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Introducci

El sector horticola a crecido en
mercados locales e internacionales.

A los beneficios que se ha atribuido
al consumo de hortalizas.

Retos ligados a la poscosecha.

Almacenamiento en
bajas temperaturas
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Bacterias de la fermentacién de
quinua




Objetivos

Aislar y caracterizar bacterias acido lacticas obtenidas de la fermentacion discontinua de
quinua blanca y roja (Chenopodium quinoa), para la bioconservacion de brécoli (Brassica
olerace var. italica) y calabacin (Cucurbita pepo).

fermentadas.

\

-
Aislar e identificar bacterias acido lacticas presentes en la fermentacién

discontinua de quinua blanca y roja.

o

-
H Caracterizar las propiedades fisico-quimicas y microbioldgicas de las muestras
/é

\

Evaluar el efecto de la aplicacién de diferentes concentraciones de bacterias acido
lacticas en la bioconservacion de brécoli y calabacin.

Determinar mediante andlisis fisicoquimico y microbioldgico la influencia del
bioconservante aplicado en las hortalizas.
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Factor A (Hortalizas)

Ho: La aplicacion de bacterias acido lacticas no influye
sobre la bioconservacion de brocoliy calabacin.

Ha: La aplicacién de bacterias acido lacticas si influye
sobre la bioconservacion de brocoliy calabacin.

ipOtesis
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Factor B (Concentracion de BAL)

AN

Ho: La aplicacién de diferentes concentraciones de
bacterias dcido lacticas, no influye en la
bioconservacion de brocoli y calabacin.

Ha: La aplicacion de diferentes concentraciones de
bacterias  4acido  lacticas, si influye en la
bioconservacion de brocoli y calabacin.
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Ubicacion del area de investigacion
Ubicacién politica
I@Espe - Pais Ecuador
Provincia Santo Domingo de los Tsachilas
SEPMTIMIVDO b CIESCLAS B LA VEBA Canton Santo Domingo
cosTT Parroquia Luz de América
it bELUSAT Sector Via Quevedo, Km 24
REESEINS Ubicacion Ecoldgica
EEVISADO Y APROBADO:
Ing. Alreds Valdareso L.
Zona de vida Bosque humedo tropical
Levenda Altitud 224 msnm
3 I Zoes Usbess
'®- — Temperatura media 24.6 °C
: ..\nu.--‘-.- ,
Precipitacién 2860 mm/afio
1 Centimetre = 2000 Memos
T Humedad relativa 85%
woo Heliofania 680 horas luz/afio
Suelo Franco Arenoso

Fuente: Estacién Agro-meteoroldgica “Puerto lla”, Via Quevedo Km 34
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Diseno Experimental = eemmmms

Factores y niveles de experimentacion

Factores Simbologia Niveles
. g Brocoli : -
Hortalizas (A) . Calabacin Tipo de diseno
Concentraciones de bacterias bo 1,0E+07 UFC/mL
acido lacticas (B) b, 2,0E+07 UFC/mL > ANOVA DBCA con arreglo factorial AxB

Tratamientos a comparar » 4 tratamientos con 4 repeticiones = 16 UE

N° Interacciones Unidades experimentales o , o
~ | Analisis funcional: prueba de significancia de

T1 agbo Brocoli con 1,0E+07 UFC/mL - Tukey (p < 0,05)
T2 agh, Brdcoli con 2,0E+07 UFC/mL
T3 agbg Calabacin con 1,0E+07 UFC/mL
T4 a,b; Calabacin con 2.0+07 UFC/mL
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Fermentacion de la quinua

Semillas de quinua blanca y roja —» RECEPCION
¥
PESADO

¥
Relacion 1:3 (semillas: agua destilada) —» REMOIO

GERMINADO (24 h)
¥
SECADO
L]
MOLIENDA
¥
COCCION {30 min a 70 °C)
¥
FILTRADO
¥

Inoculacion de la levadura —» FERMENTADO (72 HORAS)

150 g de cada quinua —»

100 g de quinuaenl Lde agua
gaeq g _._

Correccion de "Brix a 15
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Aislamiento y siembra de bacterias acido lacticas

Preparacion de disoluciones de agua peptona(10-6) Siembra de muestras
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Identificacion microbiana

-------------------------

Tincidn Gram
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Analisis filogenético

Prueba de catalasa
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Quinua Roja

Quinua Blanca
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Bioconservacion de las hortalizas

Preparacion de la solucién probidtica

Preparacion de las muestras

Lavado con
acido citrico al
2%

‘lllu--;-
AN SRR A RN ETY]

