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RESUMEN EJECUTIVO

La fresa es susceptible a 8cambios fisioldgico, gran vulnerabilidad a ataque
microbiano, los beneficios de recubrimientos comestibles son: tasa de respiracion
lenta, periodos prolongados de almacenamiento, retencion de la firmeza y crecimiento
microbiano reducido, Por ello el objetivo del presente trabajo de investigacion es
estimar la vida Gtil de Fresa (Fragaria x ananassa) con el uso de biofilm producido
por Komagataeibacter xylinus. Se determiné que las muestras con recubrimiento de
celulosa bacteriana presentan un promedio de tiempo de vida atil de 12, 6 y 3 dias
mientras que muestras sin recubrimiento el tiempo fue 8, 3 y 2 dias a temperaturas de
4, 25 y 37 °C. El analisis de ultra congelacion evidencioé cambios del 1 %; 46.2 %;
12.6 % y 2.41 % en muestras sin recubrimiento, por otro lado las muestras con
recubrimiento los cambios fueron del 0.3%; 15.9 %; 4 %y 1.49% en pH, Acidez, °Brix
y pérdida de peso respectivamente. Las muestras que contenian recubrimiento de
celulosa bacteriana impregnada con nanoparticulas de plata no presentaron
crecimiento de microorganismos durante el analisis. EI contenedor de celulosa
bacteriana con impregnacién de gelatina natural present6 un 15,3% de pérdida de peso,
76,4 °Brix y coloracion final rojo oscuro en la muestra, el contenedor de celulosa
bacteriana con sellamiento de extremos presento mayor pérdida de peso del 19,8%;

83,6 °Brix y un color final rojo oscuro medio.

Palabras claves: Celulosa Bacteriana, Fresa, Vida Util de Alimentos, Recubrimiento

Comestible, Nanoparticulas de Plata
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ABSTRACT

The strawberry is susceptible to physiological changes, great vulnerability to
microbial attack, the benefits of edible coatings are: slow breathing rate, prolonged
periods of storage, retention of firmness and reduced microbial growth, so the
objective of this research work is estimate the useful life of strawberry (Fragaria x
ananassa) with the use of biofilm produced by Komagataeibacter xylinus. It was
determined that the samples with bacterial cellulose coating have an average life time
of 12, 6 and 3 days while samples without coating the time was 8, 3 and 2 days at
temperatures of 4, 25 and 37 °C. The ultra-freeze analysis showed changes of 1%;
46.2%; 12.6% and 2.41% in samples without coating, on the other hand the samples
with coating changes were 0.3%; 15.9%; 4% and 1.49% in pH, Acidity, °Brix and
weight loss respectively. The samples containing bacterial cellulose coating
impregnated with silver nanoparticles showed no growth of microorganisms during
the analysis. The container of bacterial cellulose impregnated with natural gelatin
presented a 15.3% weight loss, 76.4 ° Brix and a dark red final coloration in the
sample, the bacterial cellulose container with end seals presented greater weight loss

of 19%. , 8%:; 83.6 ° Brix and a medium dark red final color.

Keywords: Bacterial Cellulose, Strawberry, Food Life, Edible Coating, Silver

Nanoparticles
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CAPITULOI

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

La fresa (Fragaria spp.) pertenece la familia de las Rosacea en el género Fragaria,
originaria de las regiones templadas del mundo (Sagarpa, 2017), una de las frutas mas
populares en todo el planeta, sobresale por su sabor Unico y deseable, es rica en
vitaminas, polifenoles, aminoacidos y antocianinas. Las principales caracteristicas
relacionadas a la calidad de la fruta son la textura, sabor y color (Paliyath et al., 2008),
debido a su metabolismo muy activo, la fresa es altamente perecedera y tiene alta
actividad fisioldgica post cosecha lo cual conlleva una corta maduracion y senescencia,
produciéndose el envejecimiento de las células de los tejidos, dando como resultado
su descomposicion (Campaniello et al., 2008).

En Ecuador la fresa se cultiva en zonas entre 1.300 y 2.600 metros sobre el nivel del
mar y con temperaturas que bordean los 15° C, con una humedad relativa que se
encuentra entre 60 y 75% (Fajardo et al., 2014). Tungurahua es la segunda provincia
en Ecuador en la produccién de esta fruta (Riofrio, 2013). En la parroquia Huachi de
la ciudad de Ambato, la mayoria de la poblacidn se dedica al cultivo de la fresa,
alternativa que tomaron desde que sus huertos de manzana y Claudia, dejaron de

producir por dafios climaticos y la actividad de volcanica (EIHeraldo, 2012).

En Ecuador no existe una norma que rija a esta fruta por lo tanto no hay requisitos ni
parametros que ayuden como referencia para el manejo del control de calidad. La
pérdida de calidad en esta fruta esta relacionada con su sensibilidad a la infeccién por
hongos y la susceptibilidad a la pérdida de agua, hematomas, lesiones mecanicas y

suavizadas de la textura debido a la falta de cascara protectora (Atress et al., 2010).

La industria alimentaria al tratar de satisfacer las exigencias de los consumidores ha
impulsado el desarrollo y disefio de nuevas tecnologias, equipos, procesos Yy
metodologias que permitan obtener productos con caracteristicas semejantes a los
alimentos frescos y con una vida Util equiparable a productos procesados. Por lo que
las tecnologias alternas ofrecen productos en su estado mas natural, aumentan la vida

de anaquel y ofrecen sobre todo productos inocuos al reducir significativamente la

1



carga microbiana, sobre todo los considerados patégenos y de putrefaccion de los
alimentos ( Beltran & Ramos, 2010).

Se han estudiado varias técnicas de conservacion, como la refrigeracion, los fungicidas
quimicos sintéticos, el envasado en atmdsfera modificada, los tratamientos osmaticos,
los tratamientos hiperbaricos y los tratamientos térmicos con el fin de ampliar la vida
atil de las fresas frescas o minimamente procesadas (DuckSoon et al., 2009). La
irradiacion ultravioleta (UV-C) es una tecnologia alternativa a la esterilizacion
quimica, utilizada para reducir el crecimiento de microorganismos en alimentos, tiene
su maximo pico de emision a 254 nm y se ha comprobado que en esta longitud de onda
presenta su mayor accion germicida, por lo que ha sido ampliamente estudiada en

varios tejidos vegetales (Beltran et al., 2010).

Por otra parte, desde hace mucho tiempo se han estudiado las bacterias del &cido
acetico, debido a su amplia aplicacion en las industrias de alimentos y médicas.
Generalmente este tipo de bacterias se producen de forma tradicional e industrial, los
vinagres tradicionales presentan diferentes tipos de microorganismos con respecto a
los que se producen de forma industrial (Raspor & Goranovic¢, 2008). Las cepas que
se han aislado de vinagres tradicionales son de interés por su resistencia al estrés
(acidez y temperatura durante la fermentacion), entre estas bacterias se encuentra K.
xylinus (Valera et al., 2015).

Komagataeibacter xylinus denominado anteriormente Gluconacetobacter xylinus, es
un microorganismo aerébico en forma de bastén, Gram negativo (Yamada &
Yukphan, 2008). La bacteria se encuentra normalmente en los vinagres, frutas y
verduras. Es capaz de secretar una capa gruesa de celulosa en la superficie del medio

liquido (Perumpuli et al., 2014).

La celulosa es el principal homo-biopolimero en el Planeta Tierra compuesto por una
unidad repetitiva de gluco-piranosa (Rehm, 2010). Se presenta en una amplia gama de
organismos vivos desde plantas hasta bacterias (Picheth et al., 2017). La estructura
unica de celulosa la hace adecuada como un material de usos multiples tales como
aplicacion potencial en ciencias relacionadas a la produccion de alimentos,

aplicaciones médicas y/o las industrias del papel (Reiniati et al., 2017).



En los ultimos afios, los recubrimientos comestibles han sido ampliamente estudiados
para la conservacion de frutas y verduras. Sus efectos beneficiosos y su facil manejo
los hicieron aplicables a frutas suaves. Las principales ventajas funcionales atribuidas
al uso de recubrimientos comestibles son una tasa de respiracion mas lenta, periodos
de almacenamiento prolongados, retencion de la firmeza y crecimiento microbiano
reducido (Fan et al., 2009) & (Garcia et al., 2010).

1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivo General

Estimar la vida util de Fresa (Fragaria x ananassa) con el uso de biofilm producido
por Komagataeibacter xylinus.

