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RESUMEN
“Efecto de la concentracion de nanoparticulas de plata (Ag) en un bioempaque
a base de quitosano sobre la vida util del queso de leche de cabra (Capra

hircus)”

Autora: Milagros de Fatima Jiménez Silvera

Las nanoparticulas metalicas se han utilizado recientemente en diferentes
aplicaciones biotecnoldgicas; entre ellas, el empaque de alimentos para alargar su
vida til. En la industria alimentaria existen microorganismos que pueden llegar al
consumidor y ocasionar dafios en la salud puablica; Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Speudomonas, mohos y levaduras, son algunos
microorganismos frecuentemente encontrados en el queso hecho a base de leche
de cabra, siendo estos y otros, los causantes de la disminucién de la vida util y de
la calidad del mismo. Por ende, es necesario encontrar métodos que permitan
controlar el crecimiento microbiolégico y mantener las caracteristicas
organolépticas sobre todo en condiciones de almacenamiento previo a su consumo.
En este trabajo se describe la sintesis de nanoparticulas de plata mediante la
combinacion del método de Tollens y el sonoquimico, las cuales fueron
impregnadas en quitosano, para posteriormente elaborar los bioempaques
mediante el método de casting, obteniendo de esta forma peliculas con 3
concentraciones de AgNPs (0.001, 0.003 y 0.004 % en pelicula). Las propiedades
fisicoguimicas de las nanoparticulas se caracterizaron usando espectroscopia
ultravioleta visible (UV — vis) y difraccion de rayos X (DRX). Las muestras de queso
de cabra fueron envueltas con los bioempaques, almacenadas a 4°C y evaluados
en el dia 7, 14 y 21. Estas evaluaciones fueron fisicoquimicos y microbiolégicos,
observando que a mayor concentracion de AgNPs la humedad se mantiene dentro
de los parametros de la Norma Técnica Peruana para queso fresco. En cuanto a
los analisis microbiologicos, los resultados permitieron determinar que al
incrementar la concentraciéon de AgNPs el recuento de microorganismos es menor,

lo cual indica el potencial de aplicacion de estas nanoparticulas como agentes

11



antimicrobianos para combatir microorganismos responsables de la disminucién de
la vida util del producto.

Palabras claves: Nanoparticulas de plata; método de Tollens; método

sonoquimico; queso de cabra; quitosano; bioempaque.
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ABSTRACT

"Effect of the concentration of silver nanoparticles (Ag) in a bio-packaging

based on chitosan on the shelf life of goat's milk cheese (Capra hircus).
Author: Milagros de Fatima Jiménez Silvera

Metal nanoparticles have recently been used in different biotechnological
applications; among them, food packaging to extend its shelf life. In the food industry
there are a number of microorganisms that can reach the consumer and cause
damage to public health; E. coli, Coliformes, S. aures, Speudomonas, molds and
yeasts, are some microorganisms frequently found in cheese made from goat's milk,
these and others causing the decrease in shelf life and quality. Therefore, it is
necessary to find methods that control microbiological growth and maintain
organoleptic characteristics, especially in storage conditions prior to consumption.
This work describes the synthesis of silver nanoparticles by combining the Tollens
method and the sonochemical one, which were impregnated in chitosan, to later
elaborate the bio-packages by the casting method, thus obtaining films with 3
concentrations of AgNPs. (0.001, 0.003 and 0.004% on film). The physicochemical
properties of the nanoparticles were characterized using ultraviolet visible
spectroscopy (UV-vis) and X-ray diffraction (XRD). The goat cheese samples were
wrapped with bio-packages, stored at 4 ° C and evaluated on days 7, 14 and 21.
These evaluations were physicochemical and microbiological, observing that at a
higher concentration of AgNPs the humidity remains within the parameters of the
Peruvian Technical Standard for fresh cheese. Regarding the microbiological
analyzes, the results allowed determining that by increasing the concentration of
AgNPs the count of microorganisms is lower, which indicates the potential of
applying these nanoparticles as antimicrobial agents to combat microorganisms

responsible for the decrease in the useful life of the product.

