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Resumen

En esta investigacidn, se extrajeron y analizaron los mostos liquidos de dos tipos de tuna,
amarilla y roja, los mostos obtenidos se utilizaron como materia prima en procesos de
fermentacién discontinua. A partir de los mostos fermentados, se aislaron dos especies de
bacterias acido lacticas, que mediante pruebas microbioldgicas, bioquimicas y moleculares
fueron identificadas como Leuconostoc mesenteroides y Leuconostoc pseudomesenteroides. Con
las bacterias encontradas se prepararon soluciones bacterianas que se aplicaron en tres
variedades de tomate, rifidn, cherry redondo y cherry pera, para evaluar su efecto
bioconservante. Para la evaluacién de la bioconservacidn, se analizaron variables fisicoquimicas
y microbiolégicas en el tomate durante los dias 4 y 8. Con los datos obtenidos se aplicé un
disefio experimental factorial de dos factores con dos repeticiones y se analizaron las variables
porcentaje de pérdida de peso, pH, acidez titulable y contenido de sélidos solubles. Los
resultados del analisis de varianza y las pruebas Tukey, mostraron diferencias significativas
(p<0.05) en las variables porcentaje de pérdida de peso (%pp), acidez titulable y en el contenido
de solidos solubles (%Brix). La evaluacion de las interacciones, mostro que los tratamientos
donde se aplicé la bacteria acido lactica aislada de la tuna amarilla Leuconostoc mesenteroides
fueron las que mejor resultados reportaron, sobre todo en combinaciones con el tomate de la
variedad rifion.

Palabra clave: tuna, bacterias acido lacticas, Leuconostoc mesenteroides,

bioconservacién, tomate
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Abstract
In this research, the liquid musts of two types of prickly pear, yellow and red, were extracted
and analyzed; the musts obtained were used as raw material in discontinuous fermentation
processes. From the fermented musts, two species of lactic acid bacteria were isolated, which
through microbiological, biochemical and molecular tests were identified as Leuconostoc
mesenteroides and Leuconostoc pseudomesenteroides. Bacterial solutions were prepared with
the bacteria found and applied to three varieties of tomato, “rindn”, “cherry redondo” and
“cherry pera”, to evaluate their biopreservative effect. For the evaluation of bioconservation,
physicochemical and microbiological variables were analyzed in the tomato during days 4 and 8.
With the data obtained, a factorial experimental design of two factors with two repetitions was
applied and the variables were analyzed: percentage of weight loss, pH, titratable acidity and
soluble solids content. The results of the analysis of variance and the Tukey tests showed
significant differences (p<0.05) in the variables percentage of weight loss (%pp), titratable
acidity and in the content of soluble solids (%Brix). The evaluation of the interactions showed
that the treatments where the lactic acid bacterium isolated from the yellow prickly pear
Leuconostoc mesenteroides was applied were the ones that reported the best results, especially
in combinations with the tomato of the “rifion” variety.

Keywords: prickly pear, lactic acid bacteria, Leuconostoc mesenteroides,

bioconservation, tomato
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Capitulo |
Introduccion

La tuna Opuntia ficus indica pertenece a la familia Cactacea, es un cultivo versatil nativo
de México que se encuentra ampliamente distribuido en el mundo. En el Ecuador, se puede
encontrar cultivares de esta especie en las provincias de Tungurahua, Imbabura y Loja, donde se
aprovechan zonas aridas o suelos arenosos que no permiten el desarrollé de otras actividades
agricolas. Su fruto se caracteriza por ser una baya de variadas formas, colores y tamafios, ha
ganado mucho interés durante los Ultimos afios, ya que constituye un fruto multipropdsito del
cual se pueden obtener variedad de productos y subproductos (FAO, 2018). Por ejemplo, a
partir del fruto de tuna se puede extraer mucilago, también llamado “pulpa”, es un polisacarido
complejo con alto contenido de azlcares, fibra, nutrientes, minerales, vitaminas, carotenoides y
otros compuestos, lo que lo convierte en una sustancia de gran interés para aplicaciones
alimenticias, nutricionales, industriales e incluso medicinales (Piga, 2004).

La fermentacidn constituye un importante proceso biotecnolégico, que se caracteriza
por la produccién de microorganismos que pueden ser aprovechados para el desarrollo de
multiples objetivos. Histéricamente, la fermentacidn de alimentos ha sido una herramienta para
obtener productos de mayor calidad y con mejores caracteristicas sensoriales (Verdn, Di Risio,
Isla, & Torres, 2017). Uno de los beneficios de estos procesos fermentativos, es la obtencién de
bacterias acido lacticas, un grupo muy importante de microrganismos debido a su capacidad
para producir bacteriocinas, sintetizar metabolitos, como el acido lactico, potencialmente utiles
en aplicaciones antimicrobianas. Ademas, se ha comprado que tienen la capacidad de
transformar las caracteristicas organolépticas de los alimentos, por lo tanto, son de gran interés

en la industria alimentaria (Sdenz & Ramos Gorbefia, 2008).
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El tomate es una de las hortalizas que mas se cultiva en el mundo, tienen una gran
demanda y representa un alto porcentaje de economia agricola y comercial. Posee gran
diversidad, se pude encontrar multiples variedades, formas, colores y sabores. Sin embargo,
también es una de las especies vegetales mas perecederas, ya que es altamente susceptible al
dano fisico, ataque de patégenos y mucho otros factores que aceleran su deterioro y la perdida
de sus caracteristicas nutricionales. Esto hace que el manejo postcosecha y la conservacion de

esta especie, sea un area constante investigacion (Lépez Marin, 2017).
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Objetivos

Objetivo general

Aislar y caracterizar bacterias acido lacticas en el mosto de dos tipos de tuna, amarillay
roja, para la bioconservacion de tomate (Solanum lycopersicum): rifién, cherry redondo y cherry
pera.
Objetivos especificos

Caracterizar las propiedades fisico-quimicas y microbiolégicas del mosto de dos tipos de
tuna, amarilla y roja.

Aislar e identificar bacterias acido lacticas presentes en la fermentacion por método
discontinuo de dos tipos de tuna amarilla y roja.

Evaluar el efecto de la aplicacidn de las bacterias acido lacticas para la bioconservacién de
tres tipos de tomate (Solanum lycopersicum): rifién, cherry redondo y cherry pera.

Determinar mediante analisis fisico-quimico y microbiolégicos la influencia del
bioconservante aplicado en las caracteristicas del tomate (Solanum lycopersicum): rifién, cherry

redondo y cherry pera.
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Hipétesis

Hipétesis nula

Ho: Los dos tipos de tuna, amarilla y roja, no influyen sobre las variables fisicoquimicas y
microbioldgicas evaluadas durante el proceso de bioconservacion de tomates.

Ho: Las variedades de tomate no influyen en las variables fisicoquimicas y
microbioldgicas analizadas durante la bioconservacién.

Ho: Las interacciones entre el tipo de tuna y variedad de tomate, no influyen en los
procesos de bioconservacion de tomates.
Hipétesis alternativa

Ha: Los tipos de tuna si influyen en las variables fisicoquimicas y microbiolégicas durante
la bioconservacion de tomates.

Ha: Las variedades de tomate influyen en las variables fisicoquimicas y microbiolégicas
de los tomates durante la bioconservacion.

Ha: Alguna de las interacciones entre el tipo de tuna y variedad de tomate, influye en los

procesos de bioconservacion.
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Capitulo Il
Revision de la literatura
Tuna (Opuntia ficus indica)
Origen y Distribucion

La tuna (Opuntia), es considerada originaria de América, especificamente de la zona
céntrica, siendo México su pais nativo y donde se pueden encontrar la mayor cantidad de
géneros y especies (Teran, Navas, Petit, Garrido, & D'Aubeterre, 2015).

En la actualidad, la distribucidn de los cultivos de tuna es muy variada se cultiva en
varios continentes, como son: América, Africa, Asia, Europa y Oceanfa. Siendo la especie
Opuntia ficus indica L. Miller, la mas domesticada a nivel mundial por sus intereses econédmicos,
alimenticios, agricolas, medicinales, nutricionales, agroindustriales, entre otros (Reyes-Aglero,
Aguirre-Rivera, & M. Hernandez, 2005).

Clasificacion taxonémica de la tuna
Tabla1

Taxonomia de la tuna Opuntia ficus indica

Categoria taxondémica Nombre
Dominio Eukaryota
Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Caryophyllales
Familia Cactaceae
Género Opuntia
Especie Opuntia ficus indica (L.) Miller

Nota: Recuperado a partir de (Tropicos, 2022).
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Cultivo y caracteristicas

Opuntia ficus indica L. Miller es una planta arbustiva que puede ser cultivada en diversos
climas y terrenos, se caracteriza por su capacidad de crecer en zonas aridas y semidridas, suelos
secos, arenosos y poco fértiles (Terdn, Navas, Petit, Garrido, & D'Aubeterre, 2015).

Los cultivos de tuna pueden alcanzar hasta 5 m de alto. Se compone de cladodios verdes
y espinos, usualmente de forma ovalada o cilindrica, con dimensiones variables de acuerdo a la
edad y especie. Tiene flores de antesis diurna que pueden adquirir varios colores, llegando a
producirse hasta 10 por cada cladodio. Con respecto a sus frutos, estos pueden ser ovalados,
esféricos o elipticos, miden entre 5a 10 cm de largo y 4 a 8 cm de didametro, generalmente
tienen cascaras gruesas que cambian su coloracion de acuerdo al grado de madurez, pueden ser
de color amarillo, anaranjado, rojo, purpura u otros, también presentan espinas. Su pulpa es
suave, jugosa, dulce y contiene las semillas (FAO, 2014). El principal interés en los cultivos de
Opuntia ficus-indica, radica en la cosecha de sus:

Frutos. Son consumidos como fruta fresca, jugos, bebidas diuréticas, jaleas, miel,
mermeladas, etc. A partir de fruto también se pueden obtener las semillas, que a su vez son
aprovechadas como materia prima para la extraccidn y obtencion de aceite (Reyes-Agliero,
Aguirre-Rivera, & M. Hernandez, 2005).

Cladodios. Se consumen como verduras, también se utilizan como forraje en la
alimentacién de algunos animales. Incluso se emplean como hospederos y productores del
insecto cochinilla que es aprovechado industrialmente para la obtencidn de pigmentos y otros
productos (Reyes-Agliero, Aguirre-Rivera, & M. Hernandez, 2005).

Composicion fisico-quimica de la tuna
Los frutos y cladodios de la tuna son fuente de fibras soluble como mucilagos y pectinas,

pigmentos, fenoles y elementos como Calcio (Ca), Magnesio (Mg) y Potasio (K). La pulpa de los
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frutos es rica en azucares como glucosa y fructosa, también en aminodacidos, vitaminas y
minerales. La cdscara estd constituida por celulosa, calcio y potasio. En las semillas se pueden
encontrar proteinas y lipidos de buena calidad (Zenteno-Ramirez, y otros, 2015).
Variedades de tuna

Las variedades de Opuntia spp. productoras de tuna es muy amplia, siendo la especie
Opuntia-ficus indica, la variedad mayormente cultivada y distribuida a nivel mundial. No
obstante, también se reportan importantes cultivos de las siguientes variedades: O. albicarpa,
0. megacatha, O. leucotricha, O. streptacantha y O. robusta. Dada la gran cantidad de variantes,
asi como su variada distribucion geografica, es comun que cada pais emplee nombres comunes
para una misma especie o variedad. También, es frecuente que se concedan segun la coloracidn
del fruto, por ejemplo, tuna blanca, purpura, roja, anaranjada, amarilla, verde, etc. (Rodriguez
Martinez, 2007).

En Ecuador, el Instituto Ecuatoriano de Normalizacion y de acuerdo a la normativa NTE
INEN 1 978:2009, se establece que la tuna proveniente de la planta de nopal con destino a
consumo alimentario es la Opuntia ficus indica L. Miller, y su vez reconoce a las variedades de
pulpa color blanco, amarillento y anaranjado como las tuna conocidas y distribuidas en el pais
corresponde a las (INEN, 2009).
Mosto de tuna

Segln la normativa NTE INEN 338, el mosto se define como liquido de origen vegetal
gue contienen sustancias amilaceas y/o azucaradas susceptibles a transformarse por
fermentacion (INEN, 1992).

En el caso de la tuna Opuntia ficus indica, el mosto o también denominado mucilago, se

puede extraer a partir de los cladodios, pulpa y cascaras de los frutos. Se caracteriza por ser una



sustancia gomosa y espesa, es un carbohidrato complejo compuesto por mas de 55 azucares
como a-D-galacturdnico, B-L-ramnosa, L-arabinosa y D-xilosa (Jiménez Fernandez, 2014).

