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RESUMEN

La mora de castilla (Rubus glaucus Benth) es un cultivo andino con propiedades
nutricionales y antioxidantes, cuya ingesta potencia el sistema inmunologico y reduce
el riesgo de desarrollar enfermedades degenerativas y cardiovasculares. Sin embargo,
es una de las frutas mas perecederas debido a su alta tasa de respiracién y la carencia
de céscara que protege la calidad de la fruta, lo que la vuelve susceptible al ataque

microbiano y rapido deterioro, que constituye un problema para su comercializacion.

Esta investigacion tuvo como objetivo estimar la vida atil de mora de castilla (Rubus
glaucus Benth) a partir del recubrimiento de celulosa bacteriana producida por
Komagataeibacter xylinus, aplicada en la calidad postcosecha de la mora de castilla,

con la finalidad de mejorar las caracteristicas tanto fisicoquimicas como nutricionales.

El tratamiento con recubrimiento de biofilm de celulosa bacteriana a temperatura de
4°C permitio aumentar la vida de anaquel de la fruta hasta 9 dias, ademas de mantener
su textura, color, olor y sabor caracteristicos, es decir que el biofilm generado a partir
de Komagataeibacter xylinus, puede ser utilizado como agente antimicrobiano, en

recubrimientos comestibles para frutas, verduras, carnes, etc.

Palabras claves: Vida util, mora de castilla, celulosa bacteriana, recubrimiento,

biofilm.
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ABSTRACT

The Blackberry (Rubus glaucus Benth) is an Andean crop with nutritional and
antioxidant properties, whose intake potentiates the immune system and reduces the
risk of developing degenerative and cardiovascular diseases. However, it is one of the
most perishable fruits due to its high respiration rate and the lack of peel that protects
the quality of the fruit, which makes it susceptible to microbial attack and rapid

deterioration, which is a problem for commercialization.

The objective of this research was to estimate the useful life of Castile mulberry (Rubus
glaucus Benth) from the coating of bacterial cellulose produced by Komagataeibacter
xylinus, applied in the postharvest quality of the Mora de Castilla, with the purpose of

improving both physicochemical characteristics as nutritional.

The treatment with biofilm coating of bacterial cellulose at a temperature of 4 °C
allowed to increase the shelf life of the fruit up to 9 days, in addition to maintaining its
characteristic texture, color, smell and taste, that is to say that the biofilm generated
from Komagataeibacter xylinus, can be used as an antimicrobial agent, in edible

coatings for fruits, vegetables, meats, etc.

Key words: Useful life, arrera de castilla, bacterial cellulose, coating, biofilm.
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INTRODUCCION

La mora es un alimento destinado para todo tipo de consumidor, que presenta un alto
indice de deterioro perjudicando asi el tiempo de anaquel, por tal razén el presente
proyecto pretende estimar el tiempo de vida Util de mora de castilla mediante el

recubrimiento de celulosa bacteriana producida por Komagataeibacter xylinus.

Ademaés, es apreciada por la agroindustria y en el mercado de productos frescos
Garzon et al., (2009). Las caracteristicas morfologicas de la mora y las malas
condiciones pre y post cosecha, como la manipulacion, transporte, envasado, provocan
pérdidas de peso, cambios de color, disminucion del contenido de compuestos
bioactivos, ablandamiento y pudricion (Bernal-Roa et al., 2011), por lo que la hacen
susceptible al atague microbiano y al rapido deterioro, los mismos que constituye un

problema para la agroindustria.

La demanda exigente de frutas de buena calidad, asi como la importancia de la ingesta
de fruta en la prevencion de enfermedades cronicas, fundamentan el estudio de
tratamientos que presentan a las frutas en su forma natural, manteniendo sus cualidades
fisicas, nutritivas y sensoriales, ademas de minimizar pérdidas postcosecha y

enfermedades transmitidas por alimentos.

La creciente demanda por alimentos frescos, de calidad y de vida atil extendida, ha
fomentado la investigacion y el desarrollo de recubrimientos comestibles
(Tharanathan, 2003).

Por estas razones la investigacion se orienta a traves de la tecnologia de recubrimiento
con celulosa bacteriana producida con Komagataeibacter xylinus en mora de Castilla
(Rubus glaucus Benth), con la finalidad de que la fruta estudiada prolongue el tiempo
de vida util. Los recubrimientos comestibles son matrices continuas y delgadas
elaboradas a partir de polisacaridos, lipidos o proteinas o una mezcla de éstos, que son
aplicados sobre la superficie del producto (Quintero et al., 2010). Deben tener
propiedades mecanicas que garanticen adhesividad, no afecten al color y olor del

alimento (Figueroa et al., 2011).
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El desarrollo de tecnologias postcosecha, mediante la aplicacion de recubrimientos
comestibles con base en polimeros y antimicrobianos naturales permite proteger al
alimento y a la vez fortalecer la textura, mantener la apariencia general y controlar las
pérdidas de peso durante el periodo de conservacion y almacenamiento (Méndez,
2008). La combinacion del recubrimiento con la temperatura de almacenamiento
adecuada, es capaz de prolongar la vida util postcosecha de las frutas y mantener su

calidad sensorial y nutricional (Almenar et al., 2010).

XVii



CAPITULO |

MARCO TEORICO
1.1 Antecedentes investigativos

La mora de Castilla (Rubus glaucus Benth) es una baya dura formada por pequefias
drupas de color rojo a negro brillante y de sabor agridulce con propiedades
nutricionales (NTE INEN 2427, 2010). Es considerada un fruto no climatérico, fragil
a la manipulacion y al ataque de hongos. Los principales efectos de un deficiente
almacenamiento son la pérdida de peso, pérdida de textura, cambios en el color, el
sabor y el aroma, los cuales estan acompafiados por pudricion debido principalmente
a bacterias como Erwinia, Pseudomonas y a mohos como Penicillium, Botrytis,
Aspergillus y Fusarium, que pueden provocar importantes perdidas en la postcosecha
(Ramirez et al., 2013).