Key words: Silver nanoparticles; Tollens method; sonochemical method; goat

cheese; chitosan; biopackaging.
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I. INTRODUCCION

En la actualidad, la nanotecnologia es muy importante en el desarrollo cientifico e
industrial, ya que al tratar la materia en escala manomeétrica, esta presenta
propiedades diferentes a la que posee a nivel macroscopica (Sanchez, 2017). En
la agroindustria las aplicaciones de esta tecnologia estan orientadas al
procesamiento, empaguetamiento y monitoreo de los alimentos (Delgado, 2009;
Sozer y Kokini,2009). Es asi como hoy ya empleamos el término nanofood o
nanoalimentos para hacer referencia a “todo producto alimenticio en donde la
nanotecnologia ha intervenido en cualquiera de las etapas de su produccién,

procesamiento, transporte y almacenamiento” (Chau, Wu y Yen, 2007).

Delgado(2009) menciona que una solucion para prolongar la vida de los alimentos
incluyen empaques poliméricos nanoestructurados; de este modo se habla de
nanoaplicaciones, como por ejemplo la incorporacion de nanoparticulas de plata.
Las AgNPs poseen propiedades antimicrobianas con grandes expectativas
comerciales como conservante de alimentos o aditivo antihumedad (Watson, 2007,
p.12). La actividad bactericida de las AgNPs puede ser mejorada con la

combinacion de polimeros como el quitosano (Cardoso,2016).

El desarrollo de empaques antimicrobianos es de gran importancia debido al
potencial para proveer calidad y seguridad alimentaria. El objetivo de la
incorporacion de antimicrobianos en los materiales de empaque es evitar el
crecimiento de microorganismos en la superficie de los alimentos y por lo tanto
mantener la calidad de los productos alimenticios por mucho mas tiempo. Lo
anterior puede reducir en gran medida la adicion de grandes cantidades de

guimicos en el propio alimento (Sorrentino, Gorrasi y Vittoria,2007).

Ante la demanda creciente de quesos hechos a base de leche de cabra a nivel
nacional, la costa peruana tiene un gran potencial y mayor posibilidad de hacer
de estas regiones mas competitivas en temas de produccion de queso de cabray

aprovechar las oportunidades comerciales en el mercado nacional y extranjero.
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En la regibn de Tumbes, los quesos de cabra no se encuentran de manera
industrializada, es decir, elaborados por alguna empresa que lo venda bajo ciertas
normas de higiene o un registro sanitario. Su elaboracion se realiza de manera
artesanal por personas gue en su mayoria solo tienen conocimientos empiricos, su
producto no presenta un registro sanitario y sus condiciones de elaboracion son
inciertas, por lo cual no se garantiza su inocuidad. La comercializacion se lleva a
cabo por los propios productores quienes realizan la venta de manera informal,
cubren los quesos con papel y los colocan en pequefios baldes expuestos a la
intemperie y sin medidas de proteccion, ni aplicacion de una cadena de frio para
asegurar su conservacion, lo cual pone en riesgo sus caracteristicas fisicoquimicas,

microbiologicas y organolépticas.

En la presente investigacion se sintetizaron nanoparticulas de plata mediante la
combinacion del método de Tollens y el sonoquimico, convirtiéndose de esta forma
en un método breve y practico para la produccion de estas. El objetivo fue
determinar el efecto de la concentracion de nanoparticulas de plata (Ag) en un
bioempaque a base de quitosano sobre la vida util del queso de cabra (Capra

hircus).
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Il. REVISION DE LA LITERATURA

“La nanotecnologia es entendida como la capacidad de observar, manipular y
controlar las propiedades de la materia a escala manométrica” (Delgado, 2009). De
forma similar, la Royal Society (2004 ) define a “las nanotecnologias como el disefio,
caracterizacion, produccién y aplicacion de estructuras, dispositivos y sistemas
para controlar la forma y el tamafio a escala manométrica”, mientras que la
American Society for Testing and Materials (ASTM, 2018) la define como “el campo
gue mide, manipula o incorpora materiales con una o varias de sus dimensiones

comprendidas entre 1y 100 nm”.

