3,333E-5 2 1,667E-5 0,217 0,808
INTERACCIONES
A*B 0,000 2 0,000 2,029 0,182
RESIDUOS 0,001 10 7,667E-5
TOTAL 0,010 17

En la tabla 25, se muestra el analisis de varianza de la acidez titulable en el dia 0 de Ia
bioconservacion de las carnes de tilapia con BAL en diferentes concentraciones de cloruro de
sodio; se presenté diferencias significativas en el factor A (Tilapia). Mientras que en el factor B
(Concentracién de NaCl+BAL), interaccién A*B (Tilapia+Concentracién de NaCl con BAL) y en las
repeticiones no presentaron diferencias significativas, mostrando normalidad en la toma de

resultados.
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Andlisis de varianza para la acidez titulable en el dia 5 de la bioconservacion
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Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tilapia 0,008 1 0,008 166,951 0,000
B:Concentracion de 0,005 2 0,002 52,073 0,000
NaCl+BAL
C:Repeticion 7,778E-5 2 3,889E-5 0,854 0,455
INTERACCIONES
A*B 0,001 2 0,001 15,488 0,001
RESIDUOS 0,000 10 4,556E-5
TOTAL 0,014 17

En la tabla 26, se muestra el andlisis de varianza de la acidez titulable en el dia 5 de la

bioconservacién de las carnes de tilapia con BAL en diferentes concentraciones de cloruro de

sodio; se presentd diferencias significativas en el factor A (Tilapia), en el factor B (Concentracién

de NaCl+BAL) y en la interaccion A*B (Tilapia*Concentracién de NaCl+BAL), excepto en las

repeticiones, mostrando normalidad en la toma de resultados.

Tabla 27

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

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tilapia 0,007 0,007 93,913 0,000
B:Concentracion de 0,005 0,005 31,957 0,000
NaCl+BAL
C:Repeticion 3,33E-5 2 1,667E-5 0,217 0,808
INTERACCIONES
A*B 0,001 2 0,001 8,478 0,007
RESIDUOS 0,001 10 7,667E-5
TOTAL 0,014 17
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En la tabla 27, se muestra el analisis de varianza de la acidez titulable en el dia 10 de la
bioconservacién de las carnes de tilapia con BAL en diferentes concentraciones de cloruro de
sodio; se observé diferencias significativas en el factor A (Tilapia), en el factor B (Concentracion
de NaCl+BAL) y en la interaccion A*B (Tilapia*Concentracion de NaCl+BAL), excepto en las

repeticiones, mostrando normalidad en la toma de resultados.

Andlisis de varianza para la variable humedad

Tabla 28

Andlisis de varianza para la humedad en el dia 0 de la bioconservacion

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A: Tilapia 5,046 1 5,046 151,768 0,000
B:Concentracion de 0,271 2 0,135 4,072 0,051
NaCl+BAL
C:Repeticion 0,049 2 0,025 0,742 0,501
INTERACCIONES
A*B 0,084 2 0,042 1,263 0,324
RESIDUOS 0,332 10 0,033
TOTAL 5,782 17

En la tabla 28, se muestra el analisis de varianza de la humedad en el dia 0 de la
bioconservacién de las carnes de tilapia con BAL en diferentes concentraciones de cloruro de
sodio; se presentd diferencias significativas en el factor A (Tilapia). Mientras que en el factor B
(Concentracion de NaCl+BAL), en la interaccién A*B (Tilapia+Concentracion de NaCl con BAL) y en
las repeticiones no presentaron diferencias significativas, mostrando normalidad en la toma de

resultados.



Tabla 29

Andlisis de varianza para la humedad en el dia 10 de la bioconservacion
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Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tilapia 9,527 1 9,527 318,571 0,000
B:Concentracion de 7,789 2 3,894 130,229 0,000
NaCl+BAL
C:Repeticion 0,147 2 0,074 2,465 0,135
INTERACCIONES
A*B 1,783 2 0,891 29,806 0,000
RESIDUOS 0,299 10 0,030
TOTAL 19,545 17

En la tabla 29, se muestra el andlisis de varianza de la humedad en el dia 10 de la

bioconservacion de las carnes de tilapia con BAL en diferentes concentraciones de cloruro de

sodio; se presentd diferencias significativas en el factor A (Tilapia), en el factor B (Concentracién

de NaCl+BAL) y en la interaccién A*B (Tilapia+Concentraciéon de NaCl con BAL), excepto en las

repeticiones, mostrando normalidad en la toma de resultados.