Para la obtencién del mosto de tuna a partir de la pulpa de los frutos se realizan una
serie de operaciones, que consisten en: mondado o pelado (eliminacidn de la cascara),

despulpado (extraccion de pulpa) y filtrado (separacién de las semillas generalmente por
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tamizado), adicionalmente para finalizar se puede acondicionar o almacenar el mosto obtenido

de acuerdo a las necesidades requeridas (Guerrero Rodriguez, 2018).
Fermentacion
Se puede definir como un proceso metabdlico en el que se producen sustancias

orgdnicas, como etanol y acidos, a partir de carbohidratos como sacarosa, fructosa y lactosa.

Este proceso fermentativo se lleva a cabo principalmente por la accion de microorganismos que

pueden ser propios del alimento, estar presentes en el ambiente o ser afladidos como cultivos

iniciadores. Los principales microorganismos fermentadores son levaduras y bacterias, en este

ultimo grupo se destacan a las bacterias propidnicas y acido lacticas (Lugo-Zarate, y otros, 2021).

Segun (Lugo-Zarate, y otros, 2021), los procesos fermentativos de alimentos

especialmente en jugos de frutas y hortalizas, han ido ganando interés debido a su alto

contenido de azucares y capacidad de aumentar la conservacion, producir metabolitos y mejorar

propiedades nutricionales. Asi mismo, se destaca que uno de los procesos fermentativos mas
estudiados es la produccién de acido lactico a partir de bacterias acido lacticas, ya que son
microorganismos muy utilizados debido a su inocuidad y beneficios para la salud.
Fermentacion discontinua

Los procesos de fermentacién discontinua, también conocida como fermentacién por
lotes o tipo batch, consiste en un sistema cerrado que se desarrolla en un recipiente

denominado biorreactor o fermentador, que permite controlar el ambiente y sus condiciones.
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Para los procesos de fermentacidn discontinua todo el sustrato, nutrientes y demas
componentes necesarios, se agregan en la fase cero o inicial, luego durante el proceso de
fermentacidn no se agrega nada mas, solo se van controlando las condiciones hasta obtener los
productos de interés. Generalmente, se presenta disminucién de los nutrientes (azucares,
fuentes de carbono) como consecuencia del aumento de la biomasa o metabolitos y productos.
La principal ventaja de este tipo de fermentacién radica en sus bajos costes sobre todo en
producciones a baja escala (Ingledew & Lin, 2011).

Bacterias acido lacticas (BAL)

Definicion y caracteristicas

Las bacterias acido lacticas son un grupo de bacterias que presentan caracteristicas
morfoldgicas, fisiolégicas y metabdlicas comunes. Generalmente, tienen forma de cocos o
bacilos, se caracterizan por ser microorganismos Gram-positivos, de catalasa negativa y
anaerobios facultativos (Ramirez Ramirez, Rosas Ulloa, Velazquez Gonzélez, Ulloa, & Arce
Romero, 2011). Las BAL tipicamente, se encuentran en productos lacteos, vegetales, frutos,
carnicos, alimentos fermentados, tracto intestinal y otras mucosas de los animales (Olivera Rodi,
2018).

Estas bacterias pertenecen al filo Firmicutes, el cual comprende los géneros Lactococcus,
Lactobacillus, Leuconostoc, Pediococcus, Oenococcus, Weisella y otros. Se caracterizan por su
capacidad para emplear carbohidratos y alcoholes como sustratos de fermentacién y generar
acido lactico y productos adicionales como acetato, etanol, diéxido de carbono, entre otros
(Parra Huertas, 2010).

Ademds, debido a su bajo potencial patogénico y sus bajos niveles de infeccidn, las
bacterias acido lacticas son consideradas como organismos generalmente seguros (GRAS) por la

FDA (Sanchez & Tromps, 2014). Asi mismo, la autoridad europea de seguridad alimentaria
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(EFSA), las atribuye como presuntamente seguras (Rodriguez-Lépez, Guzman-Beltran, Lara-

Morales, Catillo, & Brandao, 2021).

Clasificacion de las BAL

La clasificacién de las bacterias acido lacticas se puede realizar de acuerdo con diversos

criterios: temperatura de crecimiento, caracteristicas bioquimicas, géneros y otras

caracteristicas. En la tabla 2, que se presenta a continuacion, se muestra la clasificacion de las

BAL considerando sus temperaturas de crecimiento y caracteristicas bioquimicas.

Tabla 2

Clasificacion de las bacterias dcido Idcticas por criterios fisicos y bioquimicos

Criterio de
clasificacion

Grupos

Descripcion

Ejemplos

Temperatura
de crecimiento

Caracteristicas
bioquimicas

Mesoéfilas

Termofilas

Homofermentativas

Heterofermentativas

Temperatura ideal entre 20 a 25
°C, con tiempos de 18 a 20 horas
Temperatura ideal de 40 a 45 °C,
con tiempos de 2 a 4 horas

Convierten la glucosa en dos
moléculas de ATP y como
producto principal 85% de acido
lactico

Convierten la glucosa en una
molécula de ATP y como
productos 50 % de acido lactico,
acético, etanol y diéxido de
carbono

Lactococcus lactis

Leuconostoc mesenteroides

Lactobacillus delbruekii
Lactobacillus casei
Lactobacillus plantarum
Lactococcus
Pediococcus
Enterococcus
Streptococcus
Lactococcus
Lactobacillus
Enterococcus
Strepptococcus
Leuconostoc
Pediococcus

Nota: Recuperado a partir de (Parra Huertas, 2010) y (Sdenz & Ramos Gorbefia, 2008).

Importancia de las BAL en la industria alimentaria

Desde la antigliedad, los microorganismos han sido ampliamente utilizados en Ia

produccién de alimentos, sobre todo fermentados. Las bacterias acido lacticas, histéricamente

han sido empleadas para la produccion de bebidas alcohdlicas, ensilados, fermentaciones
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vegetales, carnicas y lacteas. Los principales productos generados por las BAL consisten en
vinos, licores, cereales, encurtidos, salchichas, jamones, quesos, yogurt, kéfir, mantequilla,
crema y muchos otros productos (Ramirez Ramirez, Rosas Ulloa, Veldzquez Gonzalez, Ulloa, &
Arce Romero, 2011).

La industria alimentaria debe garantizar la calidad, inocuidad y seguridad de los
productos alimenticios, es decir, ofrecer alimentos sanos que al ser consumidos no transmitan
enfermedades ni perjudiquen la salud de los consumidores. Para cumplir con estos objetivos, las
nuevas tendencias en las industrias de alimentos es aplicar conjuntamente los sistemas de
control tradicionales en combinacién con técnicas bioldgicas que permiten garantizar en mayor
medida la inocuidad y calidad en los alimentos y sus consumidores (Cortés-Sanchez, Diaz-
Ramirez, & Salgado-Cruz, 2018).

Las BAL son una propuesta de gran interés para la industria de los alimentos, debido a su
capacidad para producir acidificacidon y metabolitos, que permiten mejorar las caracteristicas de
los alimentos, concederles mayor tiempo de preservacidon, mejores valores nutricionales y
buenas caracteristicas sensoriales como sabor, olor y textura (Parra Huertas, 2010).

Actividad antimicrobiana

Consiste en inhibir el crecimiento y/o eliminar a los microorganismos patdgenos. Las
BAL comunmente presentan estas propiedades, mediante la produccidn de sustancia de bajo y
alto peso molecular. Entre las sustancias de bajo peso molecular producidas por las BAL que
presentan actividades antimicrobianas estan los acidos organicos, compuestos aromaticos,
antioxidantes, peréxido de hidrogeno, acetaldehido, reuterina y otros (Olivera Rodi, 2018). En
cambio, las sustancias de alto peso molecular son las bacteriocinas definidas como péptidos
antimicrobianos y con capacidad de conservacién sobre todo para los alimentos, siendo la nisina

la bacteriocina de mayor relevancia (Cafiaveral Sdnchez, Chalarca Vélez, & Gaviria Arias, 2020).
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Ademas de la producciéon de sustancias, las BAL presentan mecanismo de competencia y
ataque a los patdgenos. Por ejemplo, pueden competir por los nutrientes disminuyendo la
capacidad de crecimiento y proliferacidn de los patdgenos. También, atacar membranas
celulares mediante la formacién de poros afectando el equilibrio osmdtico causando la muerte
de las bacterias patogenas (Lugo-Zarate, y otros, 2021).

Bioconservacion

La bioconservacion puede definirse como el uso controlado de microorganismos y sus
compuestos con la finalidad de aumentar la vida util, seguridad y calidad de los alimentos
(Cortés-Sanchez, Diaz-Ramirez, & Salgado-Cruz, 2018).

Las actuales tendencias y preocupaciones de los consumidores, estdn enfocadas en la
busqueda de productos alimenticios frescos, sanos, seguros y de calidad. Pero que, a su vez,
sean minimamente procesados, no tengan presencia de quimicos, aditivos, preservantes u otras
sustancias perjudiciales para la salud del consumidor. Por ello, las alternativas de
bioconservacion mediante el empleo de microorganismo benéficos, como las BAL y sus
derivados estd en auge (Jurado-Gamez, Jarrin-Jarrin, & Bustamante-Melo, 2017).

Muchas investigaciones concuerdan en que las BAL y sus productos, especialmente las
bacteriocinas, podrian sustituir a los preservantes quimicos, ya que, ademas de proteger y
alargar la vida util del producto, otorgan caracteristicas adicionales beneficiosas entre las que se
destacan propiedades organolépticas y nutricionales (Rojas & Vargas, 2008).

Tomate
Generalidades

El tomate (Solanum lycopersicum) es un cultivo nativo de América del Sur,

especificamente de la regiéon Andina, es muy versatil, se desarrolla en zonas templadas y calidas,

tiene la su capacidad de soportar amplias variaciones de temperatura. Hoy en dia, su produccion
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se encuentra en constante crecimiento y esta distribuida en gran parte del mundo. Constituye
una de las hortalizas de gran importancia econdmica ya que, es una de las mds consumidas a
nivel mundial. El tomate se consume mayoritariamente en fresco, aunque también se procesa
industrialmente para producir pastas, purés, salsas, concentrados, rebanados, deshidratados y
otras presentaciones (Baudoin, 2017).

Taxonomia

Tabla 3

Taxonomia del tomate Solanum lycopersicum

Categoria taxondmica Nombre
Dominio Eukaryota
Reino Plantae
Filo Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Solanales
Familia Solanaceae
Género Solanum
Especie Solanum lycopersicum

Nota: Recuperado a partir de (Lépez Marin, 2017).
Variedades y tipos de tomate

La clasificacion de los tomates puede realizarse considerando diversos factores, como
lugar de produccidn (pais), habito de crecimiento, forma del fruto, calidad del fruto, modo de
consumo o uso, entre otros (Baudoin, 2017). Dada la gran demanda de esta hortaliza, las
variedades de tomate es un area de constante crecimiento, sobre todo con el desarrollo de
variedades hibridas que ofertan mayores tasas de produccion, mejor sabor, mayor resistencia a
enfermedades u otras caracteristicas de interés que los hacen mas apetecibles y competentes
en el mercado (Fornaris, 2007).

Comunmente, los nombres que se otorgan a los diversos tipos de tomates hacen

referencia a su lugar de origen, nombre comercial, nombre tradicional, cédigo hibrido, entre



31

otros. Sin embargo, entre los tipos de tomates mas conocidos se destacan los tomates
redondos, RAF, roma, cherry y pera (Gaspar Lasanta, 2013).

En Ecuador, la normativa INEN 2832 reconoce la variedad de tomate Solanum
Lycopersicum esculentum Mill., con cuatro tipos comerciales, que corresponden a los tomates:
“redondos”, “asurcados”, “oblongos” o “largados” y tomates “cereza” o “coctel” (INEN, 2013).
Manejo postcosecha del tomate

El tomate es un fruto climatérico, es decir tiene tendencia a producir etileno luego de la
cosecha, lo que a su vez lo hace susceptible a procesos de maduracién mas acelerados, por lo
tanto, mayor deterioro y pudricion lo que significa acortamiento de su vida util (Escalona
Contreras, Correa San Martin, & Gonzalez Olivares, 2019).