Por lo tanto la mora de Castilla es un cultivo perecedero por su estructura fragil y alta
susceptibilidad al dafio mecénico debido a la manipulacidn postcosecha, por lo que el
rapido deterioro en la fruta dificulta su comercializacion y genera pérdidas economicas
al agricultor (Freire Salazar, 2012). Por tal razon, en los tltimos afios las industrias
procesadoras se han visto en la necesidad de extender el tiempo de vida Util de este
tipo de fruta. En Tungurahua, provincia que genera alrededor del 41% de la produccion
total de la fruta, las pérdidas post cosecha ascienden a 200 Tm, lo que representa 62

hectareas de terreno de siembra perdidas (INEC, 2000).

Debido a esta gran problematica, una solucién al problema es la aplicacion de un
recubrimiento a base de un polimero comestible biodegradable (celulosa bacteriana)
que no afecte o pueda comprometer el estado del alimento. Entre los méetodos de
conservacion postcosecha estan los recubrimientos y coberturas comestibles que se
utilizan en las frutas y hortalizas con el fin de extender su vida Gtil y mantener su

calidad, para asi evitar pérdidas postcosecha (Oliveira et al., 2013).

A continuacion se presentan algunos estudios que abarcan diferentes métodos de

recubrimiento de frutas y desinfeccion con radiacion ultravioleta de onda corta:



- Alban, Ramos, & Nufiez (2010) observaron un estudio de la vida util de fresas
(Fragaria vesca) mediante tratamiento con luz ultravioleta de onda corta UV-C, que
los tratamientos con radiacion UV-C provocan un mejoramiento en la calidad de la
fresa, en consecuencia se lo puede utilizar como alternativa para prolongar el tiempo
de vida atil de las mismas e influyen directamente sobre los parametros de calidad e
inocuidad. Ademas las propiedades fisico-quimicas de las fresas no son influenciadas
por los tratamientos con radiacion UV-C; el utilizar la radiacion UV-C como medio
de destruccion de microorganismos en fresas (Fragaria vesca) contribuye en la
reduccion de la carga microbiana, existiendo una relacion directa entre el tiempo de
exposicion, distancia de las lamparas UV-C en contacto con las fresas y la letalidad de
los microorganismos, por tanto, se determinGd que el mejor tratamiento es a una
distancia de 40 cm por un tiempo de 7,5 min de exposicion a la radiacion VC-C y el

tiempo de vida util del mismo es de 10 dias.

- Castro & Gonzalez (2010) en la evaluacion fisico-quimica de la efectividad de un
recubrimiento comestible en la conservacién de uchuva (Physalis peruviana L. var.
Colombia), consideran que la utilizacion de los recubrimientos comestibles como una
alternativa de conservacién para aumentar el tiempo de vida util de diferentes
tratamientos, especialmente de frutas y hortalizas, se deben considerar técnicas como
la inmersion y el pintado de un recubrimiento comestible de gelatina, aceite de
orégano, fibra prebidtica, los resultados que obtuvieron fueron la reduccion de la
actividad metabolica en los frutos recubiertos en 36% menos con respecto a los frutos
control, las pérdidas de peso disminuye el 17.67%, aumento de la vida Gtil en un

promedio del 33% e incremento de la fibra prebidtica al 8%.

- Trejo-Marquez et al., (2007) estudiaron el efecto de la aplicacion de un
recubrimiento comestible a base de gelatina sobre la calidad de fresa almacenada en
refrigeracion; en esta investigacion se utilizé un recubrimiento comestible a base de
gelatina, tween 60, glicerol y acido acetico; observaron una reduccion significativa en
la respiracion por efecto de los tratamientos y una inhibicion del crecimiento de hongos
por el recubrimiento comestible en las fresas tratadas. Por lo tanto, se prolongé su vida
atil hasta el décimo dia. Es decir, la aplicacién del recubrimiento comestible sirvié de
barrera protectora a la transferencia de gases y migracion humedad, evitando la perdida

de firmeza en 70%, mejorando asi la calidad durante su vida en postcosecha.



- Alvarado et al., (2007) en un estudio realizado sobre “Tiempos de vida Util de
naranjillas recubiertas con quitosano almacenadas a temperaturas constantes y
variables”, concluyd que las peliculas de quitosano retardan la pérdida de humedad y
extienden el periodo de almacenamiento a temperaturas de 20°C o superiores, a
temperaturas bajas el efecto es minimo, a 7°C se pueden conservar las frutas durante

un mes.

Dentro de las bacterias del acido acético (BAA), se ha informado que diferentes
géneros son productores de celulosa, tales como Gluconacetobacter, Acetobacter y
Komagataeibacter (Gullo et al., 2012). Komagataeibacter xylinus es considerado un
modelo de produccién microbiano debido a su capacidad de utilizar azicares como
fuente de carbono para la produccién de celulosa bacteriana (CB) producida a través
de cultivos liquidos en estado estatico. Por ello es importante determinar de qué
manera se realizara la experimentacion, debido a que el sistema de cultivo para la

obtencion de CB influye en el rendimiento y caracteristicas fisicas del film obtenido.

Aunque los sistemas agitados o aireados pueden proporcionar mayor produccion de
CB, muestran algunas desventajas con respecto al sistema estatico, ya que existen
mayores probabilidades de que se presente la deformacion o irregularidad del film
terminado, ya que Krystynowicz et al., (2002) mencionan que los sistemas agitados
y forzados muestran varias desventajas, incluida la alta frecuencia de mutantes
celulares y la formacién de particulas de celulosa similares a esferas, una forma

irregular de CB en suspension fibrosa, esferas, granulos o masa irregular.

Por estas razones la investigacion se orienta a traves de la tecnologia de recubrimiento
con celulosa bacteriana producida en un sistema estatico con Komagataeibacter
xylinus en mora de Castilla (Rubus glaucus Benth), con la finalidad de que la fruta
estudiada prolongue el tiempo de vida atil. Los recubrimientos comestibles son
matrices continuas y delgadas elaboradas a partir de polisacaridos, lipidos o proteinas
0 una mezcla de éstos, que son aplicados sobre la superficie del producto (Quintero
Juan et al., 2010). Deben tener propiedades mecéanicas que garanticen adhesividad, no
afecten al color y olor del alimento (Figueroa et al., 2011).



