Investigacion y Desarrollo en Ciencia y Tecnologia de Alimentos

Efecto de la Aplicacion de Bacillus subtilis Sobre Propiedades Fisico-Quimicas de Frutos
de Arandano (Vaccinium corymbosum) Almacenados en Refrigeracion.

Martinez Jaime O.A.2, Abraham Juarez M.R.”", Saldafia Robles A., Cervantes Diaz, EP. Ozuna Lépez C.?,
Pérez Becerra L.P

a Universidad de Guanajuato, Campus Irapuato-Salamanca, Divisién de Ciencias de la Vida, Departamento de Agronomia.
Ex-Hacienda “El Copal”, Km 9 carretera Irapuato-Silao, A.P. 311, C.P. 36500, Irapuato, Guanajuato, México.

b Universidad de Guanajuato, Campus Irapuato-Salamanca, Division de Ciencias de la Vida, Departamento de Alimentos.
Ex-Hda. “El Copal”, Km 9 carretera Irapuato-Silao, A.P. 311, C.P. 36500, Irapuato, Guanajuato, México.

¢ Universidad de Guanajuato, Campus Irapuato-Salamanca, Division de Ciencias de la Vida, Departamento de Mécanica
Agricola. Ex-Hacienda “El Copal”, Km 9 carretera Irapuato-Silao, A.P. 311, C.P. 36500, Irapuato, Guanajuato, México.*
mabraham@ugto.mx

RESUMEN

Cuando los frutos de arandano alcanzan la madurez fisioldgica, comienzan a producirse cambios de color, firmeza y sabor
durante su manejo postcosecha, la velocidad con la que ocurren estos cambios esta relacionada principalmente con la
temperatura. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la aplicacién de una biopelicula de B. subtilis sobre el color, la
firmeza, el pH, la acidez y el contenido de solidos solubles totales de frutos de V. corymbosum de la variedad Biloxi, durante
su almacenamiento bajo refrigeracion a 9.3 °C. Estas caracteristicas fisicoquimicas se midieron al inicio y al final del
almacenamiento, la lectura final de cada variable respuesta se analiz6 bajo un disefio completamente al azar (DCA) con ajuste
por covarianza, donde la lectura inicial se considerd como covariable. El recubrimiento bacteriano influy6 solamente sobre las
propiedades quimicas de pH y porcentaje de acidez titulable de los frutos, ya que redujo el pH e increment6 la acidez, lo cual
a su vez posiblemente provoco un aumento en la vida (til, ya que dichos frutos se mantuvieron en buen estado durante dos dias
mas cuando se aplico la biopelicula, comparados con los frutos donde no se aplico (control de referencia)..
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ABSTRACT

When blueberry fruits reach physiological maturity, changes in color, firmness and flavor begin to occur during their
postharvest handling, the speed with which these changes occur is mainly related to temperature. The objective of this work
was to evaluate the effect of the application of a biofilm of B. subtilis on the color, the firmness, the pH, the acidity and the
content of total soluble solids of fruits of V. corymbosum of the Biloxi variety, during its storage under refrigeration at 9.3 °C.
These physicochemical characteristics were measured at the beginning and at the end of storage, the final reading of each
response variable was analyzed under a completely randomized design (DCA) with adjustment for covariance, where the initial
reading was considered like covariate. The bacterial coating only influenced the chemical properties of pH and percentage of
titulable acidity of the fruits, since it reduced the pH and increased the acidity, which in turn possibly caused an increase in the
useful life, since said fruits they remained in good condition for two more days when the biofilm was applied, compared with
the fruits where it was not applied (control treatment)..

Keywords: Blueberry, storage, Bacillus subtilis, biofilm, temperature, physicochemical properties.
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INTRODUCCION

El ardndano (Vaccinium corymbosum L.) se ha cultivado en México por més de 30 afios en superficies pequefas
del estado de Puebla, en los ultimos cinco afios ha tomado gran impulso en los estados de Jalisco, Colima y
Michoacan (Escalera, 2009), siendo la variedad Biloxi de crecimiento erecto y vigoroso, la mas utilizada en esta
region por su alta productividad (Spiers et al., 2002).

Por su alto contenido de agua y piel delgada, los frutos de ardndano son altamente susceptibles de sufrir dafios
mecanicos durante su manejo postcosecha, aunado a los cambios fisiolégicos provocados por la maduracion (Mitra,
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1997). El indice de cosecha se basa en el color de la superficie del fruto, el cual se torna rojizo y luego azul cuando
madura completamente, a causa de la formacion de antocianinas, fenoles, flavonoides y vitaminas (Figueroa et al.,
2010), los cuales tienen poder antibi6tico (contra Escherichia coli) y gran potencial antioxidante, por lo que su
consumo protege de enfermedades cardiovasculares, e incluso cancer (Ostrolucka et al., 2007).

La calidad de la fruta cosechada depende en gran medida del manejo a que sea sometida desde el momento en que
se cosecha y de la temperatura a la que sea almacenada. Sin duda, los dafios mecéanicos y su preservacion en
condiciones de temperatura ambiental, incrementan rapidamente el deterioro de los frutos de ardndano, propiciando
pérdidas de su firmeza (NeSmith et al., 2002).