La podredumbre es una de las principales causas de deterioro en tomates durante la
postcosecha, es una hortaliza muy susceptible al ataque de insectos, plagas y enfermedades
bacterianas, fungicas y viricas. Ademas, tiene una alta tendencia a dafios mecanicos,
ocasionados por golpes, transporte, cambios de temperatura u otros factores, que repercuten
en el deterioros fisicos y quimicos que alteran la calidad nutricional y sensorial del producto
afectando su comercializacion (Escalona Contreras, Correa San Martin, & Gonzalez Olivares,
2019). Por ello, es muy importante la constante busqueda e implementacion de técnicas
postcosecha que permitan aumentar la vida Gtil del producto al mismo tiempo que se garantice

su inocuidad y calidad (Baudoin, 2017).
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Capitulo 11l
Metodologia

Ubicacion del area de investigacion

Los estudios se llevaron a cabo en los laboratorios de Bromatologia y Microbiologia de
los alimentos, de la universidad de las fuerzas armadas “ESPE”, extensién Santo Domingo.
Ubicacion politica

La investigacidn se desarrollé en el campus Santo Domingo de la universidad de las
fuerzas armadas “ESPE”, ubicada en la Hda. “Zoila Luz”, Via Santo Domingo — Quevedo Km 24,
perteneciente a la parroquia rural “Luz de América”, del cantén Santo Domingo, Provincia Santo
Domingo de los Tsachilas, pais Ecuador (ESPE, 2022).
Ubicacion geogrdfica

Geograficamente, la universidad esta localizada en las siguientes coordenadas, latitud
00°24’45” S, longitud 79°18’34”” O y una elevacion de 294 m sobre el nivel del mar (Google
Earth, 2022).
Ubicacion ecoldgica

La zona correspondiente a la parroquia rural Luz de América pertenece a la regién Costa,
se caracteriza por una geografia con terrenos alomados y pequefias planicies, tiene una amplia
presencia de rios y esteros. Se caracteriza por ser una zona climdtica lluviosa tropical himeda,
siendo su temperatura promedio entre 23 a 24 °C, su rango altitudinal de 120 a 650 msnm,
presenta una pluviosidad promedio de 3155 mm al afio, con un promedio de 287 dias de lluviay
una humedad media mensual del 90%. Sus extensiones de tierra se han dedicado
principalmente al uso agropecuario mixto, predominando el cultivo de palma africana, arboles

tropicales y ganaderia (B&G, 2015).
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Materiales
Fermentacion del mosto de tuna
Tabla 4

Recursos utilizados para la fermentacion de tunas

Materiales e Insumos Equipos Reactivos Muestras
Vaso de precipitacién 500 ml Balanza analitica Agua destilada Tuna roja
Vaso de precipitacién 1000 ml  Kit biorreactor Acido citrico (2%) Tuna amarilla
Cuchillo
Lienzo

Aislamiento de bacterias dcido ldcticas
Tabla 5

Recursos utilizados para el aislamiento de BAL a partir de mostos fermentados de tuna

Materiales e Insumos Equipos Reactivos Muestras
Cajas petri Balanza analitica Agua peptona  Mosto fermentado
Magneto Plancha calentadora Agar MRS de tuna roja
Vaso de precipitacién 25 ml  con agitacion Alcohol 70% Mosto fermentado
Vaso de precipitacién 250 ml  Autoclave Alcohol 96% de tuna amarilla
Tubos de ensayo con tapa Cédmara de flujo
rosca laminar
Asa de Driglasky Vortex
Micropipeta automatica Incubadora
1000 pL

Puntas para micropipeta
Parafilm
Mechero
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Identificacion microbiana

Tabla 6

Recursos utilizados para la identificacion microbiana de las bacterias aisladas

Materiales e Insumos Equipos Reactivos Muestras
Asa bacterioldgica Microscopio 6ptico  Agua destilada Colonias puras de
Portaobjetos Computador Cristal violeta BAL aisladas

Lugol
Mechero Alcohol cetona
Safranina

Aceite de inmersién
Perdxido de
hidrogeno 30%
Alcohol 70%

Solucion bacteriana

Tabla 7

Recursos utilizados para la preparacion de soluciones bacterianas

Materiales e Insumos Equipos Reactivos Muestras
Matraz Erlenmeyer 250 ml  Balanza analitica Agua destilada Colonias puras de
Asa bacterioldgica Plancha de MRS BROTH BAL aisladas
Algodén calentamiento con  Acido citrico
Parafilm agitacion Citrato de sodio
Mechero Autoclave
Tubos para centrifuga Camara de flujo
Atomizadores laminar

Incubadora
Centrifuga

Espectrofotémetro




Bioconservacion de tomates

Tabla 8

Recursos utilizados en la bioconservacion de tomates
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Materiales e Insumos Equipos Reactivos Muestras
Vasos de precipitacion Balanza analitica Agua Soluciones bacterianas
500 ml Autoclave destilada Tomates rifidn

Vasos de precipitacion
1000 ml

Bandejas de
poliestireno

Film plastico de cocina

Camara de flujo laminar

Incubadora
Centrifuga

Espectrofotémetro

Acido citrico

Tomates cherry

redondo

Tomates cherry pera

Tabla 9

Recursos necesarios para la caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica de los mostos de tuna

y las variedades de tomate

Materiales e Insumos

Equipos

Reactivos

Muestras

Vasos de precipitacion
100 ml

Vasos de precipitacion
250 ml

Pobreta 25 ml

Baldn aforado 250 ml
Licuadora

Cedazos

Kit de titulacion
Pipeta Pasteur

Tubos de ensayo
Micropipeta automatica

Balanza analitica
Potenciémetro
Refractémetro
Autoclave
Camara de flujo
laminar
Incubadora
Contador de
colonias

Agua destilada

Hidréxido de sodio (0.1 N)
Agua peptona

Petrifilm aerobios
Petrifilm mohos y
levaduras

Mostos de tuna
frescos

Mostos de tuna
fermentados
Variedades de
tomate rifion,
cherry redondo
y cherry pera.
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Métodos
Obtencion de la materia prima

La tuna amarilla (pulpa blanca) fue obtenida en el Mercado Cerrado “El Salto” ubicado
entre la calle Merchor de Benavides y la avenida 5 de junio de la zona céntrica de la ciudad de
Latacunga, provincia de Cotopaxi. En cambio, la tuna roja fue adquirida en el Mercado Municipal
Central, ubicado entre la calle Guayaquil y Portoviejo en la zona centro de la ciudad de Santo
Domingo de los Tsachilas.

Por otro lado, las variedades de tomate utilizadas para la bioconservacién se adquirieron
en los siguientes lugares. El tomate cherry redondo se adquirié en empaques con tarrinas
plasticas de aproximadamente 615 g, bajo el nombre “Tomate baby” de la marca comercial
“Agrovida” dentro del “mi comisariato” del Paseo Shopping Santo Domingo ubicado entre la Av.
Quito y Av. Abraham Calazacén. En cambio, los tomates rifidn y cherry pera, se compraron en el
Mercado Municipal Central de Santo Domingo mencionado anteriormente.

Fermentacion del mosto de tuna

El procedimiento descrito a continuacidn, se realizé por separado para cada tipo de tuna
utilizado en esta investigacidn, es decir, para las tunas amarillas y rojas.

Primero, se seleccionaron tunas maduras y libres de agentes extrafios. Luego, se
procedid a lavar las tunas con agua destilada, a continuacién, se realizd una desinfeccion con
acido citrico al 2%, para lo cual las tunas se sumergieron en la solucién desinfectante durante 5
minutos, luego de este tiempo se realizé un segundo lavado con agua destilada.

Una vez limpias y desinfectadas, se procedid a pesar cada tuna. Posteriormente, con
ayuda de un cuchillo se peld cada tuna y una vez eliminadas todas las cdscaras, cada tuna fue

exprimida con ayuda de un lienzo para obtener el mosto libre de semillas y pulpa. Después, en la
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balanza analitica se pesaron por separado el mosto, las cdscaras y semillas resultantes, para
realizar el correspondiente balance de materia.

Finalmente, el mosto liquido recolectado fue llevado a un biorreactor donde se
desarrollé una fermentacion discontinua durante 72 horas, en condiciones anaerobias, con
trampa de agua y agitacién constante.

Aislamiento de bacterias dcido ldcticas

Para el aislamiento de las BAL a partir del mosto fermentado, se comenzé con la
preparacion y esterilizacidn de los medios de cultivo. Se inicié con el agua peptona, para ello en
una balanza analitica se pesaron 1.62 g del medio PEPTONE WATER TM 330 y se disolvieron con
108 ml de agua destilada, a fin de obtener agua peptona al 1.5 %, el agua peptona preparada se
distribuyd en 12 tubos de ensayo cada uno con 9 mL. También, se prepard el medio sélido agar
MRS, para lo cual se pesaron 8.05 g LACTOBACILLUS MRS AGAR TM 147 que se disolvieron en
120 ml de agua destilada, con ayuda de una plancha calentadora con agitacidon y magneto. Una
vez preparados los medios, se procedié con la fase de esterilizacidn, para ello se colocaron en
autoclave los medios preparados (medio MRS y tubos con peptona), junto con 6 cajas petri de
vidrio, un asa de siembra Driglasky triangular de vidrio y puntas para micropipeta de 1000 pl.

Luego de la esterilizacidn, dentro de la cdmara de flujo laminar previamente
desinfectada con alcohol al 70 % y luz UV durante 20 minutos, se dejé enfriar el agar MRS hasta
obtener una temperatura que permitié manipularlo y transferirlo a las cajas petri, donde se
dispensaron aproximadamente 20 ml de medio en cada placa, las placas se taparon y dejaron
enfriar hasta que el medio solidificd por completo. Los tubos de peptona y demds materiales
también se llevaron a la cdmara, donde adicionalmente se introdujo una micropipeta

automatica con capacidad de 1000 pl y un mezclador VORTEX para tubos.
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Para la preparacion de las disoluciones seriadas, para cada tipo de tuna se etiquetaron 6
tubos con agua peptona con los factores desde 10 hasta 10°®, luego con ayuda de la
micropipeta automatica se tomaron 1 ml (1000 uL) del mosto fermentado y se agregaron al
primer tubo (10%), el tubo se llevé al agitador vértex donde se homogenizé la muestra durante
aproximadamente un minuto, luego se tomd 1 ml del tubo homogenizado y se transfirié al tubo
del factor 102y asi sucesivamente se repitié el procedimiento hasta obtener el la disolucién con
el factor 10°°.

A partir de las disoluciones obtenidas, se realizd la siembra en placa aplicando el
método de extension en superficie por triplicado para cada variedad de tuna. Se tomaron 100 pL
(0.1 ml) de la disolucién 10 y se colocaron en el centro del medio agar sélido, enseguida con
ayuda de un asa de Driglasky fria, previamente esterilizada con alcohol y fuego, se distribuyd la
muestra por toda la superficie del agar mediante movimientos suaves y circulares. A
continuacidn, se cerraron las cajas con Parafilm, se etiquetaron y llevaron a la incubadora a 37
°C durante 48 horas (Collins, Lyne, Grange, & Falkinham 111, 2004).

Las colonias formadas se volvieron a aislar mediante el método de estrias para obtener
cultivos puros (Leboffe & Pierce, 2011). Nuevamente, se prepararon y esterilizaron 6 cajas petri
con agar MRS, una vez listas para la siembra, con un asa bacterioldgica, previamente
esterilizada, se tomé una colonia a partir de la cual se realizé la siembra con rayado simple. Al
igual que en la siembra anterior, se realizaron siembras por triplicado para cada variedad de
tuna.

Identificacion microbiana

Identificacién microscopica. Se inicid con la preparacion de un frotis de células

microbianas, para ello en el centro de un portaobjetos se colocé una gota de agua destilada.

Seguido, con la ayuda de un asa bacterioldgica se tomd una colonia de bacterias que se diluyé y
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extendié uniformemente sobre la superficie del portaobjetos. Luego, se fijé la muestra con la
ayuda del mechero hasta secarla por completo, lo que se evidencié con una macha ligeramente
blanquecina.

Posteriormente, se procedid con la tincion Gram (Leboffe & Pierce, 2011), se inicio
afiadiendo cristal violeta durante 1 minuto al portaobjetos con la muestra fijada. A continuacion,
se agrego lugol y se dejo actuar durante 1 minuto. Después, se decolord con alcohol cetona
durante 30 segundos y finalmente se colocd safranina por 1 minuto. Luego de cada colorante
aplicado, se realizé lavados con agua destilada dejando secar la muestra antes de anadir el
siguiente reactivo. El portaobjetos seco, se llevd al microscopio dptico donde se afiadidé una gota
de aceite de inmersion para visualizar las bacterias con el lente objetivo 100x.

Identificacion bioquimica. Se realizo la prueba de catalasa, con ayuda de un asa
bacterioldgica se tomd una colonia bacteriana que se distribuyd sobre un portaobjetos limpio y
seco, sobre las bacterias extendidas se afiadieron gotas de perdxido de hidrogeno al 30% (H»0,),
se dejo actuar durante 30 segundos para detectar la formacién o no de burbujas, para
determinar la presencia o ausencia de la enzima catalasa (Leboffe & Pierce, 2011).