1.2.2. Objetivos Especificos

e Determinar los cambios fisicos en la vida Gtil de Fresa en ultra congelacion con
y sin recubrimiento de biofilm de celulosa

e Determinar la vida util de Fresa con recubrimiento de biofilm de celulosa con
nanoparticulas de plata

e Determinar el posible uso de biofilm de celulosa como contenedor para

mermelada de fresa.
1.3. Hipdtesis
1.3.1. Hipotesis nula
El recubrimiento con biofilm de celulosa bacteriana producida por
Komagataeibacter xylinus no tiene efecto significativo en la estimacion de vida
atil de Fresa (Fragaria x ananassa).
1.3.2. Hipotesis alternativa

El recubrimiento con biofilm de celulosa bacteriana producida por
Komagataeibacter xylinus si tiene efecto significativo en la estimacion de vida

atil de Fresa (Fragaria x ananassa).



1.4. Sefialamiento de variables de la hipétesis

1.4.1. Variable independiente
Recubrimiento con un biofilm de celulosa bacteriana producida por
Komagataeibacter xylinus

1.4.2. Variable dependiente

Caracteristicas microbiologicas y fisicas de Fresa (Fragaria x ananassa)



CAPITULO I

METODOLOGIA

2.1. Materiales
2.1.1. Fresa (Fragaria x ananassa)

La Fresa (Fragaria x ananassa) se cosecho en el sector de Huachi Grande, Canton
Ambato de la Provincia de Tungurahua, la recoleccion de este fruto fue por la mafana.
Las fresas se transportaron en envases de vidrio directamente al Laboratorio de
Biotecnologia y Microbiologia de la Universidad Técnica de Ambato. Se realiz6 un
lavado y clasificacion para obtener una materia prima homogénea en tamafio y
madurez, las mismas que se usaron para los posteriores experimentos a las que fueron

sometidas.

2.1.2. Komagataeibacter xylinus

En la investigacion se produjo biofilms de celulosa bacteriana (CB) mediante
Komagataeibacter xylinus K2G30=UMCC2756, la cual pertenece al grupo de
bacterias &cido acéticas (BAA). Esta cepa comercial fue adquirida a la coleccion
alemana DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH,
Braunschweig, Alemania) y fue empleando en el recubrimiento de Fresa (Fragaria x

ananassa).

2.2. Métodos
2.2.1. Produccion de Celulosa Bacteriana y conservacion de cepa bacteriana

Para la produccion de Celulosa Bacteriana (CB) por parte de la se cepa de coleccion
Komagataeibacter xylinus K2G30=UMCC2756, se realizd en un medio caldo de
cultivo H-S, mientras que para la conservacion de la cepa bacteriana se utilizé6 medio
de cultivo H-S solido, metodologias descrita por Hestrin & Schramm (1954). La

formulacion del medio H-S se describe a continuacion.



Tabla 1. Composicion del medio de caldo de cultivo H-S propuesta por (Hestrin &
Schramm, 1954)

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

2.2.1.1. Medio caldo de cultivo H-S

Se aplicé la metodologia descrita por Gullo et al. (2018), para la produccion de
Biofilms de CB, el que se fundamenta en utilizar medio de caldo de cultivo H-S, con
cepa de coleccién, Komagataeibacter xylinus K2G30=UMCC2756. Se inocul6 las
bacterias descritas en 40 ml de H-S y se incubd a 30° C durante 15 dias sin agitacion
para la formacion de la Biofilms de CB (Vegas et al., 2010).

2.2.1.2. Medio de cultivo H-S Solido

Para la conservacion de la cepa Komagataeibacter xylinus se utilizé medio H-S solido,
la diferencia con el medio H-S liquido es la adicion de bacto agar. La temperatura de
crecimiento fue de 30° C durante 48 horas de incubacion, en dicho tiempo se obtuvo
colonias sobre el medio H-S sélido. Después de este tiempo se almacend a -4 °C, cada

caja Petri se recubri6 con film pléastico.

2.2.1.3. Lavado de biofilms de Celulosa Bacteriana

La celulosa microbiana obtenida después de la fermentacion no se encontraba 100%
pura por contener algunas impurezas como células y componentes del medio. Por esta
razon se lavo con abundante agua destilada de 30 a 40 minutos y un blanqueamiento
con NaOH 0.01 % durante 20 minutos (Ashjaran, 2013). Se elimind NaOH presente
en CB para evitar cambios en el Biofilm con agua destilada, afiadiendo fenolftaleina

para verificar su eliminacion total.



2.2.1.4. Almacenamiento de Biofilms de CB

Al obtener Biofilms de CB pura se almacen6 en una solucién de &cido acético 0,01 %
a una temperatura de refrigeracion de -4 °C para mantenerlas estables y no presenten

modificaciones

2.2.1.5. Aplicacion de CB a Fresas (Fragaria x ananassa).

Para el recubrimiento de CB a fresas, se aplico un secado a los biofilms de CB en
estufa para eliminar la mayor cantidad de humedad posible presente en el film y asi se
evitd que la humedad afecte a los resultados de las muestras a analizar. El

recubrimiento de la muestra con CB fue en todo el alimento.

2.3. Andlisis Microbioldgicos y Fisico-Quimicos.
2.3.1. Vida Util

Para la determinacion de tiempo de vida Util de Fresa, se realizé conteos de crecimiento
de microorganismos Aerobios Mesofilos (NTE INEN-ISO 4833, 2014), a través de
agar nutritivo y conteo de crecimiento de hongos y levaduras (NTE INEN 1529-10,
2013) a través de agar Potato Dextrose Agar (PDA). Estos medios fueron adquiridos
a casa comercial ACUMEDIA. Para el analisis se utilizo fresas con y sin recubrimiento
a diferentes temperaturas: 4°C + 2; 25°C £ 2 y 37°C + 2 a través del tiempo. Las
muestras fueron procesadas segun lo establecido en la Norma NTE INEN 1529-2,
(2013) para muestras solidas. Al obtener una solucion homogénea se procedié a
preparar diluciones serias hasta 10° en una camara de flujo laminar (Optimar,

Singapur), se utiliz6 como diluyente agua de peptona previamente esterilizada.

En la siembras se utilizo diluciones 103 10* y 10° en cada agar mencionado con
anterioridad. La temperatura de incubacion para bacterias psicrotrofas y aerobios
mesofilos presentes en alimentos fue de 37° C (Covenin 902-87, 1987), mientras que
la temperatura de incubacién para mohos y levaduras fue de 30° C, en un tiempo de
incubacion de 24 horas.



2.3.2. Perdida de peso, °Brix, pH y acidez titulable por Ultracongelacion

Se trabajo con 19 muestras de fresa con y sin recubrimiento colocadas en un recipiente
abierto, el cual se almacend en un ultracongelador (Binder, Germany) a una

temperatura de -80 °C por 18 dias.

Para pérdida de peso se selecciond una fresa con y sin recubrimiento, de las que se
registro la variacion de peso en una balanza analitica (Ohaus, EEUU) cada dia durante

el periodo de experimentacion.

Para la medicion de °Brix, pH y acidez titulable se descongeld una muestra diaria tanto
con y sin recubrimiento hasta temperatura ambiente, posteriormente se trituro para los
andlisis correspondientes. Para la determinacion de °Brix se utiliz un refractémetro

(Atago, Japon), el cual se calibrd con agua destilada antes de realizar cada medicion.

La medicién de pH se efectud a través de un potenciometro (Mettler Toledo, USA),
de forma directa. Para la determinacion de acidez titulable se utilizé un titulador
automatico (Mettler Toledo, USA) para ello se pesd 5 gramos de muestra previamente
triturada en un vaso propio del equipo y se aforo con agua destilada hasta un volumen
de 50 ml, la muestra se homogeniza y se titula automaticamente hasta llegar a un valor
de pH: 8. El acido citrico es el tipo de acido predominante en todo tipo de fresas
(Arreaga & Vinueza, 2010), y su determinacion se la realiz6 con la siguiente

ecuacion:

V N * Meq * 100

%Acidez = v,

Donde:

V  =Volumen de NaOH consumido
N = Normalidad de NaOH (0,01 N)
Meq = Peso equivalente al acido predominante (acido citrico = 0.064)

M = Gramos de muestar pesada



2.3.3. Impregnacion de nano particulas de Plata en biofilms de CB

Para la impregnacion de nanoparticulas de Ag en Biofilms de celulosa bacteriana se
aplicé el método descrito por Ali et al, (2017). Este procedimiento consta en sumergir
la CB en AgNO3 en una concentracion de 0,001 M durante 1 hora a 200 rpm,
posteriormente se sonico la mezcla en un periodo de 20 minutos a 30 °C. Seguido de
un tratamiento con NaOH 0.01M para reducir el tamafio de particula de la plata.

Finalmente se lavo la mezcla con etanol absoluto y agua desionizada.

2.3.4. Microscopia Electronica de Barrido (SEM)

Para el anélisis de la morfologia de la Celulosa Bacteriana, se envié muestras de CB y
CB impreganda con plata a la Universidad de las Fuerzas Armadas-ESPE desde la
Universidad Técnica de Ambato, dicha Institucion Educativa cuenta con el equipo
indicado para dicho analisis. Esto gracias a la colaboracion academica entre Dr. Alex
Debut y Dr. David Teran.