Por su delicadeza, los frutos de arandano se deben cosechar y colocar directamente en sus contenedores finales, lo
que implica su clasificacién y seleccion simultanea, ya que a consecuencia de su alta tasa de respiracion y
transpiracion, son muy susceptibles de sufrir ataque de hongos, lo que a su vez acorta su vida Gtil (Stivers y Fonseca,
2015); una alternativa para subsanar en parte esta problematica y que funciona ademéas como agente de control
bioldgico, la constituyen microorganismos rizosféricos que promueven el crecimiento vegetal, que se suministran
en precosecha para mejorar la calidad de algunos frutos (Olalde y Mena, 2008). Particularmente, las especies del
género Bacillus son bacterias Gram positivas que forman endosporas termorresistentes, susceptibles de aplicarse a
través de una biopelicula que recubre las plantas, a fin de proteger los frutos de infecciones que pudieran provocar
algunos microorganismos fitopatdégenos antes de la cosecha (Todar, 2003), especificamente Bacillus subtilis se ha
empleado en pre y postcosecha para controlar con éxito la enfermedad conocida como pudricién gris en ardndano,
causada por el hongo Botrytis cinerea, ayudando ademas a mantener las propiedades organolépticas de los frutos.
Asimismo, Mena y Olalde (2007) encontraron efectos positivos sobre la calidad de frutos de tomate (Physalis
ixocarpa), particularmente sobre la textura, cuando se las plantas se trataron con una cepa de B. subtilis.

Por lo anteriormente expuesto, y debido a la importancia que actualmente ha adquirido el arandano en nuestro pais
como cultivo y como alimento con potencial antioxidante, se plante6 el presente trabajo con el propésito de evaluar
el efecto de la aplicacion de una biopelicula de B. subtilis sobre algunas caracteristicas fisico-quimicas de frutos de
la variedad Biloxi de V. corymbosum, durante su almacenamiento en condiciones de refrigeracién (vida dtil).

MATERIALES Y METODOS|

Los frutos de ardndano utilizados en la presente investigacion, correspondieron a la variedad Biloxi, y fueron
cosechados del Rancho “Los Espinos”, perteneciente a la poblacion Ario de Rayon, municipio de Zamora,
Michoacan. La cepa de B. subtilis empleada, se cultivd a 28 °C por 12 h, en medio liquido papa-dextrosa-agar
modificado (MPDA).

El ensayo consistio en utilizar frutos frescos almacenados en condiciones de refrigeracion a 9.3 °C, destinando 50
arandanos para cada tratamiento (sin y con biopelicula de B. subtilis), los cuales fueron colocados en contenedores
de plastico transparente tipo poliéster. Las variables dependientes fueron las caracteristicas fisicas: color y firmeza,
y las propiedades quimicas: pH, acidez y solidos solubles totales (SST), las cuales fueron cuantificadas por
triplicado al inicio (antes de la aplicacion de la biopelicula) y al final del almacenamiento (vida util).

En cuanto a la colorimetria, se consideraron los valores amarillo/azul de la coordenada b* del espacio de color del
sistema CIE, mediante el empleo de un espectrofotometro marca Color Flex EZ, donde las lecturas positivas indican
color amarillo y las negativas colores azules. Para determinar la firmeza o fuerza requerida para penetrar los frutos,
se utiliz6 un penetrometro modelo TA-XT2 equipado con una probeta cilindrica de un milimetro de diametro, con
una velocidad de cabezal de cinco milimetros por segundo a una distancia de penetracion de cuatro milimetros,
obteniendo el dato en kgf, para luego transformarlo a Newtons (N).

El pH se registré con un potenciémetro marca Hanna Instruments, mientras que para valorar la acidez se pesaron
diez gramos de ardndanos previamente molidos, los cuales se aforaron con 50 mL de agua destilada, luego se realizd
una titulacion con hidréxido de sodio 0.1 N hasta alcanzar un pH de 8.1; por su parte, el contenido de SST se
cuantifico en grados Brix (°Brix), mediante un refractometro manual marca Atago previamente calibrado con agua
destilada.
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Para evaluar el efecto de la aplicacion de la bacteria sobre cada una de las caracteristicas de calidad de los frutos
almacenados en refrigeracion, se recurri6 al anélisis de varianza de una via corregido por covarianza, analizando la
lectura final de cada variable dependiente y considerando como covariables cada una de las lecturas iniciales, para
lo cual se usé el paquete estadistico Statgraphics (Statgraphics Plus Ver. 5.1 Professional, 2001).