Identificacion molecular. Cultivos frescos de colonias bacterianas aisladas en placas de
agar MRS, fueron enviados a la empresa surcoreana de biotecnologia Macrogen, Inc. en Sedl,
donde se realizé la extraccion de ADN, amplificacion y secuenciacién del gen ARNr 16 S
mediante 2 sets de primers universales 758F/907R y 27F/1492R. Las secuencias obtenidas se
compararon mediante la herramienta en linea BLAST (NCBI, 2022), donde ingresd la secuencia
nucleotidica para ver los alineamientos y similitudes con otras secuencias de la base de datos.

Finalmente, desde NCBI se descargaron 15 secuencias nucleotidicas de ADN ribosomal
de laregion 16 S en formato FASTA, a estas secuencias se agregaron las dos obtenidas de las

bacterias aisladas de los mostos de tuna fermentados. En el software “Molecular Evolutionary
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Genetic Analysis” (MEGA), se importd el conjunto de secuencias, con las cuales se hizo un
alineamiento multiple empleando el algoritmo MUSCLE y “Neighbor joining” como método
CLUSTER. A partir de la alineacidn obtenida, se construyé un arbol filogenético con 1000
repeticiones por el método Bootstrap y p-distance.

Solucion bacteriana

Para la solucién bacteriana se inicié preparando el medio liquido MRS, con ayuda de una
plancha calentadora con agitacion, se disolvieron en 400 ml de agua destilada 22.06 g de medio
MRS BROTH TM 147. Luego de disolver completamente el medio, se lo transfiriéd a dos matraces
Erlenmeyer, cada uno con un volumen aproximado de 200 ml. Los matraces junto a un asa
bacterioldgica se llevaron a esterilizar en el autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Después, se
llevd el medio a la cdmara de flujo laminar previamente desinfectada y se esperd a que enfrié. A
continuacién, se empezo la inoculacién de las bacterias, con el asa bacterioldgica se tomaron
colonias de las BAL anteriormente aisladas y se las disolvié en el medio liquido, luego se
colocaron tapones de algoddn en los cuellos de los erlenmeyer finalizando el sellado con
parafilm. Luego de la siembra los matraces se llevaron a la incubadora a 37 °C por 24 horas para
su propagacion.

Posteriormente, se prepararon 1000 ml de solucién tampdn acido citrico-citrato de
sodio (pH 3.8), el medio liquido con las bacterias se distribuyd en tubos de centrifuga que fueron
llevados a centrifugacion (8000 rpm durante 15 minutos) para recuperar las células bacterianas.
Se eliminé el primer sobrenadante obtenido, y se realizaron lavados con el tampdn acido citrico-
citrato de sodio. Para ello, en cada tubo se le agregd 6 ml de la solucién tampén, se llevaron a la
centrifuga por 15 minutos, nuevamente se elimind el sobrenadante y se repitié el proceso con
un segundo lavado que permitié obtener sobrenadante traslicido. Después, se agregaron 5 ml

de la solucion tampdn en cada tubo y se realizé agitaciones fuertes con ayuda del vértex hasta
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disolver por completo el precipitado (Di Cagno, y otros, 2016). Finalmente, las soluciones
bacterianas se transfirieron a atomizadores 200 ml.
Bioconservacion de tomates

Los tomates de las tres variedades fueron pesados y lavados con agua destilada, luego
se les realizé desinfeccion con acido citrico (2%) durante 10 minutos. A continuacién, se les
aplicd las soluciones bacterianas derivadas de los dos tipos de tuna, se dejaron secar a
temperatura ambiente. Los tomates con la solucién bacteriana se conservaron durante 8 dias
dentro de bandejas de poliestireno cubiertas con film plastico de cocina.

Variables fisicas, quimicas y microbiolégicas analizadas

Las variables que se describen a continuacién, fueron analizadas en las tres variedades
de tomate durante los dias 4 y 8 de la bioconservacidn, a fin de evaluar sus efectos. Ademas, las
mismas variables, a excepcién del porcentaje de pérdida de peso, también se estudiaron en la
caracterizacion de los mostos de los dos tipos de tuna, amarilla y roja, antes (mostos frescos) y
después de la fermentacion (mostos fermentados).

Pérdida de peso (%pp). Para la determinacion de la pérdida de peso durante la
bioconservacién, los tomates de las tres variedades fueron pesados en los dias 0, 4 y 8. Luego,
con los pesos obtenidos se aplicé la siguiente férmula para determinar el porcentaje de pérdida
de peso (Prasad, Sharma, Sethi, & Srivastav, 2019):

(g peso incial — peso final
pérdidad de peso (%pp) = — x 100
peso incial

Concentracion ion hidréogeno (pH). Para la establecer la concentracion del ion
hidrégeno se utilizé el método potenciométrico de acuerdo a lo establecido en la normativa
INEN 389 (INEN, 1985).

Primero, se procedié a triturar los tomates con ayuda de una licuadora y un pequefio

volumen de agua destilada. Una vez homogenizado el contenido, con ayuda de un colador se
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separaron las semillas y los otros materiales sélidos presentes. A partir del liquido obtenido, se
tomaron 10 ml con una probeta y se transfirieron a un balén de aforo de 100 ml al cual se le
agrego agua destilada, se mezcld y tomé un pequeiio volumen en un vaso de precipitacion para
medir el pH, se utilizé un potenciémetro BOECO BT-675 calibrado, el electrodo del
potencidmetro se sumergid en la muestra liquida y se tomé el dato de pH arrojado por el
equipo.

Acidez titulable. Se siguid la metodologia establecida en la norma INEN 381, en la cual
se establece la acidez titulable de conservas y jugos mediate el método potenciométrico (INEN,
1985). Al igual que en la determinacién del pH, fue necesario realizar un pretratamiento a los
tomates, una vez obtenidas las muestras liquidas tomaron 25 ml y se aforaron hasta 250 ml en
matraces volumeétricos. Continuando con el andlisis, una vez lista la disolucidén se tomaron 25 ml
y se colocaron en un vaso de precipitacion de 100 ml, el vaso se llevo al potenciémetro para
determinar la medida de pH inicial. A parte, se prepararon kits de titulacion con solucion de
hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 N, en el vaso de precipitacidon con la muestra se fue agregando
gotas de NaOH y midiendo el pH hasta que se alcanzar un valor aproximado de 8.1.

A partir de los datos obtenidos se realizé el calculo de la acidez mediante la siguiente
formula (INEN, 1985).

, — (aNiM)10
= B

Donde:

A = g de 4cido en 1000 cm3 de producto

V; = cm® de NaOH usados para la titulacién de la alicuota
N; = normalidad de la solucién NaOH

M = peso molecular del acido considerado como referencia

V, = volumen de la alicuota tomada para el andlisis
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Solidos solubles (°Brix). Se determind el contenido de sélidos solubles por el método
refractométrico, segun la norma INEN 380. Para los ensayos, se consideraron las muestras
filtradas de las variedades de tomate como productos liquidos claros, de cada muestra con
ayuda de una pipeta de Pasteur se tomaron un par de gotas y se las colocaron directamente
sobre el prisma de muestreo del refractdmetro, a continuacidn, se colocd la cubierta difusora y
se ajusto el enfoque del ocular y se realizd la observacién para determinar el porcentaje en
masa de sacarosa expresado en grados % brix (°Brix) (INEN, 1985).

Analisis de aerobios, mohos y levaduras. Se realizaron recuentos microbianos mediante
placas comerciales 3M de Petrifilm™ R-AC para bacterias aerobias y Petrilm™ YM para mohos y
levaduras. La metodologia, recuento e interpretacién de los resultados se realizé de acuerdo a
las instrucciones del fabricante (3M Microbiology, 2003).

Se inicio preparando tubos con disoluciones en agua peptona de las muestras,
principalmente se utilizaron disoluciones 10y 10, con una micropipeta automatica se
tomaron 1000 pl del tubo con el factor de disolucion de interés, se retird la cubierta plastica de
la placa y colocd la muestra en el centro absorbente de la placa, despacio y evitando la
formacion de burbujas. A continuacidn, se cubrié nuevamente la placa con la cubierta plastica,
se etiquetaron los petrifilm y se llevaron a incubar durante 48 horas para aerobios y 72 horas
para los hongos. Luego de este tiempo, se realizé el recuento, donde cada punto o coloracién se
considerd como una colonia formada, el nimero de colonias se transformé a UFC/ml mediante
la siguiente ecuacion:

numero de colonias * inverso del factor de disolucién
volumen inoculado

Recuento (UFC/ml) =
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Disefio Experimental
Tipo de diseno

Con la finalidad de evaluar el efecto de los factores, tipo de tuna y variedades de
tomate, y sus interacciones sobre la bioconservacién de tomates, la investigacion se desarrollé
en base a un disefio factorial con dos factores y 2 repeticiones.
Modelo matemadtico

El modelo matematico para el disefio bifactorial con repeticiones es (Marin, 2021):

Yije =+ a; + B + (aB)ij + &iji

Parai=1,..,a;,j=1,..,b;k =1,..,n; donde:

- uesel efecto medio global.

- a; es el efecto incremental sobre la media causado por el nivel i del factor A.

- Pj es el efecto incremental sobre la media causado por el nivel j del factor B.

- (apB);j es el efecto incremental sobre la media causado por la interaccion del nivel i

del factor Ay el nivel j del factor B.

- &;ji es el término de error
Factores, niveles y tratamientos

Como se detalla en la tabla 10, se analizaron dos factores de estudio, el factor A
correspondiente a los tipos de tuna, con dos niveles: tuna amarilla y tuna roja. El factor B
representado por las variedades de tomate, donde se examinaron 3 niveles: tomate rifién,

cherry redondo y cherry pera.

En la tabla 11, se describen las interacciones entre los factores de estudio y sus niveles,

gue un total de 6 tratamientos.
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Tabla 10

Factores y niveles usados en el disefio experimental

Factores Niveles

ao: tuna amarilla

a:: tuna roja

bo: tomate rifion

B: Variedades de tomate b,: tomate cherry redondo
b,: tomate cherry pera

A: Tipos de tuna

Tabla 11

Tratamientos utilizados en el disefio experimental

N° Tratamientos Descripcion de la Interaccién

1 aobo tuna amarilla + tomate rifion

2 aob: tuna amarilla + tomate cherry redondo
3 aob; tuna amarilla + tomate cherry pera

4 aibo tuna roja + tomate rifién

5 aiby tuna roja + tomate cherry redondo

6 aib; tuna roja + tomate cherry pera

Andlisis estadistico

Mediante el programa estadistico “STATISTICA”, se realizaron analisis de varianza
ANOVA con un nivel de significancia a=0.05, para cada variable fisico quimica estudiada
(%pérdida de peso, pH, acidez titulable y sélidos solubles) en los dias 4 y 8 de la bioconservacién
de los tomates. También, se hicieron test de comparacién mediante el método Tukey (p<0.05) a
fin de encontrar los grupos significativamente diferentes.

Tabla 12

Esquema ANOVA para el estudio de la bioconservacion de tomates al aplicar soluciones

bacterianas aisladas de los mostos fermentados de dos tipos de tuna.

Fuente de variacion Grados de libertad
Factor A (tipo de tuna) a-1 1
Factor B (variedades de tomate) b-1 2
Interaccion AB (tipo de tuna x variedad de tomate) (a—1)(b-1) 2
Replicas (r—1) 1
Error 5
TOTAL abr-1 11
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Capitulo IV

Resultados

Caracterizacion fisicoquimica y microbioldgica del mosto de tuna fresco y fermentado

Como se puede apreciar en la tabla 12, las variables analizadas en el mosto de los dos
tipos de tuna varian de acuerdo a la condicién del mosto. En el caso del pH, tanto en la tuna
amarilla como en la roja, los valores en el mosto fresco son mas altos comparados con los datos
obtenidos en los mostos fermentados. Para la acidez titulable, se tomé como referencia al acido
citrico para los cdlculos, ya que es el dcido reportado con presencia en el jugo del fruto de tuna
(Lemus & Mendoza Ramos, 2011). De acuerdo a los datos obtenidos, se puede apreciar que
existe un aumento de la acidez titulable en el mosto fermentado para ambos tipos de tuna. Por
otro lado, el porcentaje de grados brix varia entre los tipos de tuna, en caso de la tuna amarilla
los valores se mantienen muy similares en mosto fresco y fermentado. A diferencia de la tuna
roja, donde el porcentaje sdlidos solubles disminuye en mayor cantidad durante la
fermentacion.