Se evaluo pequefios trozos de CB con y sin impregnacion de plata en un microscopio
electrénico de barrido (TESCAN, 2014), este equipo permite producir imagenes de
alta resolucion de la superficie (Renau & Faura, 1994). Cada muestra fue fijada en
un Stub para microscopia electrénica utilizando dos capas de cinta de carbono doble
faz conductora, poesteriormente se recubrio por 30 segundos con una capa de
aproximadamente 20nm de oro conductor (pureza de 99.99%) utilizando un
evaporador (sputtering evaporator) Quorum Q150R ES previo al analisis. EI Mapping
de las muestra de CB impregnada con plata se realizo usando un detector Bruker
XFlash 6|30 con una resolucion de 123 eV a MnKa durante 600 segundos tomando en
cuenta solo los elementos de Ag, mientras que las observaciones se realizaron con el
detector de Electrones Secundarios (SE) en la muestra de CB y el de Electrones
Retrodispersados (BSE) solo en la muestra de CB con impregnacién usando un voltaje
entre 5a 10 kV.

2.4. Cuantificacion de azucares reductores consumido por K. Xylinus

Para la cuantificacion de azucars reductores consumido por Komagataeibacter xylinus
se aplico el método de Miller (1959), la concentracion de azlcares reductores se
determind utilizando una curva de calibracion absorbancia en funcion de

concentracion, se obtuvo dicha curva al prepar soluciones de 1-10 mg/ml, utilizando
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glucosa como estandar, a estas soluciones se aplico el método DNS y se leyd
absorbancia de cada una de ellas en un espectrofotometro (ThermoFisher, USA) a una
longitud de onda 540 nm. Una vez construida la curva patron se aplico el método DNS
a cada una de las muestras, para lo cual se mezclé 0,5 mL de cada una con 0,5 mL del
reactivo DNS. Se llevé las muestras a ebullicion por 5 min en una plancha de
caletamiento e inmediatamente se detuvo la reaccion con un shock térmico en bafio de
agua y hielo. Se reconstruyo las muestras con 5 mL de agua destilada, se agito, se dejé
en reposo por 15 min, y se determind su absorbancia a 540 nm en un en un
espectrofotdmetro para microplacas (ThermoFisher, USA). EI mismo tratamiento se
realiz6 para el blanco con agua destilada (Avila et al., 2012).

2.5. Elaboracion de un contenedor para mermelada usando como base de CB

Se realiz6 un tratamiento previo de sellado sin ningun aditivo a la CB. Este
experimento reflejé que no es posible el sellado de la CB sin un aditivo. Por lo tanto

se inicid el sellado de la CB con diferentes gomas.

Se elabor6 un contenedor de biofilm para mermelada utilizando las siguientes gomas
de grado alimentario: Xanthan, Guar, Dextrina, Alginato y Gelatina natural, para el
sellado de los extremos del biofilm de CB y asemejar a una funda biodegradable. Se
aplicaron dos tratamientos, el primero consté en impregnar cada goma en el biofilms
por medio de agitacion (2500 RPM; 50 min). El segundo tratamiento se realiz6
colocando goma en los extremos del Biofilm previamente secado. La concentracién
de cada goma fue al 50%. Se determind propiedades de color, pérdida de peso y °Brix
en muestras de mermelada de fresa que se coloco en el interior de los empaques durante
18 dias.

Para la pérdida de peso se utilizé una balanza analitica (Ohaus, EEUU), mientras que
para la determinacion de solidos solubles (°Brix) se utilizé un refractémetro (Atago,

Japdn), el cual se calibro con agua destilada antes de realizar cada medicion.

El cambio de color se midié por triplicado con un colorimetro Lovibond modelo RM-
200 con iluminante D65 y observador 10°. Mediante las coordenadas CIE L*a*b* se

obtuvo valores que determinaron color inicial y final de cada tratamiento.
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2.6. Disefio experimental

En el trabajo investigativo se aplicé un disefio experimental a*b, donde el factor A
consta del recubrimiento y no recubrimiento de biofilm de CB en fresa, mientras que
el factor B, viene dado por las temperaturas a las cuales se va a realizar los analisis que
son 4°C, 25°C Y 37°C. Relacionando las variables dependientes e independientes, por
medio de técnicas e instrumentos estadisticos se obtuvo los resultados que se analiza

en el siguiente capitulo.

Tabla 2. Tratamientos de la combinacion de factores y niveles

N° Tratamiento Combinaciones Descripcion
1 aob0 Con recubrimiento, 4°C
2 aobl Con recubrimiento, 25°C
3 aob2 Con recubrimiento, 37°C
4 albo Sin recubrimiento, 4°C
5 b2bl Sin recubrimiento, 25°C
6 b3b2 Sin recubrimiento, 37°C

2.7. Analisis Estadistico

Se aplicd un andlisis estadistico en el programa R Project for Statistical Computing
con un nivel de confianza del 95% para los resultados de crecimiento microbioldgico
en medio de cultivos PDA y Nutriente durante los 5 dias de andlisis destinados a la
determinacion de vida util de fresa. Los resultados se analizaron mediante un analisis
de varianza (ANOVA) para determinar si existen diferencias significativas en los

tratamientos utilizados.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION

La madures de la fresa se la puede determinar visualmente por medio del color externo
de la fruta, metodologia que ha sido descrita por el Ministerio de Agricultura del
Ecuador (Ministerio de Agricultura y Ganaderia, 2007). Por ello los resultamos
mostrados a continuacion se realizaron en fresas con un estado de madures tipo 4, la

misma que presenta una coloracion rojiza en las 3/4 partes de la fresa hacia el caliz.

Figura 1. Fresas usas en el estudio con estado de Madurez tipo 4. A) Fresa sin
recubrimiento de Celulosa Bacteriana. B) Fresa con recubrimiento de Celulosa
Bacteriana.

Los recuentos microbiolégicos se encuentran expresados en UFC/g de mohos,
levaduras y aerobios mesoéfilos. Estos UFC/g fueron utilizados para determinar vida
atil y calidad microbiana de las fresas con y sin CB, a diferentes temperaturas de
almacenamiento (4°C + 2; 25°C + 2 y 37°C £ 2). Los resultados de E.coli no son

reportados debido a que no existi6 crecimiento en Placas Petrifilm EC.

Los parametros fisicoquimicos que incluyen solidos solubles (°Brix), pH, acidez
titulable y pérdida de peso se evaluaron durante 18 dias en ultracongelacion (-80° C)
en fresas con recubrimiento de biofilm de celulosa bacteriana y sin recubrimiento.
Experimento que ayud6 en la determinacion de cambios producidos por el
recubrimiento de CB. Previo al andlisis las muestras fueron sometidas a un proceso de
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descongelacion progresiva desde -80°C (Ultracongelacion) pasando a -24°C
(congelacion), -4°C (Refrigeracion) y llegando a temperatura ambiente de 24 °C.

3.1. Vida Util de fresa

La fresa es una fruta de corta vida util con mayor afectacion a su estructura por falta
de control continuo de temperatura. Otras causas para estas afectaciones estan
atribuidas en el trasporte y almacenamiento de este fruto que pueden ser desfavorable;
tales como golpes o magulladuras, ambientes inadecuados, exceso de humedad que
pueden inducir el crecimiento de microorganismos y la generacién de enfermedades
que afecten consumidor (Fennema, 2000). Existen también alteraciones de tipo
microbiano que incluyen bacterias, mohos y levaduras por una mala practica de
inocuidad del producto (Medina, 2016).

La vida util de un fruto se define como el tiempo que transcurre entre la produccién o
expendio del fruto y el punto en el cual se vuelve inaceptable bajo determinadas
condiciones ambientales, microbioldgicas, sensoriales que pueden ser un riesgo para

la salud del consumidor (Quispe, 2010).

La determinacion del tiempo de vida Util se establecio a partir de cifras obtenidas de
recuento total de microorganismos como aerobios mesoéfilos, mohos y levaduras
durante cinco dias. Ecuador no tiene una normativa vigente que regule la calidad
microbioldgica que debe contener la fresa; por cual se optd por la recopilacion de otras
investigaciones como referencia para el calculo de vida util en esta fruta. Jay & Ramis
(2002), sefiala que el recuento de mohos y levaduras en placa es de 10® a 107 UFC/g
son comunes en frutas y hortalizas. Por otro lado el Ministerio de Salud de Peru
MINSA/DIGESA-V.01, (2008), establece las normas de higiene donde sefiala que el
namero de Aerobios Mesofilos en frutas y hortalizas considerada como riesgo
alimentario es de 10° UFC/g. Considerando lo mencionado en el parrafo anterior la
NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-093-SSA1-1994 (1994), reporta que los
limites microbianos maximo permisible en fruta fresca para aerobio mesofilos es
150.000 UFC/g.