Andlisis de varianza para la variable grasa total

Tabla 30

Andlisis de varianza para la grasa total en el dia 0 de la bioconservacion

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tilapia 3,920 1 3,920 117,365 0,000
B:Concentracion de 0,270 2 0,135 4,043 0,052
NaCl+BAL
C:Repeticion 0,048 2 0,024 0,725 0,508
INTERACCIONES
A*B 0,088 2 0,044 1,322 0,309
RESIDUOS 0,334 10 0,033
TOTAL 4,661 17




72

En la tabla 30, se muestra el analisis de varianza de la humedad en el dia 0 de la
bioconservacién de las carnes de tilapia con BAL en diferentes concentraciones de cloruro de
sodio; se observé diferencias significativas en el factor A (Tilapia). Mientras que en el factor B
(Concentracion de NaCl+BAL), en la interaccién A*B (Tilapia+Concentracion de NaCl con BAL) y en
las repeticiones no se observo diferencias significativas, mostrando normalidad en la toma de

resultados.

Tabla 31

Andlisis de varianza para la grasa total en el dia 10 de la bioconservacion

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A: Tilapia 4,550 1 4,550 1518,400 0,000
B:Concentracion de 1,057 2 0,529 176,368 0,000
NaCl+BAL
C:Repeticion 0,007 2 0,004 1,174 0,348
INTERACCIONES
A*B 0,168 2 0,084 28,044 0,020
RESIDUOS 0,030 10 0,003
TOTAL 5,812 17

En la tabla 31, se muestra el andlisis de varianza de grasa total en el dia 10 de la
bioconservacién de las carnes de tilapia con BAL en diferentes concentraciones de cloruro de
sodio; se presento diferencias significativas en el factor A (Tilapia), en el factor B (Concentracién
de NaCl+BAL) y en la interaccién A*B (Tilapia+Concentracion de NaCl con BAL). Excepto en las

repeticiones, mostrando normalidad en la toma de resultados.
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Andlisis de varianza para la variable cenizas

Tabla 32

Andlisis de varianza para la variable cenizas en el dia 0 de la bioconservacion

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

EFECTOS PRINCIPALES

A: Tilapia 0,052 1 0,052 15,631 0,003
B:Concentracion de 0,019 2 0,009 2,833 0,106
NaCl+BAL
C:Repeticion 0,002 2 0,001 0,320 0,733
INTERACCIONES
A*B 0,021 2 0,011 3,228 0,083
RESIDUOS 0,033 10 0,003
TOTAL 0,127 17

En la tabla 32, se muestra el andlisis de varianza de cenizas en el dia 0 de la
bioconservacion de las carnes de tilapia con BAL en diferentes concentraciones de cloruro de
sodio; se observé diferencias significativas en el factor A (Tilapia). Mientras que en el factor B
(Concentracion de NaCl+BAL), en la interaccién A*B (Tilapia*Concentracion de NaCI+BAL) y en las
repeticiones no se observd diferencias significativas, mostrando normalidad en la toma de

resultados.



Tabla 33

Andlisis de varianza para la variable cenizas en el dia 10 de la bioconservacion
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Fuente Suma de Gl Cuadrado Razén-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tilapia 0,285 1 0,285 289,598 0,000
B:Concentracion de 0,547 2 0,274 277,938 0,000
NaCl+BAL
C:Repeticion 0,002 2 0,001 1,224 0,335
INTERACCIONES
A*B 0,039 2 0,020 20,055 0,000
RESIDUOS 0,010 10 0,001
TOTAL 0,884 17

En la tabla 33, se muestra el andlisis de varianza de cenizas en el dia 10 de la

bioconservacion de las carnes de tilapia con BAL en diferentes concentraciones de cloruro de

sodio; se presentd diferencias significativas en el factor A (Tilapia), en el factor B (Concentracién

de NaCl+BAL) y en la interaccién A*B (Tilapia+Concentraciéon de NaCl con BAL), excepto en las

repeticiones, mostrando normalidad en la toma de resultados.

Andlisis de varianza para la variable proteina bruta

Tabla 34

Andlisis de varianza para la proteina bruta en el dia 0 de la bioconservacion

Fuente Sumade Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS PRINCIPALES
A: Tilapia 6,414 6,414 182,311 0,000
B:Concentracion de 0,227 0,113 3,224 0,083
NaCl+BAL
C:Repeticion 0,005 2 0,002 0,065 0,938
INTERACCIONES
A*B 0,285 2 0,143 4,057 0,051
RESIDUOS 0,352 10 0,035
TOTAL 7,283 17
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En la tabla 34, se muestra el andlisis de varianza de proteina bruta en el dia 0 de la
bioconservacién de las carnes de tilapia con BAL en diferentes concentraciones de cloruro de
sodio; se presentd diferencias significativas en el factor A (Tilapia). Mientras que en el factor B
(Concentracion de NaCl+BAL), en la interaccién A*B (Tilapia+Concentracion de NaCl con BAL) y en
las repeticiones no se presentd diferencia significativa, mostrando normalidad en la toma de

resultados.