Tabla 13

Variables fisicoquimicas evaluadas en los mostos frescos y fermentados de tuna

Variable Tuna amarilla Tuna roja
Mosto Mosto Mosto Mosto
fresco fermentado fresco fermentado
pH 5.98 3.46 5.45 3.69
Acidez titulable (% ac. citrico) 0.003072 0.09728 0.00512 0.0576
Sélidos solubles (% Brix) 13.2 13.17 12 6.67

En la tabla 13, se observa el resumen del recuento de mohos y levaduras encontrados
en los mostos frescos y fermentados de los dos tipos tuna. Ademas, las figuras 1y 2 muestran

las fotografias de los petrifilm obtenidos.
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Tabla 14

Recuento de aerobios, mohos y levaduras en los mostos frescos y fermentados

Variable F.actor .d,e Unidad Tuna amarilla (TA) Tuna roja (TR)
disolucion
Mosto Mosto Mosto Mosto
fresco fermentado fresco fermentado
Aerobios 103 UFC/ml 8.0x10* 4.4 x10* 4.2 x10* 9.7 x 10*
Mohos y levaduras 10* UFC/ml  6.6x10° *MNPC 0 *MNPC

Nota. El crecimiento de mohos y levaduras (YM), en los mostos fermentados de ambos tipos de
tuna (amarilla y roja) fueron muy numerosos, por lo que se decidié reportar los resultados del

conteo de colonias como “muy numerosas para contar” *MNPC (3M Microbiology, 2003).

Figural

Resultados de los petrifilm de mohos, levaduras y aerobios analizados en el mosto de tuna

amarilla

Nota. En la figura 1 se presentan las fotografias de los resultados microbioldgicos obtenidos en
los petrifilm analizados en los mostos frescos y fermentados del tipo de (TA) tuna amarilla. (a)
petrifilm mohos y levaduras del mosto TA fresco, (b) petrifilm mohos y levaduras del mosto TA
fermentado, (c) petrifilm aerobios del mosto TA fresco, (d) petrifilm aerobios del mosto TA

fermentado.
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Figura 2

Resultados de los petrifilm de mohos, levaduras y aerobios analizados en los mostos de tuna roja

Nota. En la figura 2 se presentan las fotografias de los resultados microbioldgicos obtenidos en
los petrifilm analizados en los mostos frescos y fermentados del tipo (TR) tuna roja. (a) petrifilm
mohos y levaduras del mosto TR fresco, (b) petrifilm mohos y levaduras del mosto TR
fermentado, (c) petrifilm aerobios del mosto TR fresco, (d) petrifilm aerobios del mosto TR

fermentado.
Rendimiento de mostos extraidos a partir de dos tipos de tuna

Balance de materia

Para el balance de materia se consideraron los pesos y porcentajes de la materia prima
utilizada en la extraccion de los mostos (tabla 14), a partir de estos valores se construyo un
diagrama de flujo donde se describen las operaciones y los porcentajes respectivos de cada
proceso (figura 3).

Tabla 15

Pesos y porcentajes entrantes de la materia prima utilizada en la extraccion de los mostos

Materia prima e insumos Tuna amarilla Tuna roja
Pesos (g) Porcentaje (%) Pesos (g) Porcentaje (%)
Tuna 1985.72 79.57 2776.56 79.54
Agua destilada 500 20.03 700 20.05
Acido citrico (2%) 10 0.40 14 0.40
TOTAL 2495.72 g 100 % 3490.56 g 100 %
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Balance de materia y los procesos utilizados en la extraccion y fermentacion de mostos de dos

tipos de tuna

Tuna amarilla (TA) obtenida
en mercados de Latacunga —»
1985.72 g - 79.57.80%

MATERIA PRIMA

Tuna roja (TR) obtenida en
[ ¢— mercados de Santo Domingo

TA: 1985.72 g - 79.57% l

2776.56 g-79.54%

TR: 2776.56 g - 79.54%

Se descartaron tunas con golpes

Tunas maduras y libres de

o —>
agentes extranos

SELECCION

—> 0 presencia de patégenos

TA: 491.877 g-19.70%

TA: 1493.85 g - 59.86%

\4

Agua destilada —»

LAVADO 1

TR:377.199-10.80%

TR: 2399.37 g-68.74%

TA: 1493.85 g - 59.86%
Y

I TR: 2399.37 g - 68.74%

TA 1493.85 g - 59.86%
Agua destilada 500 g - 20.03% —
Acido citrico 10 a - 0.40%

DESINFECCION

Acido citrico (2%) por 5 minutos

TR 2399.37 g - 68.74%
Agua destilada 700 g - 20.05%
Acido citrico 14 g - 0.40%

A 4

Agua destilada ——p

LAVADO 2

\ 4

Eliminacion de cascaras

Manual con cuchillo ——»

PELADO

—» TA:469.53g-18.81%

TR: 509.61 g - 14-60 %

Lienzo de tela, separacion

A\ 4

Tunas sin cascara

de mosto pulpa y semillas
TA: 490.53 g - 19.66%
TR:445.70g-12.77 %

4—

EXTRACCION Y

FILTRADO DEL MOSTO

Merma
— TA: 55.53 g-19.66%
TR:7.250-0.20 %

Mosto liquido
\ 4

Biorreactor método
discontinuo por 72 horas

FERMENTACION

Rendimiento del mosto de tuna

TA: 970 g-38.87 %
TR: 1100 g-31.51 %

El rendimiento de los mostos liquidos extraidos a partir de los frutos de los dos tipos de

tuna, se obtuvo con los datos de los pesos obtenidos en el balance de materia descrito en la

figura 3 y aplicando la siguiente formula de rendimiento.

Rendimiento (R) =

Peso final (P.F)

* 100 %

Peso incial (P.I)
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Rendimiento del mosto tuna amarrilla (TA)

R(TA) = —209 100
= *
TN = S495.72 g 0

R(TA) = 38.87%

El porcentaje de rendimiento de mosto liquido extraido de los frutos de la tuna amarilla

fue del 38.87%.

Rendimiento del mosto tuna roja (TR)

RTR) = —29 1000
349056 g

R(TR) = 31.51%

El porcentaje de rendimiento de mosto liquido extraido de los frutos de la tuna roja fue

del 31.51%.

Identificacién microbiana de las BAL aisladas en los mostos de tuna fermentados
Resultados de la identificacion microscopica y bioquimica

Como se detalla en la tabla 15, las BAL aisladas a partir de los mostos fermentados de
los dos tipos de tuna, presentaron caracteristicas de bacterias grampositivas, ya que mediante la
tincion se observaron bacterias con coloracion violeta. Con respecto a la morfologia, la
observacién microscdpica evidencid bacterias con forma de cocos en los aislados fermentados
de ambos tipos de tuna. Finalmente, la prueba bioquimica de catalasa realizada fue negativa

para ambas bacterias, dado que no se detectd la formacion de burbujas durante el test.
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Tabla 16

Caracteristicas morfoldgicas y bioquimicas de las bacterias acido ldcticas aisladas a partir de los

mostos fermentados de dos tipos de tuna

Procedencia  Imagen microscopio 100 x  Caracteristicas Prueba catalasa

Forma cocoide

Mosto Gram positivas
fermentado
tuna amarilla Catalasa
negativa

Forma cocos

Mosto Gram positivas
fermentado
tuna roja Catalasa
negativa

Resultados moleculares de la identificacion microbiana

La identificacién molecular realizada a partir de la region 16S del ARN por Macrogen,
Inc., permitid la obtencidn de diversas secuencias, de las cuales se tomaron las obtenidas por el
promotor 27F (AGAGTTTGATCMTGGCTCAG), debido a que este promotor presentaba un mayor
numero de nucledtidos, 1071 nt para la bacteria aislada de la tuna amarillay 1160 nt para la
bacteria aislada de la tuna roja.

A partir de estas secuencias, se realizd un analisis BLAST donde se identificd que la BAL
aislada del mosto fermentado de tuna amarilla tiene una similitud del 99% con la bacteria

Leuconostoc mesenteroides y la BAL aislada del mosto fermentado de tuna roja un 98% con
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Leuconostoc pseudomesenteroides. Posteriormente, se construyé el drbol filogenético que se

muestra en la figura 4, donde se confirma los resultados obtenidos en el andlisis BLAST.

Figura 4

Arbol filogenético de las secuencias bacterianas aisladas en los mostos fermentados de dos tipos

de tuna
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Nota. Dentro de la figura 4, la secuencia de la bacteria aislada a partir del mosto fermentado de

la tuna amarilla se representa con el codigo BALTA107127F, y la proveniente del mosto

fermentado de tuna roja se indica como BALTR116027F. La secuencia de Klebsiella aerogenes

fue utilizada como grupo externo.

Resultados estadisticos

Andlisis de varianza

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos de los analisis de varianza

(ANOVA) realizados para las variables fisicoquimicas: porcentaje pérdida de peso, pH, acidez

titulable y sdlidos solubles, durante los dias 4 y 8 de la bioconservacion.
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Analisis de varianza para la variable porcentaje de pérdida de peso (%pp)

Tabla 17

Andlisis de varianza obtenido para la variable porcentaje de peso (%pp) en el dia 4 de

bioconservacion

Fuente Sumade Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
cuadrados libertad medio
Factor A 2.33994 1 2.339947 44749.00 0.000000
Factor B 6.516315 2 3.258158 62308.81 0.000000
AB 2.948661 2 1.474330 28195.01 0.000000
Repeticion 0.000326 1 0.000326 6.23 0.054800
Error 0.000261 5 0.000052
TOTAL 11.80551 11

Nota. Los datos de los valores-P que estan sefialados con coloracidn roja, indican la presencia de
diferencias significativas (p < 0.05). La tabla ANOVA esta recuperada y adaptada a partir del
ANOVA obtenido en el programa STATISTICA.

En la tabla 16, se muestra el analisis de varianza para la variable porcentaje pérdida de
peso (%pp) en el dia 4 de bioconservacion. Se muestran diferencias significativas en el factor A:
tipos de tuna; factor B: variedades de tomate y la interaccidn AB: tipo de tuna y variedad de
tomate. Las repeticiones no mostraron diferencias significativas lo que indica normalidad en la
toma de datos.

Tabla 18

Andlisis de varianza obtenido para la variable porcentaje de peso (%pp) en el dia 8 de

bioconservacion

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
cuadrados libertad medio
Factor A 2.51160 1 2.51160 3836.16 0.000000
Factor B 21.12477 2 10.56238 16132.73 0.000000
AB 9.42165 2 4.71082 7195.20 0.000000
Repeticion 0.00132 1 0.00132 2.01 0.215069
Error 0.00327 5 0.00065
TOTAL 33.06261 11
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En latabla 17, se presenta el ANOVA para la variable %pp en el dia 8 de
bioconservacién, se evidencian diferencias significativas en: factor A tipos de tuna, factor B
variedades de tomate y la interaccion AB tipo de tuna con variedad de tomate. Sin embargo, no

se mostraron diferencias significativas en las repeticiones lo que indica normalidad de los datos.

Analisis de varianza para el potencial de hidrégeno (pH)
Tabla 19

Andlisis de varianza obtenido para la variable pH en el dia 4 de bioconservacion

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
cuadrados libertad medio
Factor A 0.0114 1 0.0114 1.05 0.351487
Factor B 0.0649 2 0.0324 3.00 0.139366
AB 0.0025 2 0.0012 0.11 0.894478
Repeticion 0.0271 1 0.0271 2.50 0.174441
Error 0.0541 5 0.0108
TOTAL 0.1599 11

Nota. La tabla ANOVA esta recuperada y adaptada a partir del ANOVA obtenido en el programa
STATISTICA.

El ANOVA para la variable pH del dia 4 de bioconservacién de la tabla 18, indica que no
existen diferencias significativas (o= 0.05) para ninguno de sus factores, A: tipo de tuna, B:
variedades de tomate. Tampoco en la interaccién AB (tipo de tuna y variedad de tomate), ni en
las réplicas realizadas.
Tabla 20

Andlisis de varianza obtenido para la variable pH en el dia 8 de bioconservacion

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razén-F Valor-P
cuadrados libertad medio
Factor A 0.0234 1 0.0234 0.564 0.486428
Factor B 0.1345 2 0.0673 1.621 0.286666
AB 0.0062 2 0.0031 0.075 0.928850
Repeticion 0.0271 1 0.0271 0.652 0.455919
Error 0.2075 5 0.0415
TOTAL 0.3987 11
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El ANOVA para la variable pH del dia 8 de la bioconservacién, se mantiene similar al dia

4, ya que como se puede apreciar en la tabla 19, no se evidencian diferencias significativas en

ninguno de sus factores (tipo de tuna y variedades de tomate), tampoco en su interaccién, ni en

las réplicas realizadas.

Analisis de varianza para el porcentaje de acidez titulable

Tabla 21

Andlisis de varianza obtenido para la variable acidez titulable en el dia 4 de bioconservacion

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
cuadrados libertad medio
Factor A 1.43E-08 1 1.43E-08 70.700 0.000390
Factor B 4.55E-08 2 2.27E-08 112.112 0.000070
AB 5.99E-08 2 2.99E-09 14.774 0.007969
Repeticion 3.50E-11 1 3.50E-11 0.172 0.695192
Error 1.01E-11 5 1.03E-10
TOTAL 6.68E-08 11

El andlisis de varianza obtenido para la acidez titulable, calculada en referencia el acido

citrico, en el dia 4 de bioconservacion se encuentra representado en la tabla 20 que muestra

diferencias significativas para el factor A tipos de tuna; factor B variedades de tomate y la

interaccion AB. Mientras que las repeticiones no se presentan diferencias significativas, lo que

indica normalidad.