El método propuesto por Alvarado (1996), se utiliz6 para la determinacion del tiempo
de vida util, esta metodologia describe que en frutas se debe usar la ecuacion de
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cinética de primer orden, se realiz6 el analisis de cinética de reaccion con respecto al
Tiempo vs. UFC/g. Dentro de este analisis los coeficientes de correlacion determinan

que el orden de reaccidn es similar al sugerido por el autor mencionado.

Tabla 3. Determinacion de tiempo de vida util de fresa con y sin recubrimiento de
Celulosa bacteriana

Tiempo (Dias)
Temperaturade | Sin recubrimiento Con recubrimiento

almacenamiento| Aerobios | Mohosy | Aerobios | Mohosy
mesofilos |levaduras| meséfilos | levaduras

4°C+2 8 8 12 11
25°C +2 4 3 6 6
371°C+2 2 2 3 3

El tiempo de vida dtil en funcion de aerobios meséfilos UFC/g y mohos & levaduras
UFC/g para cada temperatura se puede observar en la tabla 3, donde se determiné que
las fresas que contenian el recubrimiento de CB presentan mayor tiempo de vida (til

con respecto a las fresas sin recubrimiento de celulosa bacteriana.

Las fresas sin recubrimiento de CB presentan un incremento en la contaminacion
microbiana durante los dias de analisis. Por otro lado el recubrimiento de CB impidi6
que existiera mayor proliferacion de microorganismos en las fresas, conservando la
fruta y aumentando el tiempo de vida de anaquel, ya que segln Beltran et al. (2010),
en su trabajo sefialan que el tiempo de vida util de fresa a 5 °C es de 8 dias y por medio
de tratamiento con radiacién ultravioleta de onda corta (UV-C) lograron extender el
tiempo a 10 dias, en la investigacion de Restrepo et al. (2009), el tiempo de vida util

de este fruto es de 9 dias a una temperatura de 4 °C.

Para las muestras con recubrimiento se pudo determinar que el mejor tratamiento fue
a temperatura 4 °C donde se observa mayor conservacion de la muestra en la que no
se encontrd cambios fisioldgicos durante el quinto dia de estudio, por otra parte la
muestra que se encontraba 25 °C al cuarto dia de analisis presenta deshidratacion,
mientras que a 37°C la muestra presenta deshidratacion y presencia de mohos en la
superficie del fruto (Figura 2, A2; B2; C2).
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Figura 2. Fresas usadas en el estudio de vida util. Al) Fresa sin recubrimiento
al quinto dia (4°C). A2) Fresa con recubrimiento de CB al quinto dia (4°C). B1)
Fresa sin recubrimiento al cuarto dia (25°C; presencia de moho y
deshidratacion). B2) Fresa con recubrimiento de CB al cuarto dia (25°C). C1)
Fresa sin recubrimiento al tercer dia (37°C; presencia de mohos y dafios en
estructura). C2) Fresa con recubrimiento de CB al tercer dia (37°C; presencia
de mohos).

El deterioro fue méas evidente en las muestras sin recubrimiento a excepcion de la
muestra que se almaceno a 4°C, en la que no se evidencia cambios fisioldgicos al
quinto dia de estudio, para las muestras almacenadas a 25°C y 37°C se determin6 que
existe perdida de color, textura, deshidratacion y presencia de microorganismos como
mohos. No se realiz6 analisis sensorial ya que las muestras no estaban aptas para el

consumo humano. (Figura 2, Al; B1; C1).
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Tabla 4. Prueba no paramétrica de Friedman para Aerobio Meso6filos (ANOVA)
Df Sum Sg Mean Sq F value Pr(>F)

tm I 58.27 58.27 1667.31 0.000599 ***
rc 1 8.17 _ 8.17 233.69 0.004252 **
tm: rc 1 _2.33 _ 2.33 _ 66.69 0.014665 *

Residuals 2 0.07 0.03

Signif.codes:0 ‘***’ 0.001 “**’ 0.01 ‘*’ 0.05 tm: tipo de recubrimiento; rc: tiempo de vida util

Mediante el andlisis estadistico por el programa R PROJECT FOR STATISTICAL
COMPUTING, se determind que existe diferencia significativa en los tratamientos
analizados tanto para mohos y levaduras como para aerobios mesoéfilos (Tabla 4 & 5),
por medio de un analisis de varianza (ANOVA).

Tabla 5. Prueba no paramétrica de Friedman para Mohos y levaduras (ANOVA)
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)

tm 1 51.61 51.61 112.941 0.00874 **
| rc 1 8.17 8.17 17.871 0.04166 .
tm:rc 1 0.81 0.81 1.765 0.01535

Residuals 2 0.91 0.46

Signif.codes:0 “***’ 0.001 ‘**’ 0.01 “*’ 0.05 tm: tipo de recubrimiento; rc: tiempo de vida util

Se aplicé una prueba paramétrica de Friedman, la que se basa en la comparacion entre
medias de varios grupos (Amat, 2016), con ello se determind que el mejor tratamiento
es el que contenia recubrimiento de celulosa bacteriana a la temperaturas de 4 °C
(Figura 3) correspondientes al recuento de aerobio mesofilos, esto se debe a que el
biofilm actla como barrera protectora e impide el contacto directo entre la superficie
del fruto con el oxigeno, el cual es de primordial importancia para que estas bacterias
se reproduzcan (RENALOA, 2014).

Residuals vs Leverage
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Figura 3: Analisis estadista de presencia de microorganismos. P1) Prueba de
Paramétrica de Friedman en R para Aerobio mesdfilos. P2) Determinacion de
los mejores tratamientos (Eta cuadrado) para Aerobio mesdfilos.
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Mediante el analisis estadistico se determind que el mejor tratamiento para mohos y
levaduras es el tratamiento 4 (Figura 4), no presenta recubrimiento y se almacena a
una temperatura de 4 °C, de describe como el mejor tratamiento ya que mohos y
levaduras son organismos aerobios y aungque muchas especies son fermentadoras, otras

no lo son, por ello el biofilm no actta como barrera ante este tipo de microorganismos.

Residuals vs Leverage
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Figura 4: Determinacion de los mejores tratamientos (Eta cuadrado) para mohos
y levaduras.

3.2. Andlisis fisicoquimicos de fresas en ultracongelacion.

3.2.1. pHy Acidez

La acidez titulable no define el total de acidez de una muestra ni la cantidad de acidos
involucrados en ella, sino al contrario mide el cambio de concentracion de &cidos
organicos en un alimento. El pardmetro de acidez titulable se determino con Na(OH )
0,1 N. Los resultados presentados en la tabla 6 se encuentran expresados en funcion a
la cantidad de &cido citrico, por ser el mas abundante en fresas como sefiala Ulrich

(1970), sequido de acido malico, succinico y ascorbico.

La variacion de pH y acidez en las fresas sin recubrimiento de CB, es notable debido
a procesos fisiologicos propio de la fruta, el pH aumenta en funcion del tiempo,
mientras que la acidez va descendiendo, lo cual es explicado por Fennema (2000).
Quien indica que las fresas por su proceso normal de maduracién y procesos

fisioldgicos cambian sus caracteristicas fisicoquimicas, tales como la disminucion del
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porcentaje de acidez y el aumento de pH durante el tiempo de almacenamiento sin
dejar de lado la respiracién de la fruta para dichos procesos. Es de suma importancia
tener en cuenta la temperatura de almacenamiento (-80 °C) donde las variables de pH
y acidez titulable no varian significativamente (Tabla 6). Esto indica que los procesos
de maduracidn se ven retardados y de esta forma se alarga el tiempo de vida util de la
fresa. Ademas que la fresa es un fruto climatérico (siguen madurando después de ser
recolectados) que al aumentar el indice de madurez posiblemente alcanzan una tasa de
respiracion maxima y desdobla rapidamente sus reservas (&cidos organicos) como
respuesta al incremento de su metabolismo y, en consecuencia, el pH se incrementa
(Kays & Paull, 2004).

Tabla 6. Andlisis Fisicoquimico (pH, % de acido citrico y ° Brix) de fresas
almacenadas en condiciones de ultracongelacion (-80° C).