Concentracion de BAL

Tampon de acido
citrico-citrato de
sodio (pH 3,8: 0,1M)

Bioconservacion por 10 dias a
temperatura ambiente

5000 rpm por 15
minutos




NTE INEN 183
(2013)

Recuento de poblaciones

microbianas (UFC/mL)

NTE INEN 1529-5 (2006)

(

ml

UFC . nx Inverso del F
" Volumen inoculado
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Variables de estudio

Acidez

Sélidos solubles

V2

_ (N, M)10
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Pérdida de peso
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Peso Inicial —Peso Final

Pérdida de peso (%)=

Peso final

* 100

Analisis sensorial

oML O
OO Ll caen
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Caracteristicas fisico-quimicas de la quinua

Cinética en funcion de la acidez

0,24 » Blanca=0,18 %y Roja=0,21 %
0,22
e Durante las primeras 36
0.20 horas el consumo de
—> . . c0s
0,18 s —»| azucares es intenso (Hoyos 1)
01 etal., 2010) :
_ E o N Formacion de acidos de bajo peso
= ;3 012 molecular (Zuluaga Dominguez, 2020)
- \ o [
0,10
' 0,19% y 0,20% para la quinua blanca
0,08 »|  yroja (Casas Forero et al, 2016) y
0,06 (Onofre, 2018).
0,04
0,02 . * * * . * *
a 10 20 30 40 E5d &0 70

—e— Blanca 2
Tiempo (horas) —=— Roja

y

Blanca = 3,60 y Roja BRB8a = 8,2¢°Brix y Roja = 8,6 °Brix
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Analisis microbioldgico de la quinua

Quinua Mohos/Levaduras Aerobios
0 horas 72 horas 0 horas 72 horas
Blanca 3,1E+03 UFC/mL || 4,1E+03 UFC/mL 0 2,3E+03 UFC/mL
Roja 2,8E+03 UFC/mL || 3,9E+03 UFC/mL 0 3,1E+03 UFC/mL
A 4 A\ 4
En bebidas artesanales el conteo bacteriano suele La presencia de bacterias alas 72 h,
ser superior a 1,0E+03 UFC/mL (Hidalgo Ortiz & sugiere la presencia de BAL (Ramos-
Tulcanaza Pala, 2016) Izquierdo et al., 2009).
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Identificacion de las BAL aisladas de quinua

Quinua blanca — Arbol filogenético del ARNr 16S

. AB100802.1 Lactococcus lactis subsp.cremoris

—
L

EU770697.1 Lactococcus lactis subsp.tructae

» | 2t . . z . ———— AB100803.1 Lactococcus lactis subsp.lactis
> Andlisis microbiologico o
92
I ‘—— BAL Quinua Blanca y Roja
98
Gram p05|t|vos AB485959.1 Lactococcus fujiensis
» COCOS LC096229.1 Lactococcus garvieae
Catalasa - 100 EF694030.1 Lactococcus raffinolactis

EF694028.1 Lactococcus chungangensis

EF694029.1 Lactococcus plantarum
65 L

DQ343754.1 Lactococcus piscium

MT154231.1 Staphylococcus aureus

Se ha logrado aislar cepas de Lactococcus lactis en especial cuando el medio
alcanza valores de pH que oscilan entre 4.36 a 3.87 (Ruiz Rodriguez et al., 2016).
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Factor A (Hortalizas)
8.0 0,28
78+
76t 1 0,26
74l 7,48 | o |
72 | , —|—
701 1 0,22
ol | T
0,20 020
66 r 6,43 1 = ©
6,28 | =
5 2,: — = J— 6,17 3 o018 L (o 0,18
50/ =] 2 é ‘ L
0,15

58t 1 '

: 0.14 0,13
56 ] : J_ )
54t 5,27 : 012 I;l 0,12
5,2 = @ 5,15 4
50| == | 0,10
48 ~—— - 0,08 ,

Brocoli Calabacin Brécoli Calabacin
Factor A (Hortalizas) Factor A (Hortalizas)
HDia0 H Dia 5 H Dia 10 E Dia 0 = Dia & H Dia 10
La reduccion de pH en hortalizas tratadas con bacterias acido Mientras que la disminucion de la acidez, se puede deber a un
lacticas se debe al acoplamiento de las bacterias a la superficie probable incremento de la respiracién celular o la solubilizacién
(Bautista-Gallego et al., 2020) de pectinas (Durigan & Mattiuz, 2007).