Tabla 22

Andlisis de varianza obtenido para la variable acidez titulable en el dia 8 de bioconservacion

Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
cuadrados libertad medio

Factor A 4.92E-10 1 4.92E-10 17.308 0.008822

Factor B 3.28E-08 2 1.64E-08 577.000 0.000001

AB 3.81E-09 2 1.91E-09 67.154 0.000244

Repeticidon 2.18E-12 1 2.18E-12 0.777 0.792613
Error 1.42E-10 5 2.84E-11
TOTAL 3.72E-08 11 1.88E-08




En la tabla 21 se presenta el ANOVA para la variable acidez titulable del dia 8 de
bioconservacioén, se identifican diferencias significativas en: factor A tipos de tuna; factor B
variedades de tomate y la interacciéon AB. Con respecto a las repeticiones, no se presentan
diferencias significativas.

Analisis de varianza para el contenido de sélidos solubles (%Brix)

Tabla 23

Andlisis de varianza obtenido para la variable sélidos solubles en el dia 4 de bioconservacion
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Fuente Suma de Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
cuadrados libertad medio
Factor A 0.06750 1 0.06750 1.2310 0.317703
Factor B 4.26500 2 2.13250 38.8906 0.000897
AB 0.19500 2 0.09750 1.7781 0.261047
Repeticion 0.14083 1 0.14083 2.5684 0.169921
Error 0.27417 5 0.05483
TOTAL 4.94250 11

En la tabla 22 se muestra el analisis de varianza realizado para la variable sélidos

solubles durante el dia 4 de bioconservacién. El ANOVA muestra diferencias significativas para el

factor B, variedades de tomate. Mientras que para los tipos tuna (factor A), las interacciones
entre tipo de tuna y variedade de tomate (AB) y repeticion no se detentan diferencias
significativas.

Tabla 24

Andlisis de varianza obtenido para la variable sélidos solubles en el dia 8 de bioconservacion

Fuente Sumade Grados de Cuadrado Razon-F Valor-P
cuadrados libertad medio
Factor A 0.16333 1 0.16333 1.6443 0.255969
Factor B 2.28500 2 1.14250 11.5017 0.013471
AB 0.22167 2 0.11083 1.1158 0.397509
Repeticion 0.40333 1 0.40333 4.0604 0.100001
Error 0.49667 5 0.09933
TOTAL 3.57000 11
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En la tabla 23, se presenta el andlisis de varianza obtenido para el contenido de sdlidos solubles

en el dia 8 de bioconservacién, el cual solo muestra diferencias significativas para el factor B,

variedades de tomate. No se evidencian diferencias significativas en el factor A, interacciéon AB ni

las repeticiones.

Pruebas de significancia Tukey para las variables fisicoquimicas analizadas

Pruebas de significancia Tukey para el Factor A (tipo de tuna)

Tabla 25

Resultados de la prueba de significancia Tukey para el factor A (tipos de tuna) en las variables

fisicoquimicas

Factor A %pp pH

Acidez titulable %Brix

Dia 4 Dia 8 Dia 4 Dia 8
Tunaamarilla  0.203® 2.493* 4.512* 4.515*
Tuna roja 1.087% 1.578% 4.450* 4.603"

Dia 8 Dia 4 Dia 8

0.000212* 0.000137% 1.90* 2.03
0.000143%  0.000124% 1.75% 2.27°

Figura 5

Grdfico de cajas para la variable porcentaje
pérdida de peso %pp segtin el factor A

Box Plot of multiple variables grouped by Tipo de tuna
Mean; Box: Mean+SE; Whisker: Mean+2*SD
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Figura 6

Grdfico de cajas para la variable pH segun el

factor A
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Figura 7 Figura 8
Grdfico de cajas para la variable acidez titulable Grdfico de cajas para la variable sdlidos solubles
segun el factor A %Brix segun el factor A
Box Plot of multiple variables grouped by Tipo de tuna Box Plot of multiple variables grouped by Tipo de tuna
Mean; Box: Mean+SE; Whisker: Mean+2*SD Mean; Box: Mean+SE; Whisker: Mean+2*SD
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Conforme a los resultados de la prueba Tukey para el factor A (tipos de tuna), se puede
evidenciar en la figura 5, que para la variable porcentaje pérdida de peso, se encontraron dos
grupos significativamente diferentes, en el dia 4 fue la tuna roja la que presentoé la media mas
alta (1.087 %pp), seguido de la tuna amarilla (0.203 %pp). En cambio, en el dia 8 de la
bioconservacién es la tuna amarilla la que tiene la media con el valor mas alto (2.49 %pp).

Para la variable acidez titulable, se muestran dos grupos significativamente diferentes
en ambos dias de bioconservacién, siendo la tuna amarilla la que tiene las medias mas altas,
0.000212 para el dia4 y 0.000137 en el dia 8, tal y como se muestra en los diagramas de cajas
de la figura 7.

En la tabla 24, asi como en las figuras 6 y 8, se evidencia que en las variables de pH y
%Brix, las medias se mantienen similares, por lo tanto, no hay diferencias significativas y solo se

identifica un solo grupo estadistico en ambos tipos de tuna.
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Pruebas de significancia Tukey para el Factor B (variedades de tomate)

Tabla 26
Resultados de la prueba de significancia Tukey para el factor B (variedades de tomate) en las

variables fisicoquimicas

Factor B %pp pH Acidez titulable %Brix
Dia 4 Dia 8 Dia 4 Dia 8 Dia 4 Dia 8 Dia 4 Dia 8
Rifion 0.223% 0.476° 4.572* 4.623* 0.000134% 0.000129® 1.05¢ 1.73F
Cherryredondo  1.682" 3.719* 4.393* 4.410" 0.000265" 0.000195* 1.93® 1.98°
Cherry pera 0.032¢ 1.911® 4.478% 4.645% 0.000134% 0.000067¢ 2.50" 2.75%
Figura 9 Figura 10
Grdfico de cajas para la variable porcentaje Grdfico de cajas para la variable pH segun el
pérdida de peso %pp segun el factor B factor B
Box Plor of multiple variables by Variedades de tomate Box Plor of multiple variables by Variedades de tomate
Mean; Box: MeantSE; Whisker: Mean+2*SD Mean; Box: MeantSE; Whisker: Meant2*SD
7 52
o . H pHdia 4
° = Q.’ig 3?2‘13 T 5.0 B EH dia8

T 1 ++.+'

rifion cherry redondo cherry pera rifion cherry redondo cherry pera

Variedades de tomate Variedades de tomate
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Figura 11 Figura 12

Grdfico de cajas para la variable acidez titulable Grdfico de cajas para la variable sdlidos solubles
segun el factor B %Brix segun el factor B

Box Plor of multiple variables by Variedades de tomate Box Plor of multiple variables by Variedades de tomate
Mean; Box: Mean+SE; Whisker: Mean+2*SD Mean; Box: Mean+SE; Whisker: Mean+2*SD
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Conforme a los resultados de la prueba tukey para el factor B (variedades de tomate), en
la variable porcentaje de pérdida de peso (figura 9), se identificaron 3 grupos significativamente
diferentes, el tomate cherry redondo tuvo el valor mas alto (1.682 %pp), seguido del tomate
rifion (0.223 %pp) y tomate cherry pera (0.032 %pp) en el dia 4 de bioconservacién. Para el dia
8, el tomate cherry redondo se mantiene como la variedad con mayor pérdida de peso (3.719
%pp), la siguiente variedad es el tomate cherry pera (0.032 %pp) y por ultimo el tomate rifion
(0.476 %pp).

Con respecto al pH (figura 10), las medias de las variedades de tomate no presentan
diferencias significativas y constituyen un solo grupo estadistico homogéneo.

Para la variable acidez titulable (figura 11), en el dia 4 se identificaron 2 grupos
significativamente diferentes, el tomate cherry redondo es la variedad con el valor mas alto

(0.000265), los tomates rifion y cherry pera presentaron la misma media (0.00134) y por lo tanto
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pertenecen al mismo grupo. En el dia 8, se identificaron 3 grupos significativamente diferentes y
fue el tomate cherry redondo tuvo la acidez mas alta (0.00195)

Finalmente, la comparacién de medias para la variable contenido de sdlidos solubles
(figura 12), identificd 3 grupos significativos en el dia 4, siendo la variedad de tomate cherry
pera la que mayor valor presenta (2.50 %brix), seguido del tomate cherry redondo (1.93 %brix) y
finalmente el tomate rifion (1.05 %brix). Al contrario, en el dia 8 se identificaron 2 grupos
significativos, la variedad cherry pera se mantienen como la de mayor valor (2.75 %brix),
seguido por el tomate cherry redondo y rifion con valores de 1.98 %brix y 1.73 %brix,

respectivamente.

Pruebas de significancia Tukey para la interaccion AB (tipo de tuna con variedades de

tomate)

Tabla 27

Resultados de la prueba de significancia Tukey para la interaccion AB (tipo de tuna con

variedades de tomate) en las variables fisicoquimicas

Interaccién %pp pH Acidez titulable %Brix

Dia 4 Dia 8 Dia 4 Dia 8 Dia 4 Dia 8 Dia4 Dia8
aobo 0.028° 0.329° 4.585* 4.610" 0.000147°¢ 0.000154° 1.00" 1.80"°
aob: 0.549° 3.528% 4.440" 4.355" 0.000330" 0.000177® 1.95* 1.95%°
aob> 0.036° 3.622% 4,510 4.580" 0.000160°¢ 0.000079% 2.75* 3.05"
aibo 0.418¢ 0.623¢ 4.560" 4.635" 0.000122° 0.000105° 1.10" 1.65°
aib; 2.815" 3.911" 4.345% 4.465" 0.000200° 0.000212" 1.90" 2.00"°
aib, 0.028° 0.201F 4.445% 4710 0.000108° 0.000054" 2.25% 2.45°°




Figura 13

Efectos de los tratamientos (interaccion AB) sobre el porcentaje de pérdida de peso en el dia 4

Interacciéon AB
Variable %pp
Current effect: F(2, 5)=28195., p=.00000. Effective hypothesis decomposition Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figura 14

Efectos de los tratamientos (interaccion AB) sobre el porcentaje de pérdida de peso en el dia 8

Interaccion AB
Variable %pp
Current effect: F(2, 5)=7195.2, p=.00000. Effective hypothesis decomposition Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Como se observa en la tabla 26, la comparacién de medias de la variable porcentaje de
pérdida de peso muestra 4 grupos diferentes, siendo la interaccidn de la tuna roja con el tomate
cherry redondo la que presenta la media mas alta, 2.815 %pp (figura 13).

En los analisis del dia 8, la prueba Tukey mostré 5 grupos significativamente diferentes,
y al igual que en el dia 4, la interaccién de la tuna roja con el tomate cherry redondo es la que

tiene los valores mas altos, con una media de 3.91 %pp (figura 14).

Figura 15

Efectos de los tratamientos (interaccion AB) sobre la variable pH en el dia 4

Interaccion AB

Variable pH
Current effect: F(2, 5)=.11404, p=.89448. Effective hypothesis decomposition. Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Figura 16

Efectos de los tratamientos (interaccion AB) sobre la variable pH en el dia 8

Interaccion AB

Variable pH
Current effect: F(2, 5)=.07491, p=.92885. Effective hypothesis decomposition. Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Con respecto a la variable pH, la prueba tukey (tabla 26) no mostro diferencias
significativas entre las distintas interacciones evaluadas, tanto para el dia 4 (figura 15) como en
el dia 8 (figura 16), los valores de pH resultantes de los tratamientos aplicados correspondientes
a las interacciones de los tipos de tuna con las variedades de tomate, tienen valores de medias

muy similares.



Figura 17

Efectos de los tratamientos (interaccion AB) sobre la variable acidez titulable en el dia 4

Interaccién AB
Variable Acidez tituable
Current effect: F(2, 5)=14.774, p=.00797. Effective hypothesis decomposition. Vertical bars benote 0.95 confidence intervals
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Figura 18

Efectos de los tratamientos (interaccion AB) sobre la variable acidez titulable en el dia 8

Interaccion AB
Variable Acidez titulable
Current effect: F(2, 5)=67.154, p=.00024. Effective hypothesis decomposition. Vertical bars denote 0.95 confidence intervals
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Para los analisis de la variable acidez titulable, en el dia 4 la prueba Tukey (tabla 26)
identifico 4 grupos significativamente diferentes. La interaccion de tuna amarilla con tomate
cherry redondo es la que mayor valor de acidez titulable presenta (0.000330), ademas las
interacciones de tuna amarilla con tomate rifién y la tuna amarilla con tomate cherry pera
pertenecen a un mismo grupo homogéneo. Las interacciones de tuna roja con tomate rifiény
tomate cherry pera son las que menor acidez presentan 0.000122 y 0.000108, respectivamente.
En cambio, para el dia 8 la prueba tukey de la variable acidez identifico 6 grupos
significativamente diferentes, el valor mas alto fue de la interaccién tuna roja con tomate cherry
redondo (0.000212), y el mas bajo para la interaccién tuna roja con tomate cherry pera
(0.000054). En las figuras 16 y 17, se muestran claramente estas diferencias entre las
interacciones ya que las lineas estan muy dispersas.