RESULTADOS Y DISCUSION

Una vez realizada la prueba de F con correccidn por covarianza, no se observé efecto alguno del uso de B. subtilis
sobre las cualidades fisicas evaluadas en los frutos de arandano. Para el caso del color, se obtuvo un valor del
estadistico de prueba F=0.01 con una probabilidad de P=0.9466, lo que permitié no rechazar la hipétesis nula, la
cual establece que las medias de la coordenada b* fueron estadisticamente iguales para el tratamiento y el control,
es decir, los valores de las medias ajustadas fueron -5.21 para el tratamiento de referencia y -5.25 para el tratamiento
con la presencia de la bacteria, indicando que la sintesis de pigmentos antocianicos que determinan el color de
maduracion azul (Lee et al., 2002) en los frutos, no es afectada por el recubrimiento bacteriano durante el almacenaje
en refrigeraciéon. En forma similar, el valor del estadistico de prueba para la firmeza fue F=0.46, con una
probabilidad P=0.5449, por lo que la resistencia a la penetracién en los frutos de ardndano fue la misma
estadisticamente con y sin la aplicacion de los microorganismos procarioticos, siendo de 0.88 N la media ajustada
para el testigo y de 1.05 N para el tratamiento donde se aplicé la biopelicula con el bacilo; en este sentido, se sabe
gue el ablandamiento del tejido se debe a la degradacion de pectinas y hemicelulosas de la pared celular por accién
de diferentes enzimas hidroliticas (Karakurt, 2007), las cuales no sufrieron ningln tipo de alteracién por la presencia
de B. subtilis; ademas, en ambos tratamientos se detecté una progresiva pérdida de turgencia en los frutos, lo cual
coincidié con la reduccion gradual de los valores de firmeza, a medida que avanzaba el periodo de almacenamiento,
lo cual concuerda con lo obtenido en otro estudio realizado por Allan et al. (2001), quienes lo atribuyeron
precisamente a la pérdida de agua.

Las caracteristicas quimicas relacionadas con el potencial de hidrégeno y acidez de los frutos de arandano, se vieron
influenciadas por la aplicacién del recubrimiento bacteriano. En el caso del pH, los valores del estadistico de prueba
y probabilidad fueron F=10.30 y P=0.0490*, respectivamente, por lo que se rechazo la hipétesis nula, lo que indico
que las medias fueron estadisticamente diferentes, es decir, la media ajustada de pH para el testigo fue de 3.02 y
para el tratamiento con la bacteria de 2.08, lo cual ademas se corrobord, mediante la aplicacion de la prueba de la
Diferencia Minima Significativa (DMS) con P=0.05; al inicio del experimento se determinaron valores de pH en la
lectura inicial del orden de 2.5, confiriéndole a los frutos un marcado caracter acido, valor parecido al que reportaron
Sapers et al. (1984) en la variedad Elliot que fue de 2.9; posteriormente, el pH se elevd en la lectura final del testigo,
tal como lo sugirié Perkins (1995) al observar este comportamiento en cinco variedades de arandano, en cambio, el
cubrimiento bacteriano provocd claramente una unidad de disminucidon en el pH. Asimismo, el porcentaje de acidez
titulable de los frutos registré un valor de estadistico F=15.51 y una probabilidad de P=0.0292*, por lo tanto, las
medias fueron estadisticamente distintas, ya que los promedios ajustados fueron 0.32 % para el control y 0.35 %
para el tratamiento con biopelicula, confirmandolo con la prueba DMS con P=0.05; adicionalmente, el testigo
presentd una disminucion gradual de acidez durante el almacenamiento, al respecto Kalt y McDonald (1996),
determinaron que la concentracion de acido citrico disminuye conforme la fruta madura, siendo este el principal
acido organico presente en arandano. Por otra parte, la aplicacion de este bacilo tampoco afect6 el contenido de
SST presentes en los frutos, ya que los valores obtenidos del estadistico de prueba fue F=1.56 con una probabilidad
P=0.3000, y los promedio ajustados fueron 21.7 °Brix para el tratamiento con la biopelicula y 21.6 °Brix para el
tratamiento de referencia sin la aplicacion de este microorganismo, registrandose en este Gltimo caso una lectura
inicial de aproximadamente de 15.1 °Brix en promedio, aumentando gradualmente hacia la lectura final, tal como
lo propuso Moggia (1991) en su estudio donde el almacenamiento ocurrié en condiciones de temperatura ambiental.

Finalmente, también se registré el tiempo total del almacenamiento (vida Gtil) en ambos tratamientos, y se observo
que los frutos tratados con B. subtilis alcanzaron 16 dias manteniendo muy poco afectadas sus caracteristicas
organolépticas bajo refrigeracion, mientras que el tratamiento control solo lleg6 a 14 dias en estas mismas
condiciones.
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CONCLUSION

La aplicacién de una biopelicula de B. subtilis como recubrimiento de frutos de la variedad Biloxi de V.
corymbosum, almacenados en condiciones de refrigeracion, no tuvo efecto sobre las caracteristicas fisicas de color
y firmeza, ni sobre la propiedad quimica de SST, pero si influye sobre el pH y la acidez titulable de los frutos, dado
que la presencia de la bacteria reduce el pH e incrementa la acidez, lo cual tal vez repercuta en la vida util, ya que
la calidad de los ardndanos se mantuvo en buen estado almacenados a 9.3 °C durante dos dias méas, comparados con
aquellos frutos que no fueron tratados con la bacteria.
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