Dia Sin recubrimiento Con recubrimiento
pH % Ac. Citrico °Brix pH % Ac. Citrico | °Brix
0 3,77 1,3395 8,60 3,78 1,0851 8,80
1 3,75 1,3231 8,50 3,77 1,0796 8,80
5 3,81 1,2672 8,61 3,85 1,0399 8,71
9 3,82 1,0714 8,65 3,89 0,9833 8,90
12 3,90 1,0295 8,95 3,96 0,8865 8,65
15 4,10 0,8813 9,05 3,90 0,8063 8,75
18 4,49 0,7339 9,35 4,10 0,8169 8,95

En la muestra con recubrimiento de CB, la variacion de los parametros analizados en
la tabla 6 es minima en comparacion con la muestra sin recubrimiento. Al no variar
en gran escala los resultados se puede determinar que el recubrimiento con CB retarda
los procesos biologicos del alimento como respiracion, deshidratacion, cambio de
color y sabor, lo que es bueno para aumentar el tiempo de vida util de la fresa. EI film
actlia como capa protectora, evita la respiracion de la fruta permitiendo el retardo en
los procesos de maduracion, pues en el estudio realizado por Carrefio (2011), se
determina que las membranas de celulosa bacteriana presentan un alto grado de
cristalinidad, la fase amorfa es muy reducida y por lo que un intercambio gaseoso
exhibe dificultad al atravesar la membrana, dificultando la tasa de respiracion del
alimento y al no existir paso de oxigeno hacia el alimento las funciones de maduracién

no se realizan con normalidad.
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3.2.2. Solidos solubles (° Brix)

Uno de los aspectos que refleja la madurez de la fresa es el comportamiento de los
solidos totales (°Brix), los azucares representan del 80 a 95 % del contenido de solido
totales por lo tanto al aumentar los °Brix se determina que la fruta sigue su proceso de
maduracion debido a la hidrolisis de los almidones que se transforman en azucares
(Osterloh et al., 1997).

La variacion de la cantidad de solidos solubles se presenta en la tabla 6. Se aprecia un
aumento de la cantidad de azUcares en la muestra que no tiene recubrimiento, al pasar
de 8,60 a 9,35 ° Brix, esta variacion es normal si comparamos los cambios de pH como
de acidez de la muestra lo que conlleva a un cambio total en la fresa por la maduracion
de la misma pese a estar a una temperatura de -80 °C. En el caso de la muestra con
recubrimiento a lo largo del estudio no presentaron mayores variaciones y permanecio
el valor de solido soluble estable durante el almacenamiento (8,80 - 8,95 °Brix). Esta
estabilidad de los °Brix se puede explicar por la baja tasa de respiracion que existe por
el alimento debido al recubrimiento de CB, la misma que afecta al pH y Acidez como

se discute en la seccion anterior.

3.2.3. Pérdida de peso durante periodo de almacenamiento a ultracongelacién

La pérdida de peso en fresa fue diferente en cada muestra coémo se presenta en la tabla
7. La muestra sin recubrimiento sufre una pérdida de peso en primera instancia,
seguida de una ganancia de peso con el pasar de los dias. La pérdida de peso en el
congelamiento puede tener como causa la sublimacion del hielo en la superficie de la
muestra formando una capa porosa deshidratada, la misma que en el periodo analizado
aumenta el espesor (Camparione et al., 2005). Mientras que el aumento de peso se ve
influenciado por el fenédmeno de adsorcion de la humedad ambiental y las fuerzas
impulsoras (diferencia entre la presion de vapor de agua sobre la superficie del
alimento y la presion de vapor del aire de los alrededores) de la humedad en la
superficie del alimento que se encuentra deshidratado parcialmente por el efecto de la
sublimacion y la humedad del aire (Campafione et al., 2002), adquiriendo una

ganancia del 2,35 % durante el almacenado a ultracongelacion.

La muestra con recubrimiento de CB, presenta pérdida de peso con respecto al inicial,

en el primer dia existe mayor pérdida de peso con respecto a los dias restantes debido
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a lo explicado anteriormente. En los dias siguientes el recubrimiento de CB comienza
a ganar peso con respecto al dia 1, dicha ganancia no supera el peso inicial de la fresa
por lo cual existe una pérdida de peso global en esta muestra. Este fendmeno fue
postulado durante el proceso de secado expuesto por (Jie et al., 2005). De acuerdo con
estos autores las uniones de los puentes de hidrdgeno entre agua-agua y agua-celulosa
son extremadamente fuertes para constituir macro cavidades que se van haciendo méas
pequefias a medida que se evapora el agua libre, dando lugar a uniones de puente de
hidrogeno entre las fibras de celulosa; dichas uniones permiten mantener la humedad
del alimento y de la parte interna de la CB que se encuentra en contacto con la muestra,

existiendo sublimacion solo en la parte exterior del biofilm

Tabla 7. Pérdida de peso en fresa

Dia Sin recubrimiento | Con recubrimiento
Peso (9) % Peso () %
0 10,285 0,00 8,970 0,00
1 10,278 -0,07 8,718 -2,81
5 10,344 0,57 8,759 -2,36
9 10,369 0,82 8,800 -1,90
12 10,481 1,91 8,830 -1,56
15 10,479 1,89 8,830 -1,56
18 10,527 2,35 8,835 -1,51

La parte exterior del biofilm presenta un menor fenémeno de adsorcion ya que no se
ve influenciado la presion de vapor de la superficie del alimento, actuando como una
barra protectora que disminuye la presion de vapor del aire en la muestra por
encontraste hidratado el biofilm. Por lo que la pérdida de peso fue del 1,51 % durante

el almacenamiento.

3.3. Impregnacion de nanoparticulas de plata en biofilm de Celulosa Bacteriana

Una vez realizada la impregnacion de nano particulas de plata en los biofilms de
celulosa bacteriana, se procedié al recubrimiento en fresas siguiendo el mismo
procedimiento descrito para CB sin impregnacion. Se realizaron dos tratamientos:
fresas con recubrimiento a temperatura ambiente (25 °C) y acelerada (37 °C). El
analisis de las muestras tuvo un periodo de 7 dias en los cuales se realizd recuento de
microorganismos como: mohos, levaduras y aerobios mesofilos a las 24 horas de

incubacion. Los resultados obtenidos para cada temperatura fueron similares ya que
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no se evidencio crecimiento de microorganismos en medios de cultivo PDA y

Nutritivo.

Figura 5. Recubrimiento de fresa con CB impregnada con Plata

Este fendmeno de inhibicion de crecimiento de microorganismos esta explicado por
las nanoparticulas de plata que se encuentran impregnadas en el biofilm de CB, las
cuales tienen capacidad antimicrobiana y antimicoOtica. Ademas se corroboran los
resultados obtenidos con el estudio presentado por Dan et al. (2005), quienes sefialan
que las nanoparticulas de plata actan contra bacterias gram negativos, gram positivos
y hongos. Aungue el mecanismo asociado a la inhibicién del crecimiento microbiano
por nanoparticulas de plata no esta claro, se postula que los iones de plata interacttan
con tiol (-SH) que contienen proteinas dentro del limite celular o por moléculas de
superficie; inactivando las proteinas o disminuyendo la permeabilidad de la
membrana. Segun los resultados de (Barua et al., 2013) establece que los iones de
plata reaccionan con grupos de proteinas -SH e inhibe el metabolismo bacteriano. En
la membrana celular, los protones y fosfato son inhibidos por fosforilacion oxidativa

debido a la exposicion a nanoparticulas de plata.
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3.4. Microscopia Electrdnica de Barrido (SEM)

En la morfologia de celulosa bacteriana Figura 6A, se observa microfibrillas
entrelazadas unas con otras formando una red tridimensional, no se observo presencia
de elementos extrafios dentro de la estructura, con lo que se puede determinar que la
CB presenta una caracteristica pura y cristalina, lo cual concuerda con Chavez et al,
(2004), quienes manifiestan que el contenido de celulosa en los biofilms es del 98%,
ademaés durante el blanqueamiento del biofilm con NaOH se eliminaron restos del

microorganismo y del medio donde se obtuvo la CB.

— . .
" : "\. .\.)‘] ; um SEM HV: 10.0 kv WD: 15.07 mm MIRAJ TESCAN|
View fleld: 55.4 ym Det: SE, BSE
SEM MAG: 5.00 kx Date{m/dly): 0311318 CENCINAT

Figura 6. A) Morfologia de la celulosa bacteriana (Toscano, 2019) . B)
6Microfotografia SEM de celulosa bacteria impregnada con Ag. C) BSE de celulosa
bacteria impregnada con Ag, flecha amarilla: particulas con contraste diferente.

La impregnacion de Ag al ser tratada con NaOH 0.01N, los iones se redujeron para
formar nanoparticulas de plata, la celulosa bacteriana incolora original se torné

amarillenta lo que comprueba la impregnacién de iones Ag+ en biofilms de CB.

En la figura 6B, se confirma la presencia de nanoparticulas de Ag en la estructura de
CB, estas nanoparticulas se sitdan en los espacio existentes en la red tridimensional
formada por las microfibrillas, ademas se observa que no existe una reaccién por parte
de la plata hacia la celulosa y lo cual es comprobado por Ali etal. (2017), en su trabajo

de investigacion.

Segun He et al. (2003), sefialan que las particulas de Ag+ absorbidas se unen a las

microfibrillas de celulosa bacteriana a través de interacciones electroestaticas, el
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oxigeno rico en electrones esperan que los &tomos de los grupos hidroxilo polar y éter

de la celulosa bacteriana interactlen con los cationes del metal. Mediante la

identificacion de Ag por Mapping se confirma que en la estructura de celulosa existe
nanoparticulasde plata (Figura 7).