Figura 18

Efectos de los tratamientos (interaccion AB) sobre la variable solidos solubles en el dia 4 de
bioconservacion

Interaccion AB
Variable %Brix

Current effect: F(2, 5)=1.7781, p=.26105. Effective hypothesis decomposition. Vertical bars benote 0.95 confidence intervals
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Figura 19
Efectos de los tratamientos (interaccion AB) sobre la variable sélidos solubles en el dia 8 de

bioconservacion
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En las figuras 18 y 19, se muestra que las interacciones de los tipos de tuna con las
variedades de tomate con respecto a la variable contenido de solidos solubles en los dias 4 y 8
de bioconservacion. Estos gréaficos confirman los resultados de la prueba tukey (tabla 26), que

demuestran que no existen diferencias significativas entre los tratamientos aplicados ya que sus

medias son muy cercanas.



Andlisis de componentes principales

Tabla 28

Matriz de correlacion de componentes principales
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< " M ® p j‘é

B O < © 5 S N N

o © 8 8 x x o o

s ¢ : : § & % 3

X X o o X X < <
%pp dia 4 1.000 0.553 -0.535 -0.310 0.000 -0.218 0.266 0.734
%pp dia 8 0.553 1.000 -0.430 -0.507 0.540 0.296 0.672 0.503
pHdia4d -0.535 -0.430 1.000 0.706 -0.359 -0.068 -0.333 -0.305
pHdia8 -0.310 -0.507 0.706 1.000 -0.167 -0.013 -0.645 -0.521
%Brix dia 4 0.000 0.540 -0.359 -0.167 1.000 0.892 0.153 -0.317
%Brix dia 8 -0.218 0.296 -0.068 -0.013 0.892 1.000 -0.118 -0.466
Acidez dia 4 0.266 0.672 -0.333 -0.645 0.153 -0.118 1.000 0.633
Acidez dia 8 0.734 0.503 -0.305 -0.521 -0.317 -0.466 0.633 1.000

En la tabla 27 se presenta la matriz de correlacién de las componentes principales con

las variables fisico quimicas evaluadas durante los dias 4 y 8 de la bioconservacion.

De acuerdo, con los valores obtenidos la variable porcentaje de pérdida de peso del dia

4 se correlaciona con el porcentaje de pérdida de peso en el dia 8 (0.553) y la acidez titulable del

dia 8 (0.734). Para el dia 8 el porcentaje de pérdida de peso se correlaciona con el contenido de

solidos del dia 4 (0.540) y la acidez en los dias 4 y 8 (0.672 y 0.503). Por otro lado, Para la

variable pH, el dia 4 se correlaciona con el dia 8 (0.706) y la variable %Brix dia 4 se correlaciona

con el dia 8 (0.892).

Ademds, con la figura 9, podemos notar que las correlaciones mas cercanas se

encuentran entre las variables porcentaje pérdida de peso con acidez, contenido de solidos del

dia 4 con el dia 8 y la variable pH del dia 4 con el dia 8.
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Figura 9
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La figura 10, muestra el dendrograma formado por diferentes conglomerados mediante

el método jerarquico de grupos vecinos mas cercanos, y se puede observar estrecha similitud
entre los tratamientos de tuna amarilla con tomate rifion, tuna roja con tomate cherry peray

tuna amarilla con tomate cherry pera. Por otro lado, el tratamiento mas alejado y con menor

relacidn es el de tuna roja con tomate cherry redondo.

Resultados microbiolégicos

Los resultados de los analisis microbiolégicos se presentan en la tabla 31. Para el dia 4

de conservacidn, se realizd recuento de mohos y levaduras en petrifilm a una disolucién 103. En

cambio, en el dia 8 se analizaron aerobios a una disolucién 10™. Ademas, para este andlisis se
incluyeron controles donde se analizaron las tres variedades de tomate sin aplicar ningun tipo

de solucidn bacteriana. Como se puede notar, los controles presentan mayor nimero de

unidades formadoras de colonias tanto para mohos, levadura y aerobios en comparacion con los

tratamientos en los que aplicaron las soluciones bacterianas de las tunas roja y amarilla.

Tabla 29

Resultados de recuentos de mohos y levadura (YM) en el dia 4 y aerobios (AC) en el dia 8 de

bioconservacion de los tomates

Tratamiento Unidad YMdia4d ACdia8
Tuna amarilla + tomate rifion UFC/ml  2.5x10* 2.0x10°
Tuna amarilla + tomate cherry redondo ~ UFC/ml  3.2x10* 2.0x10*
Tuna amarilla + tomate cherry pera UFC/ml  85x10* 4.0x10*
Tuna roja + tomate rifién UFC/ml  9.9x10* 9.0x10*
Tuna roja + tomate cherry redondo UFC/ml  6.5x10* 5.4x10°
Tuna roja + tomate cherry pera UFC/ml  6.4x10* 6.0x10*
Controles
Tomate rifion UFC/ml 9.30x10* 6.60x10°
Tomate cherry redondo UFC/ml  1.98x10° 3.2x10°
Tomate cherry pera UFC/ml  2.33x10° 1.4x10°
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Capitulo V
Discusidn

Rendimiento del mosto de tuna

De acuerdo a los resultados obtenidos, se pudo evidenciar rendimientos muy similares
(mayores al 30%) para los mostos liquidos extraidos de ambos tipos de tuna, amarilla y roja.
Estos porcentajes de rendimiento, coinciden con los reportados en otras investigaciones, como
la de (Aquino Bolafios, y otros, 2012) donde evaluaron los componentes de 7 variedades de
Opuntia ssp., y obtuvieron rendimientos de pulpa muy variados entre 28.79 hasta 62.94%. En
otra investigacion, donde Unicamente se analizé la especie Opuntia ficus-indica (L.). Mill, se
encontraron rendimientos entre 43 a 57% para la pulpa del fruto, sin embargo, dentro de estos
valores también se incluyen los rendimientos de las semillas que pueden ser de 2 al 10% (Piga,
2004). Por lo tanto, los rendimientos obtenidos en las tunas analizadas en esta investigacion,
38.87% tuna amarillay 31.51% tuna roja, se encuentran dentro los rangos normales, ya que en
el mosto liquido analizado solo se consideran los rendimientos de la pulpa excluyendo por
completo a las semillas.
Caracteristicas fisicoquimicas del mosto de tuna

Los valores de pH obtenidos en los mostos frescos de los dos tipos de tuna estudiadas
fueron muy cercanos, tuna amarilla pH=5.98 y tuna roja pH=5.45, estos valores coinciden con los
reportados por (Terdn, Navas, Petit, Garrido, & D'Aubeterre, 2015), donde el pH de la pulpa de
tuna espafola fue de 5.982 con desviacion +0.379. Asi mismo, otras investigaciones reportan un
pH promedio de 5.04 en el jugo de Opuntia ficus-indica (Lemus & Mendoza Ramos, 2011) y
rangos de pH desde 5.3 a 7.1 para las pulpas de los frutos de tuna (Piga, 2004).

Por otro lado, la disminucidn del pH en los mostos es una caracteristica comun de los

procesos fermentativos, sobre todo en el caso de fermentaciones con presencia de bacterias
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acido l3cticas, que debido a su metabolismo producen acido lactico y en consecuencia generan
disminuciones del pH. (Verdn, y otros, 2019) fermentaron el jugo de tuna con Lactobacillus
plantarum y obtuvieron una disminucién de pH de 5.5. a 3.7. Tal y como ocurrié en nuestras
fermentaciones donde luego de las 72 horas, el pH de la tuna amarilla disminuyé de 5.98 a 3.46
y de 5.45 a 3.69 en la tuna roja.

Con respecto a la acidez titulable, los porcentajes obtenidos en los dos tipos de tuna y
en las dos condiciones del mosto, se encuentran dentro de los requerimientos establecidos en la
normativa INEN para las tunas, en la que se establece un % acidez titulable en base al 4cido
citrico maxima de 1.08 (INEN, 2009). Ademas, los valores obtenidos en el mosto fermentado de
la tuna roja (0.0576%), son muy cercanos a los promedios reportados por otras investigaciones
0.056% (Lemus & Mendoza Ramos, 2011), 0,012% (Teran, Navas, Petit, Garrido, & D'Aubeterre,
2015) y (Piga, 2004) donde los rangos de acidez se encontraron entre 0.05-0.18.

En lo que respecta al porcentaje de sélidos solubles expresados en %Brix, es un
pardmetro que varia mucho de acuerdo a las variedades de tuna que se estudien. Por ejemplo,
(Aquino Bolafos, y otros, 2012) estudiaron 7 variedades y reportaron valores en un rango de
9.67-14.12 °Brix, en el estudio de otras dos variedades se reportd 13.07 °Bx para la variedad
Villanueva y 15.39 para la tuna Cardona (Rodriguez Martinez, 2007), otro estudio en el que solo
se analizd el jugo de la tuna Opuntia ficus-indica reportd un promedio de 15.67 grados brix
(Lemus & Mendoza Ramos, 2011). A pesar de esta gran variabilidad, los valores obtenidos en
nuestros dos tipos de tuna se asemejan a los valores reportados por otras investigaciones y
ademds cumplen con la normativa establecida en la INEN donde los °Bx minimos aceptados son
10 (INEN, 2009). En la presente investigacion, los valores obtenidos en los mostos frescos fueron
de 13.2y 12 %, para la tuna amarilla, el valor se mantuvo muy similar luego de la fermentacion

ya que, los sdélidos solubles medidos correspondieron a 13.17%. Al contrario, la tuna roja si
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evidencid un cambio de casi la mitad, el valor correspondiente al fermentado fue de 6.67%. Sin
embargo, esto se encuentra dentro de la normalidad de acuerdo con las investigaciones de
(Verdn, y otros, 2019), donde los valores de sdlidos solubles tipicamente altos encontrados las
pulpas de los frutos de tuna, son indicativos de que sus jugos son una buena fuente de azlcares
para el desarrollo de microorganismos. Por lo tanto, es comun que los valores de sélidos
solubles disminuyan durante los procesos de fermentaciéon como indicativos del desarrollo y
proliferacién de microorganismo (Di Cagno, y otros, 2016).
Caracteristicas microbioldgicas del mosto de tuna

Histéricamente, las fermentaciones tradicionales han aprovechado los microorganismos
naturalmente presentes en el ambiente, especies vegetales y/o animales para su beneficio,
sobre todo en la elaboracion de alimentos, atribucidén de caracteristicas deseadas y
mejoramiento de propiedades funcionales (Tamang, Shin, Jung, & Chae, 2016). Generalmente,
el objetivo de los procesos fermentativos es aumentar la proliferacion de microorganismos, ya
sea, que estos se agreguen externamente como indculos iniciales o estén presentes desde el
inicio de manera autdctona (Ojeda-Linares, I., Vallejo, Lappe-Oliveras, & Casas, 2020). Tal y
como se pudo apreciar, con los recuentos obtenidos en las placas petrifilm de los mostos frescos
y fermentados, de ambos tipos de tuna, la presencia de microorganismos fue evidente desde el
momento cero.

En el caso de la tuna amarilla, la presencia de mohos y levaduras fue relativamente alta
y aumento aun mas con la fermentacién. Al contrario de las bacterias aerobias que
disminuyeron un poco en la relacion con el conteo inicial.

Para la tuna roja, la presencia de mohos y levaduras en el mosto inicial no fue

detectable a la disolucién sembrada, sin embargo, luego de las 72 horas de fermentacién se
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evidencid un gran crecimiento, la presencia de las bacterias aerobias fue evidente desde el
mosto fresco y aumentaron luego de la fermentacién.

Con estos resultados, podemos afirmar que los mostos de los dos tipos de tuna
analizados, amarilla y roja, presentaron microorganismos autdctonos ya que estdn presentes
desde los mostos frescos. Ademas, la fermentacion aplicada permite obtener en ambos tipos de
tuna, alta proliferacién de mohos y levaduras. Por otro lado, en el caso de los aerobios, la tuna
amarilla presento una tendencia de disminucion, lo que podria ser una consecuencia de la
competencia por nutrientes con los mohos y levaduras, ya que estos ultimos creen en grandes
cantidades durante el proceso fermentativo.