La sintesis de celulosa bacteriana es un proceso dependiente de la energia (Ross et al.,
1991), y por lo tanto, en un medio que tiene solo glucosa como fuente de energia, la

oxidacion de glucosa a gluconato prevalece sobre la sintesis de celulosa bacteriana.

Varias especies de bacterias pueden producir CB, incluidos los géneros Rhizobium,
Agrobacterium y Sarcina y el grupo de bacterias acido acéticas (BAA) (Chawla
Prashant et al., 2009). Dentro de BAA, la CB es producida por especies de los géneros
Acetobacter, Gluconacetobacter y Komagataeibacter. Las cepas que se reconocen
como los productores més importantes pertenecen a la especie Komagataeibacter
xylinus que se considera el organismo modelo en los estudios de la sintesis de CB
(Benziman et al., 1980). La formacion de CB por Komagataeibacter xylinus se reporta
para varios nichos que contienen azucares y etanol, como frutas, vinagres, nata de coco
y té de Kombucha, donde se desarrollan en la superficie de liquidos en fermentacion
y quedan atrapados en la matriz de exopolisacéridos (Sievers et al., 1995).

1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General
Estimar la vida util de mora de castilla (Rubus glaucus Benth) a partir del

recubrimiento de celulosa bacteriana producida por Komagataeibacter xylinus.

1.2.2 Objetivos Especificos

e Obtener celulosa bacteriana a partir de Komagataeibacter xylinus.

o Identificar la estructura de la celulosa bacteriana mediante microscopia
electrénica de barrido.

e Determinar el efecto del recubrimiento en la vida de anaquel de la mora de

Castilla (Rubus glaucus Benth).



1.3 Hipdtesis

1.3.1 Hipotesis nula
Ho: EI recubrimiento comestible a partir del recubrimiento de celulosa bacteriana
producida por Komagataeibacter xylinus no tiene efecto significativo en la estimacion

de vida util de mora de castilla (Rubus glaucus Benth).

1.3.2 Hipotesis alternativa
Ha: El recubrimiento comestible a partir del recubrimiento de celulosa bacteriana
producida por Komagataeibacter xylinus tiene efecto significativo en la estimacion de

vida util de mora de castilla (Rubus glaucus Benth).

1.4 Sefialamiento de variables de la hipotesis

1.4.1 Variable Independiente
Recubrimiento comestible de celulosa bacteriana producida por Komagataeibacter

xylinus.

1.4.2 Variable dependiente

Calidad Microbiologica de mora de Castilla (Rubus glaucus Benth).



CAPITULO 11

METODOLOGIA
2.1 Materiales

2.1.1 Mora de castilla
Se cosecharon 5 kilos de mora de castilla (Rubus glaucus Benth), provenientes de un
cultivo ubicado en el sector Alobamba Km 10 via a Riobamba, canton Ambato,
provincia de Tungurahua. Una vez cosechadas en horas de la mafiana, fueron
transportadas inmediatamente a los laboratorios de la Facultad de Ciencia e Ingenieria
en Alimentos de la Universidad Técnica de Ambato, mismos donde se llevo a cabo los

correspondientes analisis.

Previo al analisis de las moras, la fruta fue clasificada para eliminar moras que se
encontraban en mal estado. La fruta se coseché en estado de madurez tipo 4, es decir
fruto de color rojo oscuro (Figura 1), de acuerdo a lanorma (NTE INEN 2427, 2010).

20000900
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Figura 1: Carta de color de mora de Castilla. (NTE INEN 2427, 2010).

2.1.2 Cepa bacteriana
Se realizd el analisis del grupo de bacterias acido acéticas (BAA) comerciales y
productoras de CB, de la cual se selecciond la cepa Komagataeibacter xylinus
K2G30=UMCC2756, la cual es una cepa comercial que fue adquirida de la coleccion
DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,

Braunschweig, Alemania).



2.2.3 Materiales

e Glucosa e Hidroxido de sodio 0,01 %

e Peptona e Fenolftaleina

e Extracto de levadura e Acido acético 0,01 %

e Fosfato disodico e Agar PDA

e Acido citrico e Agar Nutritivo

e Agua destilada e Glicerol 100%

e Agua de peptona e Hidroxido de sodio 0,1 N
2.2 Métodos

2.2.1 Produccion
La investigacion esta enfocada en la produccion de celulosa bacteriana mediante
Komagataeibacter xylinus K2G30=UMCC2756, orientando su uso como
recubrimiento de mora de castilla (Rubus glaucus Benth) y su efecto en la vida dtil,
con la finalidad de mejorar las propiedades microbiolégicas para la satisfaccion del

consumidor.

2.2.2 Composicién del medio H-S
Para la obtencion de celulosa se aplica la metodologia descrita por (Hestrin &
Schramm, 1954); en la que se describe un medio estandar para produccion de celulosa

bacteriana. La composicion del medio de cultivo se detalla en la Tabla 1.

Tabla 1: Composicién del medio de cultivo.

Medio de cultivo Componentes g/L pH
Glucosa 20
Peptona 5
H-S Extracto de levadura 5 6
Fosfato disddico 2,7
Acido citrico 1,15

Fuente: (Hestrin & Schramm, 1954).



2.2.3 Produccion de celulosa bacteriana con cepas comerciales
Para la produccién de celulosa bacteriana (CB) tanto en medio de cultivo liquido, como
cultivo solido se wutilizd la cepa de coleccion, Komagataeibacter xylinus
K2G30=UMCC2756 (Gullo et al., 2017).

2.2.4 Obtencion de celulosa bacteriana en medio liquido
La produccién de la membrana de celulosa bacteriana se realizé a temperatura de 30°
C y 15 dias de incubacion, estas condiciones han sido reportada dentro del rango
Optimo de crecimiento y produccién en forma de pelicula en la superficie (Romling &
Galperin, 2015). La incubacion de los cultivos sera de forma estética para la

formacion de CB en capas superpuestas (Gullo et al., 2018).