Ag

Figura 7. M) Identificacion de Ag+ por Mapping de las particulas observadas en el
detector de electrones retrodispersados (BSE)
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Figura 8. A) XRD en muestra de celulosa bacteriana. B) XRD de peliculas de
microfibrillas de celulosa bacteriana (Castro et al., 2011). C) XRD en muestra de

celulosa bacteriana impregnada con Ag. D) XRD patrones de las particulas de plata
(Chen, Fan, & Carroll, 2002).
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La difraccion de rayos X (DRX) se utiliz6 para examinar la estructura cristalina de
celulosa bacteriana (8A) identificando pico al valor 26 de 14,5°, 17°y 22,9 °. Dichos
valores se asemejan a los reportados por Cacicedo (2017). Las nanoparticulas
metalicas presentes en CB (8B). El patron DXR confirman nanoparticulas de Ag
impregnada en celulosa bacteriana en un pico (8B) al valor de 26 de 32,3°
concordando con en el estudio presentado por Chen et al. (2002), quienes presentan

un valor de identificacion de nanoparticulas de plata de 38,1° en 26.

3.5. Cuantificacion de azucares reductores consumido por K. Xylinus

La glucosa es utilizada por Komagataeibacter xylinus como fuente de carbono, energia
y sintesis de celulosa bacteriana. La celulosa de cualquier fuente es un polimero de
residuo de glucosa (Chavez et al., 2004). EI consumo de glucosa aumenta en funcién
del tiempo existiendo un mayor consumo en los primeros 7 dias en el que consume
12.61 mg/ml, siendo el 58,73% del total de la glucosa, después de este tiempo el
consumo es menor. En el dia 11 el microorganismo ha consumido el total de glucosa
presente en el medio H-S estandar que fue de 21,46 mg/ml (99,91% de glucosa), lo
interesante de la CB formada es que no se desintegra con el pasar del tiempo, esta
observacién lo hizo Hestrin & Schramm (1954), cuando determino que la celulosa
formada no disminuye cuando la incubacion continua a pesar de que no queda glucosa,
el proceso global de la sintesis puede ser considerado como irreversible, ademas afiade
que el tiempo 6ptimo para el desarrollo de celulosa bacteriana es de 15 dias, con lo

que se infiere debido a que en el dia 11, ya no existe glucosa para la sintesis de CB.
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Figura 9. Consumo de glucosa por K. Xylinus durante la formacion de CB
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La experimentacion se realiz6 por duplicado y concuerda con el trabajo presentado por
Toscano (2019), motivo por el cual se determind que la formacion de celulosa
bacteriana finaliza en el dia 11 por no existir glucosa para el consumo del

microorganismo.

3.6. Utilizacion de CB como contenedor para mermelada de Frutilla

Se debe explicar que se realizaron intentos de sellado de CB sin goma y no se obtuvo
éxito, por esta razon se inicio la combinacion de CB con diferentes gomas.

Se aplicd dos tratamientos para el sellamiento del biofilm de CB, el primer sellamiento
basado en la impregnacion de las gomas (Xanthan, Guar, Dextrina, Alginato y Gelatina
natural) en CB. Este tratamiento con impregnacion presento dificultad por la excesiva
adhesividad de todo el biofilm lo que dificulto el trabajo de elaboracién del contenedor
para mermelada, todas las gomas presentaban adhesividad predominando la Gelatina
natural. El segundo tratamiento, la elaboracion de contenedor fue mas préactico y
simple a comparacion del tratamiento anterior logrando un buen sellado del Biofilm
con las gomas mencionadas, en este tratamiento la Gelatina natural predomina por

presentar mayor fuerza de sellado.

Se empaco mermelada de fresa en contenedores de biofilm que presentaron mayor
adherencia de cada tratamiento y se evalué parametros de color, °Brix, y pérdida de

peso.

Tabla 8. Porcentaje de pérdida de peso en mermelada de fresa

Impregnacion de | Sellamiento de extremos
Dia gelatina natural | con de gelatina natural
% Perdida Peso % Perdida Peso

3 3,2 5,4
6 8,2 14,0
9 13,0 15,8
12 14,3 17,6
15 14,5 18,0
18 15,3 19,8

La pérdida de peso en mermelada es evidente en los tratamientos utilizados. Para el
primer tratamiento el que consta de impregnacion de gelatina natural en CB tiene una

pérdida de peso del 15,3%, mientras que en el tratamiento de sellamiento de celulosa
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con gelatina natural en los extremos presento una pérdida de peso mayor siendo del
19,8 %. La pérdida de peso en el primer tratamiento es inferior a comparacion del
tratamiento de sellado de extremos, debido a que la gelatina natural se incrusta en los
espacios que existe entre microfibrillas y la adherencia en las mismas microfibrillas de
la CB, formando una capa protectora con mas firmeza y rigidez. Mientras que en el
otro tratamiento la pérdida de peso es mayor debido a que el biofilm de CB por
presentar propiedades de absorcion de agua y permeabilidad, absorbe el agua presente
en la mermelada y es trasladada hacia el exterior provocando una deshidratacion de la

muestra.

Segun estudios realizados por Alvarez et al.(2013), en la elaboracion de una funda
para chorizo a partir de celulosa bacteriana, presentan el mismo problema de
deshidratacién sefialando que en algunos casos el chorizo mostré una pérdida muy
significativa de humedad. Una de las razones para este comportamiento puede deberse
a la carencia de una capa de proteina coagulada que se forma entre ambas partes y que
se encarga de reducir las mermas por evaporacion. Adicionalmente, pruebas de
permeabilidad en el trabajo mencionado mostraron que los film de celulosa tiene una

tasa de permeabilidad mayor que la del colageno.

Figura 10. T1) Color inicial de mermelada de fresa dia 0. T2) Color final
de mermelada de fresa contenida en empaque impregnado de gelatina
natural dia 18. T3) Color final de mermelada de fresa contenida en empaque
sellado en los extremos con gelatina natural dia 18.

Por la permeabilidad del biofilm de CB y la deshidratacidn de la muestra, los °Brix se
ven influenciados notoriamente en las muestras analizadas, pasando de un valor inicial
de 66,2 °Brix a 76,4 °Brix en la muestra que se almaceno en el empaque de

impregnacion de CB, mientras que el valor final de la muestra que se almaceno en el
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empaque sellado en los extremos fue de 83,6 °Brix. Como se menciond anteriormente

los °Brix determinan la cantidad de solidos solubles presente en una sustancia.

Al analizar las coordenadas obtenidas por el CIE L*a*b* se observo una variacion de
color. El color de la mermelada del dia O (T1) presento las siguientes caracteristicas
color oscuro de rojo-naranja, dicho color se compone de 31.37% de rojo, 14.12% de
verde y 8.63% de azul. El color final para el tratamiento con impregnacion de gelatina
(T?2) presento un color rojo oscuro, se compone de 27.84% de rojo, 18.43% de verde
y 16.86% de azul. En el tratamiento de sellado en los extremos del biofilm de CB, el
color final de la muestra (T3) presento un color rojo oscuro medio se compone de
32.16% de rojo, 23.53% de verde y 21.96% de azul. EI cambio de color de un matiz
claro a un oscuro se explica por la deshidratacion que sufre la mermelada donde el
contenido de polifenoles, antocianinas, solidos que se concentran y por reacciones
enzimaticas que se pueden efectuar segun los describe Garcia, Serrano, & Garrido
(2016), quienes expresan que los alimentos en la deshidratacion y almacenamiento
prolongado presentan decoloracion debido al pardeamiento. El pardeamiento
enzimatico es ocasionado por la enzima polifenol oxidasa (PPO) que cataliza la
oxidacion del mono- y orto- difenoles para formar quinonas que se ciclan,
experimentando oxidaciones futuras, y se condensan para formar pigmentos pardeados

(melaninas).

3.7. Verificacion de hipdtesis

Mediante los analisis realizados sobre determinacion de vida util en fresa (Fragaria x
ananassa) y el respectivo analisis de datos ANOVA en cada tratamiento, con un nivel
de confianza del 95% se rechaza la hipotesis nula debido a que si existen diferencias
significativas en Fresa con recubrimiento de biofilm de celulosa bacteriana producida
por Komagataeibacter xylinus lo que da como resultado un alargamiento de tiempo de
vida util de la fresa con respecto a la que no tiene recubrimiento, de esta forma se

acepta la hipotesis alternativa
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

El recubrimiento con biofilm de celulosa bacteriana producida por
Komagataeibacter xylinus aplicada a fresa (Fragaria x ananassa) aumenta el
tiempo de vida Gtil de este fruto, alargando a 12, 6 y 3 dias el tiempo de vida
de anaquel por presentar mayor calidad microbiana, por otro lado fresa sin
recubrimiento tuvo una vida de anaquel de 11, 4 y 2 dias a las temperaturas de
4, 25 y 37°C respectivamente, el recubrimiento redujo la carga microbiana
hasta niveles aceptables establecida por normativas .