Sdlidos solubles (°Brix)

5,2

5,0

4.8

46

4.4

4,2

4,0

3.8

36
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Factor A (Hortalizas)

4,98

4,65

GO ams T s

I

L

3,78

Brécoli Calabacin
Factor A (Hortalizas)

HDbDia 0 HDia 5 HDia 10

La temperatura incrementa la descomposicion metabdlicay la
senescencia en respuesta a la pérdida de firmeza y humedad
propia de la hortaliza almacenada (Mahnen et al., 2006).

Pérdida de peso (%)

16

141

121

101

08|

06 |

04t

02|

0,0

0,65

— === (0,42

—r

Braocoli Calabacin
Factor A (Hortalizas)

H Dias = Dia 10

El brécoli es mds susceptible a las condiciones ambientales y en
especial a la humedad (Shakeel et al., 2019)




pH

80

78|
76}
74}
72}
70}
63|
66 |
64 |
62|
60 |
58|
56|
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Resultados y Discusion

Factor B (Concentracion de BAL)

‘ 7,01
6,64
>86 5,75 5,84 5,68
C1BAL C2BAL
Factor B (Concentracion)
HDiad HDias5 HDia10

De acuerdo a Bautista-Gallego et al. (2020) la reduccién de pH
se debe al correcto acoplamiento de las bacterias a la
superficie, lo que permite la produccién de acidos de bajo

peso molecular.

Acidez (%)

0,28
0,26
0,24
022
0,20
0,18
0,16
0,14
012
0,10

0,08
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T
.
0,19

0,16 T ]

@ 013 =0 014
C1 BAL C2 BAL
Factor B (Concentracion)
HDosao HDias HDia 10

El incremento de acidez se debe a la produccion de acido lactico,
formico y acético por parte de las bacterias acido lacticas
(Nugroho et al., 2020)




Sélidos solubles (°Brix)

5,2

5.0 r

48|

46t

441

42|

4.0 r

38|

36
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Factor B (Concentracion de BAL)

4,50
445 | 443

4,18

D)

C1 BAL C2 BAL

Factor B (Concentracion)

HDia0 HDbDias [EDial0

La aplicacion de altas concentraciones de probidticos no
influye sobre gran parte de las propiedades sensoriales en
periodos prolongados de almacenamiento que van de 9 a 11
dias (Siroli et al., 2015).

Pérdida de peso (%)

1,6

1.4

1,2} ——
( 113 )

1ol N’

08 p——

08 |

E 1037
04 _4®
0,29 X
02
0.0
C1 BAL C2 BAL

Factor B (Concentracidn)

HDias = Dia 10

De acuerdo a Ruiz Cruz et al. (2006) un elevado contenido de
bacterias del acido lactico en hortalizas incrementa la pérdida de
firmeza e integridad de los tejidos por accidon de los &cidos
organicos producidos.
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Dendrograma que utiliza un enlace unico
Combinacion de claster de distancia re-escalada
4] 3 10 13 20 23
1 1 | 1 1
Calabacin + C1 BAL 3
Factor A ( Con(F °Brix Pérdida
(Hortalizas) ) de peso
Dia 10
Calabacin + C2 BAL 4
Brocoli 1,0E- 3,777 0,42A
Brocoli 2,0E- > 4,238 1,460
Calabacin 1,0E- 3,804 0,508
Bracoli + C1 BAL 1
Calabacin 2,0E- 3,73A 0,82¢
Brécoli + C2 BAL 2
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f ; , , . . . . . . . , Gréfico de componente
pHDlA pHDia pHDia Acder Addez Acdez ‘Brix  “Brix  ‘Brix  PPDia PPDiz
10 Da0 DhS Dl Db0 DS DRI 5 10
oH (Dia ) g Qo) -1 -7 A0 64 9T 98 -f B4 -3 i to
oas)  CO) 0 -7 -3 S0 6T 99 9 R R A0 (@
RN N I R
:AtideleiaO] 00 -9 0 10000 587 86S 915 C@ 869 5% 692 g @
Ohider(Da5) -0 -0 05 ST 4000 6 5% ,537 oL
ShidaDal)) 64 67 M5 85 56 100 60 SO 98 o o8 8 Hig
l;Ic-'g'E!riJ((Dl'a 0) -997-999 935 915 %% 630 1000 912 597 -85 380 2 -
“Brix (Dia 5) -9 -9 19 @ 037 83 92 1000 82 604 699 ‘
“Brix (Dia 10) 027 -6 308 869 @ 297 8 L1000 -137 387
PP{Dia ) A4 82 % - -0 -159 -865 -604 137 1000 131 " L L L - .