2.2.5 Obtencion de cepa en medio sélido
La obtencion de la cepa Komagataeibacter xylinus se realizé en medio H-S sélido en
condiciones aerobias; la temperatura de crecimiento es de 30° C por un tiempo de

incubacidn de 48 horas.

2.2.6 Almacenado de la cepa
Una vez obtenida la cepa bacteriana Komagataeibacter xylinus, se suspendié en medio
H-S liquido en un tubo cénico para centrifuga (Falcon TM), se homogeniza durante
30 segundos en un agitador vortex (Labnet, USA), posteriormente se toma un mililitro
de la solucion y se trasvasa a un tubo de microcentrifuga (Eppendorf) con 15
microlitros de glicerol que actuard como anticongelante, finalmente se almacenan las

muestras a -80°C dentro del ultracongelador (Binder, Germany).

2.2.7 Lavado del film y aplicacion del recubrimiento
El recubrimiento con celulosa bacteriana se elaboré segin el método desarrollado por
(Hestrin & Schramm, 1954), una vez obtenida la celulosa bacteriana (film), se realizo
un lavado con agua destilada, ademas se blanquea con hidroxido de sodio 0,01 % por
15 minutos, con la finalidad de eliminar las bacterias y eliminar el color del medio del

film.

Después se realizd nuevamente un lavado con agua destilada hasta que no queden
restos de hidréoxido de sodio mediante titulacion con fenolftaleina, finalmente un

ultimo lavado con agua destilada previo al almacenado de la celulosa.



2.2.8 Almacenado de la celulosa bacteriana
Se almacena los films en refrigeracion en una solucion de acido acético 0,01 %. La

finalidad de aquello es que la CB se encuentre estable en la solucion acida.

2.2.9 Aplicacion
Una vez obtenido el film, se le aplica un secado en estufa con la finalidad de que la
humedad del film no afecte los resultados finales de las muestras. Las moras se
recubren con la celulosa, de manera que la muestra quede completamente cubiertas

por el film de celulosa bacteriana.
2.3 Andlisis fisico-quimico y microbioldgico

2.3.1 Determinacion de acidez titulable (IDT)
Se determino la acidez por medio de una titulacion acido-base con una solucion de
alcali estandarizado, expresando los resultados de la acidez titulable como el
equivalente en masa de acido citrico. La determinacion de la acidez titulable se la
realizd con una solucion volumétrica patron de hidroxido de sodio en presencia de
fenolftaleina como indicador. Segin Sandoval (2009) el valor de factor de correccion

para acido citrico es de 0,064.

Se pes6 5 gramos de muestra de mora con recubrimiento y sin recubrimiento en una
balanza analitica (Mettler Toledo, USA), se trasvaso la muestra al vaso valorador del
titulador automatico (Mettler Toledo, USA) completando la solucién hasta los 50
mililitros con agua destilada, se homogeniz6 la muestra obteniendo una curva de
neutralizacion a un pH de 8,13; valor experimental en el que se titula la fenolftaleina,

finalmente se registro el volumen de NaOH consumidos en el ensayo.

Acidez = Volumen de NaOH = Factor de correccién

2.3.2 Determinacion de solidos solubles totales (°Brix)
El indice de refraccion se lo midié a temperatura ambiente, usando un refractometro
(Atago, Japdn). Se trituré la muestra de mora con recubrimiento, posteriormente se

anoto el resultado de la muestra en °Brix después de 18 dias en ultracongelacion.



2.3.3 Indice de madurez
Se obtiene de la relacion entre el valor minimo de los solidos solubles totales (°Brix)
y el valor maximo de la acidez titulable, Se expresa como °Brix / % é&cido citrico.
(NTE INEN 2427, 2010)

SST (°Brix)
Acidez Titulable

indice de madurez =

2.3.4 Pérdida de peso por ultracongelacion
Para la pérdida de peso por ultracongelacion las muestras de mora se colocaron en un
recipiente sin tapa dentro del ultracongelador (Binder, Germany), se trabajé con 18
muestras de mora con recubrimiento y sin recubrimiento a -80°C + 2 durante 18 dias,
en la que se registrd el peso de la matriz alimenticia diariamente con el fin de

determinar la variacion de peso.

2.3.5 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)
La CB obtenida por la cepa seleccionada se caracterizO para determinar sus
caracteristicas microestructurales. Para el andlisis de la morfologia de la celulosa
bacteriana, se evaluaron pequefios trozos de CB con un microscopio electronico de
barrido (TESCAN, 2014). Las muestras se recubrieron con pequefias particulas de oro
con el fin de obtener una superficie conductora y poder observar la estructura fisica de

la celulosa bacteriana.

2.3.6 Andlisis de vida util
Para el analisis de vida util se desarrollaron dos metodologias, la primera por
ultracongelacion por medio de la pérdida de peso y la segunda por recuento de mohos,

levaduras, bacterias Psicrotrofas y aerobios mesofilos.

Para el analisis por ultracongelacién se basé la experimentacion en la pérdida de peso
por porcentajes para los dos tratamientos, debido a que a una temperatura de -80°C,

no va existir crecimiento de ningun tipo de microorganismo.
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Ademaés se determino el tiempo de vida atil de la mora de Castilla, se realizaron
conteos de crecimiento de mohos y levaduras segun la norma ecuatoriana (NTE INEN
1529-10, 2013) y conteo de crecimiento de bacterias Psicrotrofas (ICMSF, 1982) y
aerobios mesofilos segun la norma (NTE INEN 1529-5, 2006), a diferentes
temperaturas: 4°C £ 2; 25°C £ 2y 37°C = 2.

Para el analisis, se trabajo en una camara de flujo laminar (Optimar, Singapur) se
colocé 1 g de muestray 9 mL de agua de peptona en tubos de ensayo, donde para todos
los casos, cada dilucidn se sembré por duplicado realizandose diluciones decimales
102,10y 10°.

Para mohos y levaduras la siembra fue en superficie y las placas se incubaron durante
24 horas a 25°C. Las placas para aerobios mesoéfilos se sembraron en profundidad y
fueron incubadas durante 24 horas a 37°C.