La variacion de los parametros fisicoquimicos de pH, acidez titulable, solidos
solubles y pérdida de peso son notables en fresas que no presentan
recubrimiento de CB, a pesar de encontrarse a una temperatura
extremadamente baja (-80°C) el proceso de maduracién continuaba debido a
los cambio que presentaron en los parametros mencionados. Para muestras con
recubrimiento de CB, el film actu6 como barrera entre la superficie externa de
la fruta y el ambiente dificultando que la fresa continle su proceso de
maduracion por la reduccion del intercambio gaseoso que es necesario para la
respiracion, provocando que el fruto no realice con normalidad sus procesos
bioldgicos.

Las nanoparticulas de plata presentan un poder antimicrobiano eficaz por ello
al impregnar las nanoparticulas en biofilms de CB y realizar los respectivos
analisis microbiol6gicos, se determind que no existe presencia de aerobios
mesofilos, mohos y levaduras en muestras tratadas con este recubrimiento, lo
que aumenta el tiempo de vida datil en la fresa en funcion a parametros
microbianos. Con respecto a procesos de maduracion las nanoparticulas de
plata no influyen. Mediante el analisis SEM y XRD se confirmd que existe
presencia de Ag en la estructura de la celulosa bacteriana.

El mejor tratamiento para el sellamiento del biofilm de celulosa fue con
gelatina natural como aditivo. El tratamiento con impregnacion de gelatina
natural tiene una pérdida de peso del 15,3 %, mientras que en el tratamiento

de sellamiento de extremos del biofilm de celulosa bacteriana se observé una
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pérdida mayor de peso correspondiente al 19,8%. Esta pérdida de peso por
deshidratacion influencio de forma directa en la concentracion de los °Brix, de
66.2 °Brix, a 76,4 °Brix en el tratamiento de impregnacion y 83,6 °Brix en el
tratamiento de sellado de externos. La variacion de color fue evidente pasando
de un color oscuro de rojo-naranja a un color final de rojo oscuro en el
tratamiento de impregnacion, mientras que en tratamiento se sellado de

extremos el color final fue rojo oscuro medio.

4.2. Recomendaciones

Realizar recubrimiento de celulosa bacteriana en diferentes matrices para
determinar si presentan resultados favorables igual al obtenido en fresa o
difieren a los obtenidos en esta fruta, y analizar las posibles alteraciones en las

nuevas matrices si presentan resultados adversos a este estudio.

Las muestras que se analicen a temperaturas de ultracongelacion deben
contener recipientes herméticos y cerrados para no alterar los resultados ya sea
por ganancia de humedad, descongelamiento progresivo y dafios estructurales

por manipulacion.

Se recomienda realizar impregnacion en CB con diferentes nanoparticulas que
presenten actividad antimicrobiana para identificar el poder de inhibicion de

microrganismos en muestras alimentarias.

Estudiar diferentes tipos de resinas y gomas para un mejor sellado de biofilms
de celulosa bacteriana, con el objetivo de elaborar un empaque que se asemeje
a los que se encuentran disponibles en el mercado, poder competir con ellos y

asi contribuir a contrarrestar la contaminacion ambiental.
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ANEXOS

Anexo 1. % Acido citrico en muestras de fresa durante el proceso de
ultracongelacion

Acidez final (Ac. Citrico)

Dia Sin Recubrimiento Con Recubrimiento

Vol. de NaOH 0,IN % Acido  volumen de NaOH 0,IN % Acido
utilizado (ml) citrico utilizado (ml) citrico

1 10,465 1,33952 8,477 1,085056
2 10,337 1,323136 8,434 1,079552
3 10,22 1,30816 8,2745 1,059136
4 10,179 1,302912 8,276 1,059328
5 9,9 1,2672 8,124 1,039872
6 9,119 1,167232 8,094 1,036032
7 9,119 1,167232 8,015 1,02592
8 8,42 1,07776 8,015 1,02592
9 8,37 1,07136 7,682 0,983296
10 8,1 1,0368 7,0445 0,901696
11 8,043 1,029504 6,9825 0,89376
12 8,043 1,029504 6,9255 0,886464
13 7,934 1,015552 6,6405 0,849984
14 7,904 1,011712 6,608 0,845824
15 6,885 0,88128 6,2995 0,806336
16 6,9095 0,884416 6,421 0,821888
17 6,6555 0,851904 6,401 0,819328
18 5,7335 0,733888 6,382 0,816896
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Anexo 2 . Parametros de pH y ° Brix en muestras de fresa durante el proceso de
ultracongelacion

Parametros de pH y ° Brix en muestras

Dia Sin Recubrimiento Con Recubrimiento
pH Solidos Solubles (° Brix) pH Solidos Solubles (° Brix)

1 3,77 8,60 3,78 8,80

2 3,75 8,50 3,77 8,80

3 3,76 8,45 3,81 8,70

4 3,75 8,45 3,80 8,80

5 3,81 8,61 3,85 8,71

6 3,78 8,55 3,82 8,70

7 3,78 8,55 3,84 8,85

8 3,81 8,30 3,97 8,15

9 3,82 8,65 3,89 8,90
10 3,82 8,80 3,87 8,60
11 3,80 8,55 3,87 8,50
12 3,90 8,95 3,96 8,65
13 3,89 9,00 3,87 8,50
14 3,82 9,15 3,93 8,00
15 4,10 9,05 3,90 8,75
16 4,17 9,05 4,01 8,50
17 4,24 9,25 4,03 8,85
18 4,49 9,35 4,10 8,95
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Anexo 3. Determinacion de concentracion de glucosa por método DNS

Dias Absorbancia  Concentracion de glucosa (mg/ml)
0 0,8966 21,4613
1 0,8486 20,0863
2 0,7733 17,9293
3 0,7054 15,9843
4 0,6576 14,6151
5 0,5966 12,8677
6 0,5496 11,5214
7 0,4566 8,8574
8 0,2486 2,8992
9 0,298 4,3142
10 0,2301 2,3692
11 0,1056 -1,1971
12 0,0676 -2,2856
13 0,0496 -2,8012
14 0,0246 -3,5174
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Anexo 4. Conteo de aerobios meséfilos, mohos y levaduras en muestras de fresa

Medios  Temperatura Dias Tiempo (h)  Sin recubrimiento UFC/g  Con recubrimiento UFC/g
Lunes 0 1,00E+05 1,00E+05 6,00E+05 8,00E+05
Miércoles 48 1,00E+05 1,00E+05 1,10E+06 1,30E+06
4°C Jueves 72 2,00E+05 2,00E+05  9,00E+05 1,50E+06
Viernes 96 6,00E+05 5,00E+05 2,10E+06 1,90E+06
Lunes 168 8,00E+06 6,00E+06 4,00E+06 3,50E+06
Lunes 0 2,00E+05 4,00E+05  1,00E+05 3,00E+05
Miércoles 48 3,50E+06 4,10E+06 1,20E+06 9,00E+05
PDA 25°C Jueves 72 8,70E+06 9,10E+06  2,00E+06 2,20E+06
Viernes 96 1,24E+07 1,31E+07  4,90E+06 5,20E+06
Lunes 168 2,61E+07 2,54E+07  8,70E+06 9,30E+06
Lunes 0 3,00E+05 9,00E+05 4,00E+05 6,00E+05
Miércoles 48 6,50E+06 7,90E+06  4,50E+06 3,60E+06
37°C Jueves 72 1,24E+07 1,45E+07  8,90E+06 9,10E+06
Viernes 96 3,10E+07 3,00E+07 1,45E+07 1,39E+07
Lunes 168 3,00E+07 3,00E+07  1,32E+07 1,20E+07
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Lunes 0 2,00E+04 2,60E+04 3,00E+03 3,00E+03

Miércoles 48 3,50E+04 4,10E+04  6,00E+03 5,00E+03

4°C Jueves 72 8,10E+04 9,20E+04 1,00E+04 8,00E+03
Viernes 96 6,10E+04 8,70E+04 1,10E+04 1,30E+04

Lunes 168 1,02E+05 1,15E+05 3,00E+04 3,20E+04

Lunes 0 1,00E+03 1,00E+03 3,00E+03 2,00E+03

Miércoles 48 8,90E+04 9,60E+04 1,00E+04 1,00E+04

25°C Jueves 72 1,34E+05 1,47E+05 4,90E+04 5,30E+04
Nutriente Viernes 96 300E+05  3,00E+05  7,10E+04 7,30E+04
Lunes 168 3,00E+05 3,00E+05 1,62E+05 1,49E+05