Identificacion microbiana de las bacterias aisladas en los mostos fermentados de tuna

Los resultados obtenidos a partir de los andlisis microbioldgicos, bioquimicos y
moleculares, confirmaron que las bacterias encontradas en los aislados de los mostos
fermentados si corresponden a bacterias acido lacticas. Cada tipo de tuna estudiado presenté
una especie diferente de bacteria, en mosto fermentado de tuna amarilla la BAL identificada fue
Leuconostoc mesenteroides y Leuconostoc pseudomesenteroides en la tuna roja. Ambas
bacterias se encuentran dentro del género Leuconostoc spp., caracterizado por bacterias acido
lacticas mesdfilas, heterofermentativas obligadas, de morfologia cocoide irregular,
grampositivas, inmoviles y catalasa negativa (Holland & Liu, 2011). Leuconostoc mesenteroides
es una bacteria nativa de las plantas (Schlegel, 1997) y ademds es muy utilizada en la produccién
de vegetales fermentados (Gordana R., 2006). Algunas de las caracteristicas tipicas del género
Leuconostoc spp, se pudieron distinguir durante los analisis de identificacidon en nuestras
bacterias aisladas. Adicionalmente, en otra investigacidn sobre el estudio de los jugos
fermentados de tuna se encontraron cepas autdctonas de Leuconostoc mesenteroides (Di

Cagno, y otros, 2016). Por lo tanto, podemos confirmar que en los mostos fermentados de los
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dos tipos de tuna Opuntia ficus-indica analizados, tuna amarilla y roja, son buenas fuentes para
el aislamiento de bacterias acido lacticas del género Leuconostoc spp. Sin embargo, las tunas
también pueden ser fuente de especies de BAL beneficiosas como Lactobacillus, Weissella,
Enterococcus, entre otras, que se han reportado en otras investigaciones (Verdn, Di Risio, Isla, &
Torres, 2017).

Bioconservacion de las variedades de tomate

Los tomates son una hortaliza climatérica, es decir, son muy vulnerable a rapidos
procesos de maduracion debido a su capacidad para producir etileno, lo que cominmente
afecta el manejo postcosecha, ya que durante la maduracion se pueden desarrollar reacciones
bioquimicas que desencadenan cambios fisioldgicos que impactan negativamente en la calidad y
tiempo de vida util (Ramirez, y otros, 2004). Otro aspecto importante a considerar es que el
tomate, al igual que otras especies vegetales, puede alterar sus caracteristicas de acuerdo con la
variedad, zona de produccién y sobre todo las condiciones a las que se someten (FAO, 2007).

El andlisis de variables como porcentaje de pérdida de peso, pH, acidez y sélidos
solubles, permiten evaluar la calidad del tomate durante su almacenamiento. En lo que respecta
al porcentaje de pérdida de peso obtenido en este estudio, los resultados demuestran que la
variedad de tomate cherry redondo fue la que presento valores mas altos en ambos dias de
conservacién. Ademds, los tratamientos en los que se aplicé las BAL de tuna roja mostraron
medias mas altas, y como es de esperarse, la combinacidn de tuna roja con tomate cherry
redondo fue la que mas porcentaje de pérdida de peso presento en los dias 4 y 8, con valores de
2.81 %pp y 3.91 %pp, respectivamente. La pérdida de peso se considera una consecuencia de los
procesos de transpiracion que realizan los tomates durante su almacenamiento y se la puede
considerar como una caracteristica indicadora para la pérdida de calidad, ya que la disminucidn

del contenido de agua desencadena dafios en la integridad fisica de la hortaliza y por ende de su
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calidad (Hernandez Yépez, 2013). Por esa razén, elegimos a la interaccion de la tuna amarilla con
el tomate rifidn como el tratamiento mas favorable, debido a que genera el menor porcentaje
de pérdida de peso durante los 8 dias de conservacién de tomate.

Con respecto a la variable pH, no se presentaron diferencias significativas en ninguno de
los dias de bioconservacion. El pH promedio obtenido fue de 4.57, estos valores coinciden con
otras investigaciones donde se reporta que usualmente el tomate presenta valores de pH
comprendidos entre 4.15 a 4.80 (Ordofiez Santos, 2006). Sin embargo, cuando los tiempos de
conservacién son extensos hay una tendencia de aumento de los valores de pH, incluso hasta
alcanzar valores neutros que los hacen mas susceptibles a ataques microbianos (Hernandez
Yépez, 2013). A pesar de que no se presentaron diferencias significativas, los tratamientos que
reportaron valores de pH mas bajos fueron: solucién BAL de tuna roja + tomate cherry redondo
(pH =4.34) y tuna amarilla + tomate cherry redondo (pH=4.53).

En lo que respecta a la acidez titulable, si se detectaron diferencias significativas en los
dos dias de conservacion y para los factores A, B y sus interacciones. El tratamiento de la tuna
amarilla + el tomate cherry redondo fue el que mayores valores de acidez presento en el dia 4
(0.000330 g &c. citrico/1000 cm?). En cambio, para el dia 8 la acidez mas alta estuvo presente en
el tratamiento de la tuna roja con el tomate cherry redondo (0.000212 g ac. citrico/1000 cm?).
Comparando los dos dias de conservacidn, se notd una tendencia general de disminucidn de la
acidez conforme aumentaban los dias de conservacidn, esto se explica como un cambio
metabdlico natural durante el almacenamiento de productos hortofruticolas, ya que en estas
condiciones los acidos organicos muestran tendencia a convertirse en azlcares (Hernandez
Yépez, 2013). Otro, aspecto importante a considerar en el pardmetro de la acidez, es que varia
mucho de acuerdo a la variedad que se analiza (Ordofiez Santos, 2006). Esta caracteristica, pudo

evidenciarse en nuestros datos, ya que, en ambos dias de control, la acidez fue
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significativamente diferente para el factor B (variedades de tomate), y fue la variedad tomate
cherry redondo la que reporto valores de acidez titulable mas altos 0.00025 en dia 4 y 0.000195
para el dia 8.

El contenido de sélidos solubles también puede ser muy variado, dependiendo de la
variedad y etapa de madurez de la hortaliza durante su cosecha. Generalmente, se consideran a
los sélidos solubles, expresados en grados brix, como un parametro que permite estimar la
madurez de los tomates. Otras investigaciones han reportado que durante la maduracion del
tomate se producen pequeiios aumentos en los valores de los sdlidos solubles, hay una
tendencia de fase de incremento durante los primeros dias de almacenamiento, luego se
producen descensos debido a que, una vez alcanzada la madurez, los tomates empiezan a
transpirar en mayor cantidad lo que desencadena el consumo de mas azlcares y por ende la
disminucién de °Brix (Hernadndez Yépez, 2013). Con los datos obtenidos, podemos confirmar un
patrén de aumento en el contenido de los sdlidos solubles durante los 8 dias de conservacion,
ya que los valores de solidos solubles obtenidos en el dia 8 fueron mayores a los del dia 4.
Ademas, las variedades de tomate si influyen significativamente en el contenido de los sélidos
solubles, siendo el tomate cherry pera el que reporta valores mas altos, 2.5 %Brix parael diady
2.75 %Brix en el dia 8.

Por otro lado, los recuentos microbioldgicos mostraron que los aerobios, mohos y
levaduras tienen mayor crecimiento en los tomates a las cuales no se les aplico ninguna solucién
bacteriana. Los tratamientos de tuna roja presentaron menor crecimiento que los grupos
control, pero mayor en comparacién con los de tuna amarilla. La interaccién de tuna roja con
tomate cherry redondo fue la que mayor crecimiento de aerobios obtuvo, en cambio, para
mohos y levaduras, hubo mayor crecimiento en la interaccién de tuna roja con tomate rifién. Las

poblaciones microbianas de aerobios, mohos y levaduras normalmente se incrementan durante
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el almacenamiento de tomates, las aplicaciones de tratamientos ayudan a controlar las
contaminaciones microbianas haciendo mas lenta la propagacidn de estos microorganismos y
por ende, extendiendo la vida util del producto (Hernandez Yépez, 2013).

En definitiva, los resultados obtenidos nos indican que la aplicacidn de las soluciones
bacterianas si influye en los cambios fisicos, quimicos y microbiolégicos de los tomates durante
su conservacion, sobre todo los tratamientos con la solucion BAL de la tuna amarilla, es decir
Leuconostoc mesenteroides, esta bacteria ya ha reportado buenos resultados en estudios de
actividad antimicrobiana, atribucién sensorial y mantenimiento de la integridad de productos
alimenticios (Di Cagno, y otros, 2016). Sin embargo, como se pudo notar las variedades de
tomate también influyen en las variables y por ello, en algunas ocasiones la combinacién de la
tuna roja con ciertas variedades es la que genera mejores respuestas, recordemos que las dos
bacterias aisladas comparten el mismo género y por ende muchas caracteristicas metabdlicas.

Finalmente, de acuerdo con los resultados fisico quimicos y microbioldgicos analizados,
el tratamiento de la solucién bacteriana obtenida de la tuna amarilla en combinacidén con la

variedad de tomate rifion, es la que mejores resultados de bioconservacién presenta.
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Capitulo VI
Conclusiones

El rendimiento de los mostos obtenidos a partir de dos tipos de tuna Opuntia ficus
indica, fueron similares, sin embargo, fue la tuna amarilla la que obtuvo mayor porcentaje de
rendimiento 38.87%.

Con respecto a las variables fisicoquimicas evaluadas en los dos tipos de tuna, antes y
después de la fermentacién, permitié identificar que el pH del mosto fresco tiene valores mas
altos en comparacion con los del mosto fermentado, asi mismo, los porcentajes de acidez
titulable aumentaron con la fermentacidn, a diferencia del contenido de sélidos solubles que
disminuyd. Ademas, los analisis microbioldgicos mostraron que la fermentacién beneficia el
crecimiento y proliferacion de mohos, levaduras y aerobios.

Los procesos de fermentacion discontinua de los mostos obtenidos de la los frutos de
tuna, permiten el aislamiento de bacterias autdctonas. En nuestra investigacion los dos tipos de
tuna permitieron el aislamiento dos especies de bacterias acido lacticas, pertenecientes al
mismo género. A partir de la tuna amarilla, se aisld a la bacteria Leuconostoc mesenteroidesy
Leuconostoc pseudomesenteroides de la tuna roja. Por lo tanto, concluimos que el tipo de tuna
influye sobre la especie bacteriana aislada.

En lo que respecta a la bioconservacién de los tomates, podemos concluir que el tipo de
tuna si influye sobre la bioconservacién de los tomates, ya que la solucién bacteriana del tipo de
tuna amarilla, Leuconostoc mesenteroides fue la que presento mejores efectos sobre la variables
fisico quimicas y microbioldgicas analizadas en los tomates durante 8 dias de bioconservacion.
También, concluimos que las variedades de tomate estudiadas si influyen sobre las variables

fisico quimicas y microbioldgicas durante la conservacion, ya que los analisis de pérdida de peso,
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acidez titulable y contenido de solidos solubles difirieron significativamente entre las variedades
de tomate.

Por ultimo, concluimos que los tratamientos aplicados, resultantes de las interacciones
entre los tipos de tuna y las variedades de tomate, si influyen en los resultados de la
bioconservacién, y es la interaccion entre la tuna amarilla con el tomate rifidn el tratamiento
gue mejor efecto de bioconservacion presenta, ya que a los 8 dias de conservacidn el porcentaje
de pérdida de peso fue de 0.329%, se obtuvo un pH de 4.610, una acidez titulable 0.000154% &c.

citrico y un valor de 1.80% Brix.
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Recomendaciones

Referente a la utilizacion de los tipos de tuna, se recomienda la utilizacion del tipo de
tuna amarilla, ya que es la que mejor valor de rendimiento reporta, ademds presenta valores de
pH, acidez, solidos solubles y contenidos microbianos beneficiosos.

Con respecto, al aislamiento de bacterias dcido lacticas, se recomienda la aplicacidn de
fermentaciones por metodo discontinuo, porque benefician a la proliferacion de los
microorganismos autéctonos de interés que estan presentes en el mosto de tuna. De acuerdo,
con los resultados de esta investigacién, se recomienda la fermentacién de la tuna amarilla
porque permite el aislamiento de Leuconostoc mesenteroides, una especie de bacteria acido
lactica, que tiene multiples beneficios en la fermentacién de alimentos.

Segun los resultados obtenidos en esta investigacion, se recomienda la aplicacién de
soluciones bacterianas obtenidas de la BAL Leuconostoc mesenteroides aislada a partir del
mosto fermentado de tuna amarilla, en especial en interaccidon con tomates de la variedad
rifion, ya que es el tratamiento que mejores caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas

presentaron durante los 8 dias de bioconservacion.
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