2.3.7 Azucares reductores

Para la cuantificacion de azucares reductores se aplica el método de Miller (1959), los
azucares reductores pueden reducir al &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) bajo
determinadas condiciones. La concentracién de los azlcares reductores totales
liberados en la muestra se determina haciendo la curva patrén del azucar utilizado,
graficando la absorbancia en funcién de la concentracion. Para la aplicacion del
método DNS de Miller se necesita preparar el reactivo DNS, disolviendo 0,8 g de
NaOH en agua destilada, luego se adicionan 15 g de tartrato de sodio y potasio tetra
hidratado y 0,5 g de DNS (&cido 3,5-dinitrosalisilico).

Esta mezcla se afora a 50 mL con agua destilada y se almacena en un frasco ambar a
4°C. La concentracion de azucares reductores se determina utilizando una curva de
calibracion absorbancia en funcién de la concentracion. Para obtener esta curva se
prepararon soluciones de 0-100 mg / mL utilizando glucosa como estandar. A estas
soluciones se agregd DNS y se ley6 la absorbancia a 540 mm de cada una de ellas en
un espectrofotometro (ThermoFisher, USA). (Ramona et al., 2012).

11



2.4 Disefio experimental

Se utiliz6 un disefio AXB con 6 tratamientos (ver tabla 2). Se realizd dos cosechas de
mora en diferentes tiempos, los andlisis se realizaron en los dias 1, 3, 5y 8 por

duplicado.

Tabla 2: Factores y niveles del disefio experimental.

Factores Niveles

a0: Con Recubrimiento

al: Sin Recubrimiento
b0: 4

B: Temperatura (°C) bl: 25

b2: 37

A: Tipo de tratamiento

2.5 Andlisis Estadistico

Los resultados se analizaron mediante un analisis de varianza (ANOVA) utilizando el

programa R Project for Statistical Computing.
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Analisis y discusion de resultados

La mora fue cosechada en estado de madurez tipo 4, es decir un fruto de color rojo
oscuro para los correspondientes analisis experimentales. Los pardmetros
fisicoquimicos como acidez titulable, solidos solubles, indice de madurez, pérdida de
peso por ultracongelacién, fueron evaluados al primer y ultimo dia de analisis, con el
fin de determinar el efecto del film de recubrimiento en los dos tratamientos durante
18 dias (Anexo C).

Los resultados de la estructura de la celulosa bacteriana por microscopia electronica

de barrido (SEM), vida Util y azUcares reductores se reportan en tablas del anexo D.

3.1.1 Determinacion de acidez titulable (IDT)
La acidez se expresa en porcentaje de acido citrico por 100 gramos de material vegetal
fresco. Se realizd el analisis cada 5 dias, este parametro fue disminuyendo a lo largo
del tiempo; la acidez inicial de la mora se encontr6 en 2,34 % de acido citrico, mientras
que en el dia 18, la mora recubierta con el film disminuyé el porcentaje de acidez hasta
un valor promedio de 1,6850 %, la muestra sin recubrimiento tuvo un valor promedio
de 1,8278 % de acido citrico. Se puede visualizar (ver tabla 4) que la mora con
recubrimiento se encuentra dentro del rango maximo de consumo 1,8 segun la norma
(NTE INEN 2427, 2010), a diferencia de la mora sin recubrimiento que su valor sale
del rango de aceptacion. Segin Wills & Burgos Gonzéalez (1998) la disminucion de
acidez podria deberse a un efecto de la concentracion, producto de la pérdida de agua
de la fruta durante su almacenamiento, es decir que a temperaturas de congelacion la

acidez tiende a degradarse.

Ademas Soares et al, (2014) trabajaron en la validacion de un método para la
determinacion de cuatro acidos en pulpa congelada, donde demuestran que existe la
pérdida de &cido citrico en los primeros dias de almacenamiento, especialmente en
frutas demasiado acidas como la pifia, ya que estas tienden a perder mayormente su

contenido de acido citrico en los primeros dias de almacenamiento.
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3.1.2 Determinacion de solidos solubles totales (°Brix)
Para medir los grados °Brix de la mora congelada a -80°C + 2 a los 18 dias, se procedio
con un proceso de descongelacion progresiva, se mezclé el producto con el liquido
formado durante el proceso de descongelaciéon y se procedié a medir la cantidad
de solidos solubles de la pulpa, obteniendo un valor promedio de 10,4 en la muestra
con recubrimiento y 9,88 para muestra sin recubrimiento, es decir que el tratamiento
con recubrimiento tiene la mayor capacidad de retencion de azucares (SST) contenidos
en la fruta, siendo este un factor importante para su correspondiente expendio en el

mercado.

Segun la norma NTE INEN 2427 (2010), los sélidos solubles totales de mora de
castilla debe tener minimo 9,0 °Brix, la diferencia de contenido de SST se debe a que
la muestra al estar en ultracongelacién, en lugar de que la mora continte su proceso de
respiracion y degradacion de azlcares, estos se concentren, motivo por el cual se
obtuvo mayor cantidad de °Brix en el tratamiento con recubrimiento en comparacién

a la muestra sin recubrimiento.

3.1.3 Indice de madurez
El indice de madurez es la relacion entre el valor minimo de los sélidos solubles totales
y el valor maximo de la acidez titulable, expresado en °Brix / % acido citrico. En el
anexo C, se presenta los resultados de los analisis de indice de madurez después de 18
dias, donde se pudo determinar que el indice de madurez con recubrimiento es de
6,1721 mientras que sin recubrimiento es de 5,4054. Acorde a la norma NTE INEN
2427 (2010) el indice de madurez obtenido se encuentra dentro del limite del nivel de
madurez 5 (valor minimo), es decir que la muestra con recubrimiento después de 18
dias presento un indice de madurez con un valor de aceptacion superior a la muestra

sin recubrimiento.