Tabla 35

Andlisis de varianza para la proteina bruta en el dia 10 de la bioconservacion

Fuente Suma de Gl Cuadrado Razon-F Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES

A: Tilapia 33,293 1 33,293 13607,411 0,000
B:Concentracion de 47,958 2 23,979 9800,717 0,000
NaCl+BAL
C:Repeticion 0,002 2 0,001 0,436 0,658
INTERACCIONES
A*B 0,511 2 0,255 104,423 0,000
RESIDUOS 0,024 10 0,002
TOTAL 81,789 17

En la tabla 35, se muestra el andlisis de varianza de proteina bruta en el dia 10 de la
bioconservacién de las carnes de tilapia con BAL en diferentes concentraciones de cloruro de
sodio; se presento diferencias significativas en el factor A (Tilapia), en el factor B (Concentracién
de NaCl+BAL) y en la interaccién A*B (Tilapia+Concentracién de NaCl con BAL), excepto en las

repeticiones, mostrando normalidad en la toma de resultados.
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Prueba de significancia de Tukey para los factores de estudio

Resultados del estudio para las especies de tilapia (Factor A)

Tabla 36

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

N 2 N 2 N 2

[T ] 0 Qo o 0

Factor A (Tilapia) 3 R T T L T g
< = < = < =

Dia 0 Dia 5 Dia 10
O. mossambicus 6,434 0,208 6,334 0,268 6,28* 0,36°
O. niloticus 6,328 0,244 6,208 0,294 6,078 0,39*
Tabla 37

Resultados del andlisis de la prueba Tukey para el factor A en las variables bromatoldgicas

T © o ©
1] w © (%]
. T 5w g < 8 T w® g s 8
Factor A (Tilapia) & c 2 'c g 2 £ 5 'S £ 2
g 6= & ¢2s S 6= & ¢2s
T o T [-W
Dia0 Dia 10

O. mossambicus 73,55* 2,57® 0,97® 16,60° 75,08* 3,238 102® 18,46"
O. niloticus 72,448 3,42% 1,06 17,81% 73,88% 4,24* 1,35% 21,16%




Figura 3
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Estudio del efecto de las especies de tilapia (Factor A) en las variables de estudio

pH Acidez titulable (%)
646 = 0,417
%
5 =
< g
= G =
gl "
608 0.24] %
595
. s 0,18 . :
0. mossambicus . ) 0 nifoficus 0. mossambicus 0. niloticus.
Especie de Tilapia Especie de Tilapia
|D vao [ oes [] DLa‘-J‘ [0 vao [ oas [J oo
Humedad (%) Grasa total (%)
77,137 4,59
75,90 3,951
£ €
o I
= T4ETH 2 331
5
T &}
73,44 2674
F2, T - %' X 2.0 T T
0. mossambicus 0. niloticus 0. mossambicus 0. niloticus
E=zpecie de Tilapia Especie de Tilapia
Cenizas (%) Proteina bruta (%)
156 24327
1,361 22,29
2 . 2
o @
g 1,164 - E 20,25
@ [=]
S == =
0,95 18,221
o7 s ==]

T T
0. mossambicus 0. niloticus
Especie de Tilapia

T
0. mossambicus 0. niloticus
Especie de Tilapia




78

En la tabla 36 y 37, se observa que la especie O. mossambicus presentd mayor valor de
pH y humedad, mientras que la especie O. niloticus presentd mayor valor en acidez, grasa total,

cenizas y proteina bruta en el dia 0, 5 y 10 de bioconservacion.

En el pH, las dos especies de tilapia O. mossambicus y O. niloticus disminuyeron en los
tres tiempos de bioconservacidn, desde un pH de 6,43 a 6,33 en el dia5y 6,28 en el dia 10, y de

6,32a6,20en el dia5y 6,07 en el dia 10 de la bioconservacion, respectivamente.

Para la acidez, en ambas especies de tilapia O. mossambicus y O. niloticus aumentaron en
los tres tiempos de bioconservacion. Con la especie O. mossambicus, |la acidez aumenté de 0,20%
a