PP (Dia 10) -3 -400 028 6% 697 98 380 69 87 131 1,000

: Componente 1
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Interaccion A*B
Grafico de sedimentacion
a8
5]
s 1  pH(Dia0) 72,21%
3 ¢
E |:> 2 pH(Dia5) 22,32%
3 pH (Dia 10) 5,47%
2
o

Numero de componente

El aumento del pH permite el crecimiento de microorganismos como mohos,
levaduras y bacterias que producen metabolismos que incrementan la tasa de
deterioro del alimento (Amit et al., 2017)
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Parametro microbioldgico en las hortalizas

Dia5 Dia 10
Tratamiento
Aerobios Mohos/levaduras Aerobios Mohos/levaduras
Brocoli + 1E+07 UFC/mL 1,9E+05 UFC/mL 0 1,7E+05 UFC/mL 2,7E+05 UFC/mL
Brocoli + 2E+07 UFC/mL 2,4E+05 UFC/mL 0 2,1E+05 UFC/mL 1,3E+05 UFC/mL
Calabacin + 1E+07 UFC/mL 1,8E+05 UFC/mL 0 1,6E+05 UFC/mL 0
Calabacin + 2E+07 UFC/mL 2,1E+05 UFC/mL 0 1,8E+05 UFC/mL 0

Los valores obtenidos son comparables con los de Tournas (2005) el cual destaca que en el
brocoli la presencia de mohos y levaduras puede variar en un rango de 1,4E+04 a 1,7E+05
UFC/mL.
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Resultados y Discusion

Analisis funcional

Parametro Tratamiento Dia 10
Brécoli + 1,0 x107 f 1,33A]
Brécoli + 2,0 x107 l 1,67 ’
Color
Calabacin + 1,0 x107 3,338
Calabacin + 2,0 x107 4,008
Brécoli + 1,0 x107 f 2,00A]
Brécoli + 2,0 x107 l 2,338 '
Textura
Calabacin + 1,0 x107 3,338
Calabacin + 2,0 x107 3,678
Brécoli + 1,0 x107 f 1,33A]
Brécoli + 2,0 x107 2,000
Olor
Calabacin + 1,0 x107 3,678
Calabacin + 2,0 x107 4,008
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* La aplicacidn de BAL tuvo mejores efectos para el calabacin en los 10 dias de bioconservacién, mientras
que el brécoli mostré un efecto positivo hasta el dia 5.

e Las variables de pH, acidez y soélidos solubles fueron mas consistentes en el transcurso de la
bioconservacion del calabacin. Mientras que la pérdida de peso fue menor en el brécoli hasta el dia 5.

* Enlo que respecta al conteo bacteriano, el brécoli presenté un mayor valor de UFC por mL en los dias 5
y 10 de la bioconservacion.

* Si existe diferencia significativa en la concentracidn de las soluciones utilizadas, identificandose que la
solucion de 2,0x107 UFC/mL tuvo mejor efecto en las variables de estudié.

Factor B

* Al aplicar una concentracién de 2,0x107 UFC/mL se observé un efecto positivo para las variables de pH,
acidez y °Brix. Mientras que la pérdida de peso y el conteo bacteriano, tiende a decrecer cuando se
aplica una solucién concentrada de 1,0x107 UFC/mL.

e El tratamiento calabacin + concentraciéon 2,0E+407 UFC/mL del probidtico es mas efectivo para
mantener propiedades como pH, acidez y °Brix.

Interaccion AxB * Los tratamientos que generaron menos efecto en la variable de pérdida de peso, son los conformados
por brécoli y calabacin rociados con la solucién probiética de menor concentracion (1,0E+07 UFC/mL).

* Con respecto al conteo bacteriano, los tratamientos que reflejaron un menor contenido de aerobios
fueron los que se rocié con la solucién probidtica de menor concentracion
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Se recomienda la aplicacién de una solucion probidtica en el brdcoli
hasta el dia 5 de conservacién, mientras que para el calabacin se
recomienda extender la aplicacion de la solucién hasta el dia 10.

En lo que respecta a las concentraciones de soluciones probidticas se
recomienda aplicar una solucién de 1,0 E+07 UFC/mL en vista que la
consistencia de los valores es comparable a la aplicacion de una
concentracion mas alta del probidtica, y ademads esta concentracion
permitié reducir la pérdida de peso de las muestras analizadas.

De esta forma se recomienda realizar futuras investigaciones que
combinen tecnologias biotecnoldgicas y convencionales en la
conservacion de hortalizas para prolongar el periodo de
almacenamiento



Muchas gracias por su
atencion