Estos parametros muestran resultados aceptables para su correspondiente proceso,
razon por la cual se incrementa la vida util de la mora de Castilla, y disminuyendo la

carga microbiana manteniendo las propiedades sensoriales como el color.
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3.1.4 Pérdida de peso por ultracongelacion
La ultracongelacion es el proceso mediante el cual los alimentos son congelados en el
menor tiempo posible (Garcia et al., 2017). Los ultracongeladores permiten el
almacenamiento prolongado de muestras a temperaturas criogénicas, sin que exista
una pérdida de agua, debido a que generan una estructura cristalina en el alimento.
Buelvas et al., (2015) mencionan que ultracongelacion genera estructuras micro
cristalinas en el tejido celular de los alimentos, lo cual garantiza una descongelacién

sin cambios en el volumen y con pérdidas de agua reducidas.

En la Tabla 3 se muestra la pérdida de peso por ultracongelacion, en la que se detallan
los pesos de varias muestras de mora con y sin recubrimiento durante 18 dias; donde
se observa que existe una mayor pérdida de peso en el tratamiento con recubrimiento,
aquello pudo deberse a que el film actué como protector de la muestra, impidiendo la
formacion de micro cristales (fendmeno de nucleacion) que son los que ayudarian a
que la muestra tengan una minima variacion de peso. Debido a este fendmeno, al sacar
la muestra del ultracongelador, ésta no gan6 humedad del ambiente al momento de
pesarla, conllevando a que como resultado se tenga un peso menor al inicial, teniendo
un promedio de pérdida de peso de 2,05 % después de los 18 dias de almacenamiento

en ultracongelacion.

Mientras que para las muestras sin recubrimiento existe una menor pérdida de peso
debido a que existe el fendmeno de cambio de volumen en la ultracongelacion, ya que
al sacar la muestra del ultracongelador, esta no tiene film de recubrimiento que proteja
a la mora, conllevando a la formacion de la estructura tridimensional de los puentes de
hidrogeno y por lo tanto la matriz sea mas hidrofilica tendiendo a ganar humedad, en
la que finalmente se tuvo un promedio de pérdida de peso de 0,59 % después de los 18
dias de ultracongelacién. Segun Martin (2015) menciona que paralelamente, al
convertirse el agua en hielo, se incrementa de manera gradual la concentracion de
elementos disueltos en el agua restante, haciendo que la muestra indirectamente gane
peso mientras se encuentra en el proceso de ultracongelacion, proceso fisico que se
forma debido a que la mora se encuentra sin ningin tipo de recubrimiento que la

proteja de este fendmeno.
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Tabla 3: Pérdida de peso por ultracongelacion.

Dia Mora con recubrimiento Mora sin recubrimiento
% Pérdida de peso %Pérdida de peso
1 0,0000 0,0000
2 2,6661 0,9802
3 2,2895 0,7938
4 2,2604 0,7736
5 1,8119 0,9731
6 2,3832 0,4706
7 2,3756 0,4602
8 2,9974 1,7416
9 1,8399 0,4696
10 1,9658 0,3445
11 2,1653 0,8321
12 2,0500 0,1736
13 2,4074 0,4748
14 1,4340 0,7785
15 1,9938 0,2333
16 2,0811 0,5803
17 1,3747 0,3231
18 2,9243 0,2693

Si bien, se obtuvo un efecto adverso en el tratamiento con recubrimiento debido a una
mayor pérdida de peso, es importante recalcar que en cuanto a las propiedades
organolépticas se tienen mejores resultados en esta muestra, ya que el color se mantuvo
estable, a diferencia de la muestra sin recubrimiento en la que donde se vislumbré una
pérdida de color después de 18 dias de ultracongelacion; fendbmeno que se atribuye a

que la fruta comenzdé a sufrir un desorden fisioldgico en su cambio de color sobre el

area de las drupillas.

El film actu6 como una barrera de proteccion para las propiedades organolépticas en

la fruta en el transcurso del almacenamiento, siendo esta una alternativa para que se

pueda exportar la fruta utilizando esta metodologia como referencia.
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3.1.5 Microscopia Electronica de Barrido (SEM)
Segun Ibéafiez (2004) el microscopio electronico de barrido (MEB o SEM) es una
técnica de microscopia electrénica capaz de producir imagenes de alta resolucion de
la superficie de una muestra utilizando las interacciones electron-materia. Utiliza un

haz de electrones en lugar de un haz de luz para formar una imagen.

La imagen morfoldgica de la celulosa bacteriana (ver figura 2), muestra microfibrillas
de celulosa, mismas que presentan una Unica estructura compuesta de fibras ultrafinas
que forman una red. Ademas tiene la caracteristica de ser ultrapura y cristalina a
diferencia de la celulosa de la planta que contiene lignina y hemicelulosa. Segun
Klemm et al., (2001) mencionan que las caracteristicas de color y textura del biofilm
provenientes del medio de cultivo desaparecen con el tratamiento con NaOH, ya que
se eliminan los residuos celulares y del medio, generando la cristalinidad en el biofilm.
En términos generales, Semjonovs et al., (2017) analizaron un fragmento de CB
demostrando que no aparecen picos andmalos en el espectro FT-IR, lo que demuestra

que la celulosa bacteriana es cristalina y pura.

Figura 2: Morfologia de la celulosa bacteriana.

Fotografia tomada en el equipo TESCAN, Universidad Técnica de Ambato.

3.1.6 Analisis de vida util
Segun Bello Gutiérrez (2000) la vida util de un alimento es el periodo de tiempo
durante el cual es apto para el consumo de un producto alimenticio elaborado y de la
misma forma, el tiempo que tarda la calidad de un alimento en alcanzar niveles

considerados inaceptables para su consumo.
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Debido a los resultados obtenidos con el uso de este recubrimiento, se determind que
el mejor tratamiento fue la mora con recubrimiento de celulosa bacteriana, ya que
mantuvo sus propiedades sensoriales como color, a diferencia de la mora sin
recubrimiento, la cual comenzo a sufrir una pérdida de color después de los 18 dias de

almacenamiento (ver figura 3).

Segun Mcguire (1992) el color es un criterio de calidad que el consumidor considera
cuando desea elegir un producto para su consumo; ademas es una cualidad importante
cuando se determina la eficacia de un tratamiento postcosecha en frutas; siendo este

un factor importante al momento de su comercializacion.

Figura 3: Color de la mora con recubrimiento (izquierda) y de la muestra control sin

recubrimiento (derecha) al dia 18 de almacenamiento en ultracongelacién.