Lunes 0 1,00E+03 1,00E+03 6,00E+03 9,00E+03

Miércoles 48 1,23E+05 1,25E+05 9,80E+04 9,20E+04

37°C Jueves 72 3,00E+05 3,00E+05 1,54E+05 1,52E+05
Viernes 96 3,00E+05 3,00E+05 3,00E+05 3,00E+05

Lunes 168 3,00E+05 3,00E+05 4,51E+05 4,54E+05
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Anexo 5. Determinacién de orden de reaccion en fresa sin recubrimiento

PDA

NUTRITIVO

(A) 1
1,00E+05
2,00E+05
5,50E+05
7,00E+06
7,00E+06

(A) 1
3,00E+05
3,80E+06
8,90E+06
1,28E+07
2,58E+07

(A1
6,00E+05
7,20E+06
1,35E+07
3,05E+07
3,00E+07

(A1
2,30E+04
3,80E+04
8,65E+04
7,40E+04
1,09E+05

(A) 1
1,00E+03
9,25E+04
1,41E+05
3,00E+05
3,00E+05

LN (A) 1
1,15E+01
1,22E+01
1,32E+01
1,58E+01
1,58E+01

LN (A) 1
1,26E+01
1,52E+01
1,60E+01
1,64E+01
1,71E+01

LN (A) 1
1,33E+01
1,58E+01
1,64E+01
1,72E+01
1,72E+01

LN (A) 1
1,00E+01
1,05E+01
1,14E+01
1,12E+01
1,16E+01

LN (A) 1
6,91E+00
1,14E+01
1,19E+01
1,26E+01
1,26E+01

Orden de reaccién (4°C)
1/(A) 1 (A) 1
1,00E-05 a -1,58E+06
5,00E-06 bx 4,13E+04
1,82E-06 | R"2 7,17E-01
1,40E-07
3,33E-06

Orden de reaccion (25°C)
1/(A) 1 (A) 1
3,33E-06 a -1,73E+06
2,63E-07 | bx 1,57E+05
1,12E-07 R"2 9,74E-01

7,80E-08

3,90E-08
Orden de reaccion (37°C)
1/(A) 1 (A)1

1,67E-06 a -2,57E+06
1,39E-07 = bx 2,87E+05
7,43E-08 R"2  8,04E-01
3,28E-08
3,33E-08

Orden de reaccién (4°C)

1/(A) 1 (A) 1
4,35E-05 a 2,60E+04
2,63E-05 bx 5,21E+02
1,16E-05 | R™2 8,51E-01

1,35E-05

9,22E-06
Orden de reaccion (25°C)
1UA) 1 A1

1,00E-03 a 1,90E+04
1,08E-05 bx 1,92E+03
7,12E-06 R"2 | 8,26E-01
3,33E-06
3,33E-06
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LN (A) 1
1,08E+01
2,70E-02
8,93E-01

LN (A) 1
1,29E+01
4,00E-02
9,56E-01

LN (A) 1
1,35E+01
4,10E-02
7,39E-01

LN (A) 1
1,02E+01
9,30E-03
8,59E-01

LN (A) 1
8,72E+00
3,08E-02
6,42E-01

1/(A) 1
1,05E-05
-6,70E-08
8,32E-01

1/(A) 1
2,05E-06
-1,70E-08
5,26E-01

1/(A) 1
1,03E-06
-8,00E-09
5,24E-01

1/(A) 1
3,60E-05
-1,98E-07
7,38E-01

1(A) 1
5,90E-04
-4,97E-06
4,83E-01



(A) 1
1,00E+03
1,24E+05
3,00E+05
3,00E+05
3,00E+05

LN (A) 1
6,91E-+00
1,17E+01
1,26E+01
1,26E+01
1,26E+01

Orden de reaccion (37°C)
1/(A) 1 (A)1
1,00E-03 a 6,55E+04
8,06E-06 = bx 1,82E+03
3,33E-06 R"2  6,76E-01
3,33E-06
3,33E-06

LN (A) 1
7,61E+00
6,22E-02
8,67E-01

Anexo 6. Determinacion de orden de reaccion en fresa con recubrimiento.

PDA

(A) 1
7,00E+05
1,20E+06
1,20E+06
2,00E+06
3,75E+06

(A)1
2,00E+05
1,05E+06
2,10E+06
5,05E+06
9,00E+06

(A) 1
5,00E+05
4,05E+06
9,00E+06
1,42E+07
1,26E+07

(A) 1
3,00E+03
5,50E+03
9,00E+03
1,20E+04
3,10E+04

LN (A) 1
1,35E+01
1,40E+01
1,40E+01
1,45E+01
1,51E+01

LN (A) 1
1,22E+01
1,39E+01
1,46E+01
1,54E+01
1,60E+01

LN (A) 1
1,31E+01
1,52E+01
1,60E+01
1,65E+01
1,63E+01

LN (A) 1
8,01E+00
8,61E+00
9,11E+00
9,39E+00
1,03E+01

Orden de reaccion (4°C)

1/(A) 1 (A)1
1,43E-06 a 3,46E+05
8,33E-07 = bx 1,85E+04
8,33E-07 R™2 9,21E-01

5,00E-07

2,67E-07
Orden de reaccion (25°C)
1/(A) 1 (A)1

5,00E-06 a -8,09E+05
9,52E-07 | bx 5,58E+04
4,76E-07 ' R"2 9,35E-01
1,98E-07
1,11E-07

Orden de reaccion (37°C)

1/(A) 1 (A)1
2,00E-06 a 1,98E+06
2,47E-07 | bx 7,93E+04
1,11E-07 R"2 7,32E-01

7,04E-08

7,94E-08
Orden de reaccion (4°C)
1UA) 1 A1

3,33E-04 a -9,63E+02
1,82E-04 = bx 1,70E+02
111E-04 R"2  9,43E-01
8,33E-05
3,23E-05
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LN (A) 1
1,34E+01
1,00E-02
9,73E-01

LN (A) 1
1,27E+01
2,27E-02
9,99E-01

LN (A) 1
1,33E+01
3,57E-02
9,76E-01

LN (A) 1
8,01E+00
1,40E-02
9,95E-01

1/(A) 1
5,85E-04
-4,97E-06
4,80E-01

1/(A) 1
1,29E-06
-6,72E-09
9,09E-01

1/(A) 1
3,34E-06
-2,59E-08
6,05E-01

1/(A) 1
1,26E-06
-9,89E-09
5,34E-01

1(A) 1
2,82E-04
-1,74E-06
8,57E-01



NUTRITIVO

(A) 1
2,50E+03
1,00E+04
5,10E+04
7,20E+04
1,56E+05

(A) 1
7,50E+03
9,50E+04
1,53E+05
3,00E+05
4,53E+05

Orden de reaccion (25°C)

LN(A)1  1/(A)1

7,82E+00 | 4,00E-04
9,21E+00 | 1,00E-04
1,08E+01 = 1,96E-05
1,12E+01 | 1,39E-05
1,20E+01 | 6,43E-06

(A) 1
a | -6,27E+03
bx | 7,43E+02

RA2 | 9,43E-01

Orden de reaccion (37°C)

LN(A)1 | 1/(A)1

8,92E+00 = 1,33E-04
1,15E+01 = 1,05E-05
1,19E+01 = 6,54E-06
1,26E+01 | 3,33E-06
1,30E+01 | 2,21E-06

(A)1
a 5,46E+03
bx 1,99E+03
RN"2  9,65E-01

LN (A) 1
8,28E+00
2,51E-02
9,59E-01

LN (A) 1
9,04E+00
4,35E-02
9,66E-01

Anexo 7. Pérdida de peso en mermelada de fresa durante 18 dias de estudio

Pérdida de Peso
Di Impregnacion de Sellamiento de extremos con

ias : ;

gelatina natural de gelatina natural

Peso % Perdida Peso % Perdida

0 37,46 0,00 82,66 0,00
3 36,25 3,23 78,23 5,36
6 34,37 8,25 71,06 14,03
9 32,59 13,00 69,64 15,75
12 32,11 14,28 68,12 17,59
15 32,02 14,52 67,80 17,98
18 31,72 15,32 66,30 19,79
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1/(A) 1
2,71E-04
-2,13E-06
6,22E-01

1/(A) 1
8,25E-05
-6,68E-07
5,26E-01



Anexo 8. Siembra de K. Xylinus en Anexo 9. Produccion de celulosa
medio HS bacteriana

Anexo 10. Lavado de Celulosa Anexo 11. Biofilm de CB dptima para
bacteriana recubrimiento

Anexo 12. Fresa con recubrimiento (izquierda) y sin recubrimiento (derecha) antes
de tratamientos.
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Anexo 13. Recuento de aerobios Anexo 14. Recuento de mohos y
mesofilos dilucion 10° de muestra levaduras dilucion 10° de muestra

almacenada a 25°C almacenada a 4°C
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