Ademas se realizo el analisis a temperaturas de 4°C + 2; 25°C £ 2 y 37°C * 2, donde
se determin6é que el mejor tratamiento fue a 4°C con recubrimiento, ya que se
consiguio un tiempo de vida Gtil de 9 dias, a partir de este tiempo la mora comenz6 a
sufrir desordenes fisiologicos tales como deshidratacion, arrugamiento y
envejecimiento, mientras que sin recubrimiento se consiguio un tiempo de vida Gtil de
6 dias, determinando que este es el tiempo maximo de vida de anaquel que puede tener
la mora a estas condiciones de almacenamiento.

Por el contrario, a temperaturas de 25°C + 2 y 37°C + 2, las moras con recubrimiento
presentaron factores de deterioro alrededor del quinto y cuarto dia respectivamente,

mientras que las moras sin recubrimiento presentaron factores de deterioro alrededor
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del tercer y segundo dia respectivamente, llegando al dia 9 con sintomas de
deshidratacion, pérdida de color, textura muy suave, dafios en su corteza y presencia
de moho alrededor de la misma, lo que sensorialmente hace que la fruta sea inaceptable

para el consumo humano.

Mediante el programa R Project for Statistical Computing se determiné que no existe
diferencia significativa en el analisis con agar PDA debido a que la cantidad obtenida

de colonias es baja con relacion al crecimiento de hongos y levaduras.

Mientras que en el andlisis con agar nutriente a temperaturas de 4°C y 37°C no se
evidenci6 diferencia debido a que se encuentran en estado de latencia y acelerado
respectivamente, por lo que los resultados muestran que no existe gran diferencia entre
los dos tratamientos, mientras que a 25°C se obtuvo una diferencia significativa, es
decir que a esta temperatura la CB esta siendo efectiva en la conservacién de la fruta.

3.1.7 AzUcares reductores
El consumo de los azucares reductores fue determinado mediante el método con DNS
(&cido 3,5-dinitrosalisilico), donde se observé un descenso progresivo en el contenido
de glucosa en el medio de cultivo, que se encuentra relacionado con el crecimiento
microbiano. ElI medio H-S es un medio de cultivo rico en glucosa ya que inicia con
una concentracién inicial de 20 g/ L, al determinar el contenido de azucares reductores
se comprobd que el medio tuvo 21,46 mg / mL de concentracion de glucosa, en el
transcurso de 11 dias el microorganismo consumié 21,34 mg / mL, es decir se

consumio 99,44 % del total de glucosa.

Por otro lado se comprobd que la CB necesita una mayor concentracion de mg/ml de
glucosa en los cinco primeros dias de crecimiento, ya que en este tiempo existié un
consumo de 10,08 mg / mL de glucosa, es decir aproximadamente la mitad del
contenido total de fuente de carbono en el experimento.

Hestrin & Schramm (1954) mencionan que el crecimiento 6ptimo de celulosa
bacteriana es de 15 dias, sin embargo con el estudio realizado se comprobo que el
crecimiento optimo de biofilm fue durante los diez dias de crecimiento, debido a que
en este tiempo se consume la mayor parte de fuente de carbono, quedando en el medio

de cultivo el resto de componentes del medio H-S estandar.
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3.2 Verificacion de hipotesis

Mediante el respectivo andlisis de datos ANOVA de cada ensayo, considerando un
nivel de confianza de 95%, se rechaza la hipétesis nula, ya que después de realizar
todos los estudios correspondiente con respecto al mejor tratamiento, se acepta la
hipotesis alternativa, debido a que en lo experimentos realizados se muestra que el
recubrimiento comestible a partir del recubrimiento de celulosa bacteriana producida
por Komagataeibacter xylinus tiene efecto significativo en la estimacion de vida util

de mora de castilla (Rubus glaucus Benth) en el tratamiento a temperatura ambiente.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

Se estim6 que el tiempo de vida Util de mora de Castilla a través del

recubrimiento de celulosa bacteriana fue de hasta 9 dias a 4°C.

Se determind que el recubrimiento de celulosa brind6 un efecto beneficioso en
la inhibicién de microorganismos durante la conservacion postcosecha de la
mora de Castilla (Rubus glaucus Benth), siendo este capaz de proveer tanto

proteccidn fisica como bioldgica a la fruta.

La calidad sensorial de la fruta no se vio afectada por la aplicacion de este
recubrimiento, ya que las moras con recubrimiento tuvieron menor perdida de
color, en comparacion a las moras sin recubrimiento, lo que influye de manera
positiva en la apariencia de la fruta contribuyendo a un mejor expendid en un
tiempo mayor de vida de anaquel mientras dure su comercializacion en una

eventual exportacion del producto.

Las propiedades fisicoquimicas como acidez titulable, s6lidos solubles totales,
indice de madurez y pérdida de peso se mantuvieron estables durante el tiempo
de almacenamiento en ultracongelacion durante los 18 dias, obteniendo valores
aceptables dentro de las normas establecidas para su correspondiente

aceptacion en el mercado.

Se determin0 que la celulosa bacteriana posee una estructura unica compuesta
de fibras ultrafinas que forman una red con que le confieren caracteristicas
como ultrapureza y cristalinidad en comparacién a la celulosa de origen

vegetal.
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4.2 Recomendaciones

e Una vez obtenido el film de celulosa bacteriana es importante que esté bien
lavado y seco, con el fin de evitar que este contenga en su estructura adheridas
pequefas particulas de bacterias de Komagataeibacter xylinus, que puedan

afectar en el conteo de microorganismos.

e Las muestras de moras ultracongeladas se deben guardar en recipientes
individuales y bien cerrados previamente pesados, para evitar que las muestras

ganen humedad del ambiente.

e La celulosa bacteriana es un nuevo estudio que no se ha aplicado a alimentos
en los ultimos afios, por ello se recomienda el estudio y analisis de esta
metodologia aplicada a diferentes frutas, vegetales y carnes con la finalidad de
tener diferentes ejemplares en diferentes matrices que ayuden a erradicar el uso
de contenedores y pléasticos como fuentes de transporte para este tipo de

productos.

e Se recomienda realizar mas pruebas y analisis de esta metodologia con el fin
de mejorar la celulosa bacteriana, con la finalidad de tener un ejemplar que

remplace el plastico en el mercado.

e Mediante la utilizacion de nuevas metodologias como la agitacién, un sistema
controlado o un sistema activo como un biorreactor se puede realizar pruebas
con la finalidad de obtener una mayor produccion de celulosa bacteriana en un

menor tiempo.
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ANEXOS



ANEXO A: Figuras de los materiales, produccion de CB, anélisis microbiolégico y

ultracongelacion.

Figura 6: Obtencién y lavado del film de celulosa bacteriana.
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Figura 7: Muestra con recubrimiento (izquierda), muestra sin recubrimiento
(derecha).

Figura 8: Analisis microbioldgico de mohos, levaduras, bacterias psicrétrofas y

aerobios mesofilos.

Figura 9: Muestras con y sin recubrimiento en ultracongelacion.
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ANEXO B: Calculo de unidades formadores de colonias

El célculo de las unidades formadoras de colonias se realiz6 aplicando la siguiente

ecuacion:

NC = FD

UFC /g =

Donde:

UFC / g = Unidades formadoras de colonias/gramo.
NC = Ndmero de colonias contabilizadas.

FD = Factor de dilucion.

Vi = Volumen inoculado en placa.

(Ramirez, et al, 2015)

31



ANEXO C: Andlisis fisico-quimico de la mora de castilla (Rubus Glaucus Benth)

con la aplicacién del recubrimiento y sin recubrimiento.

Tabla 4: Determinacion de acidez titulable (IDT).

T . NaOI—_I o _ Promedio
ratamiento | Consumidos | (% Ac. Citrico/100 g) (% Ac. Citrico/100 g)
(mL)
Inicial (dia 0) 36,562 2,3400 2,3400
Con 26,002 1,6641
recubrimiento 25,140 1,6090 1,6850
(dia 18) 27,842 1,7819
Sin 28,564 1,8281
recubrimiento 27,932 1,7876 1,8278
(dia 18) 29,184 1,8678

Tabla 5: Determinacion de solidos solubles totales (°Brix).

Tratamiento 55T Promedio
(°Brix) (°Brix)
Inicial (dia 0) 10,5 105
10,3
o 10,5
Con regyblrémlento 103 104
(@19 10,4
10,5
9,6
9,8
Sin recubrimiento ’
(dia 18) 9.9 9,88
10,1
10,0
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Tabla 6: indice de madurez.

SST (°Brix)

Indice de madurez =

Acidez Titulable
Indice d d brimi t—10'40—61721
ndice de madurez con recubrimiento = 16850~ ©
Indice de madurez sin recubrimiento = 18278 = 5,4054
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Tabla 7: Pérdida de peso por ultracongelacion con recubrimiento.

MORA| Pesolnicial | CON | Dial Dia2 Dia32 Diad4 Dia5 Diag Dia7 Dia8 Dia9 Dial0 Diall Dial2 Dijgl3 Diald Dial5 Diale Dial7 Dials
1 4,8829] 5,0500| 5,0500
2 4,9081] 5,1795| 5,0417
3 5,2108] 5,3637 5,2409
a4 4,9458| 5,0477 4,9336
5 5,5170] 5,6184 5,5166
6 5,4275] 5,6101 53,4764
7 4,1344] 4,3652| 4,2615
8 6,6880] 7,0362 6,8253
5 7,3156| 7,4622 7,3249
10 5,7966] 5,9722 53,8548
11 4,2719] 4,4330] 44,3376
12 4,9822] 5,1073 53,0026
13 5,8012| 5,9650 5,8214
14 3,3308] 53,3970 53,3202
15 6,0155| 56,1793 6,0561
16 4,7584| 4,9350 4,8323
17 5,4082| 5,5357 5,4596
18 5,2736] 5,6971 5,5305
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Tabla 8: Pérdida de peso por ultracongelacion sin recubrimiento.

MORA| Peso | Dial Dia2 Dia3 Diad4 Dias Diad Dia7 Diagd Dia9 Diald Diall Dial2 Dial3 Diald4 Dials Diale Dial7 Dials
1 6,7759| 6,7759
2 74166 7,3439
3 53,8327 53,7864
4 9,2040 9,1328
5 65,8852 56,8182
il 78621 78251
7 06,0923 06,0015
8 65,5054 65,3921
9 65,6220 65,5909
10 7,6060 75798
11 06,3337 6,281
12 | 5,1280 51191
13 | 5,2447 5,2198
14 38,0155 79531
15 06,0432 06,0291
16 | 6,1174 56,0819
17 | 8,3869 8,3598
18 7,0541 7,0351
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ANEXO D: Analisis de vida util, AzUcares reductores.

Tabla 9: Vida de anaquel con y sin recubrimiento en agar PDA.

Temperatura (°C) Con recubrimiento (Dias) Sin recubrimiento (Dias)
4 9 9
25 4 4
37 3 3

Tabla 10: Vida de anaquel con y sin recubrimiento en agar nutriente.

Temperatura (°C) Con recubrimiento (Dias) Sin recubrimiento (Dias)
4 17 14
25 14 7
37 7 6

Tabla 11: Tabla de resultados del programa estadistico R Project for Statistical

Computing.

Recubrimiento Temperatura Dias
Min. :0.0 Min. :4.00 Min. :6.00
1st Qu.:0.0 1st Qu.: 9.25 1st Qu.: 7.00
Median :0.5 Median :25.00 Median :10.50
Mean :0.5 Mean :22.00 Mean :10.83
3rd Qu.:1.0 3rd Qu.:34.00 3rd Qu.:14.00
Max. :1.0 Max. :37.00 Max. :17.00

Tabla 12: Interacciones mediante el programa R Project for Statistical Computing.

Df Sum Sq Mean Sq
Recubrimiento 1 1.5 1.5
Temperatura 2 4.0 2.0
Recubrimiento: Temperatura 2 0.0 0.0
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Figura 10: Curva de calibracion para azucares reductores.
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