La nanotecnologia aplicada a la industria alimentaria y agroindustria esta teniendo
un gran avance en los ultimos afios, poniendo énfasis en los beneficios que confiere
la nanotecnologia en el procesamiento, almacenamiento y monitoreo de alimentos
(Santiago, 2014; Sozer y Kokini, 2009). En este tipo de industria, es el mercado
asiatico el mas receptivo en el uso de nanotecnologia; en Estados Unidos los
consumidores se encuentran en término medio respecto a su aceptacion (Santiago,
2014); mientras que en Latinoameérica la aplicacion de nanotecnologia es incipiente,
y en Pert desde hace un poco mas de una década se iniciaron investigaciones con
apoyo de la cooperacion internacional, lograndose hasta la actualidad el

incremento de grupos de investigacion (Santiago, 2012).

Las nanoparticulas metélicas (NPM) son agregados ultrafinos de materia que van
desde pocos hasta cientos de nandmetros. Estas pueden ser amorfas o cristalinas
con propiedades conductoras o aislantes dependiendo de su composicién
Skwarczynski y Toth, 2017). EIl procedimiento y las condiciones de sintesis de los

nanomateriales influyen directamente en su forma y tamafio (Aguilar, 2009).

Las nanoparticulas de plata (AgNPs) estan clasificadas como nanoparticulas
metélicas (NPM), las cuales son de gran interés por su fuerte actividad
antimicrobiana, la cual es la principal caracteristica para el desarrollo de productos
con incorporacion de AgNPs en diversos materiales (Haider y Kang, 2015). La
principal propiedad de las AgNPs es la mayor area superficial especifica

comparada con la plata a granel, lo que proporciona a éstas, mas sitios activos y
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energia superficial superior, representando un aumento en la capacidad
antimicrobiana (Liu y Jiang, 2015). Otra propiedad interesante es la propiedad
Optica, ya que las nanoparticulas en disolucion coloidal o soportada en sélidos
absorben longitudes de onda visibles, dando lugar a los colores que abarcan el
espectro visible (Escobar, 2015). Por ello, la espectroscopia UV-vis es una técnica
gue se utiliza para caracterizar las AgNPs, ya que permite saber si el proceso de
sintesis ha concluido con la formacion de nanoparticulas. Es asi como la aparicién
de un pico de absorcion maxima entre los 390 y 430 nm es un indicador de la
presencia de nanoparticulas de plata (Kapoor, 1998; Kalaivani, 2018; Flores, 2014).
Otra técnica muy usada en la caracterizacion de AgNPs es la aplicacion de
difraccion de rayos X (DRX) la cual “permite medir el estado de oxidacion del
elemento metélico y determinar las energias de enlace de la plata reducida,
pudiéndose observar la efectividad del método de reduccién seguido para la

formacion de AgNPs” (Iturbe, Nestor, Mendietay Borja, 2015).

En la actualidad existen diversos métodos para sintetizar nanoparticulas de plata,
Por lo cual, el presente trabajo de investigacion propone la combinacion de los
principios del método de Tollens y la sintesis sonoquimica. El método de Tollens
es un proceso simple y aplicado desde hace varias décadas para obtener AQNPs
con un tamafio de particula controlado (Pinto, Martin, Hernandez y Martin, 2015),
produce peliculas de nanoparticulas de plata (50-200 nm), hidrosoles de plata (20-
50 nm) (Iravani, Korbekandi, Mirmohammadi y Zolfaghari, 2014). La reaccién
involucra la reduccion de una solucidbn amoniacal de Ag, utilizando agentes
reductores tales como: el formaldehido, la glucosa, la galactosa, la maltosa y la
lactosa, entre otros que en presencia de un compuesto con un grupo aldehido forma
un espejo de Ag. (Flores, 2014). Por otro lado
“la sintesis sonoquimica, consiste en la aceleracion de reacciones quimicas a
través de ondas de ultrasonidos” (Mendez, 2009). La aplicacion de ultrasonido en
la formacién de nanoparticulas de plata ha venido teniendo apogeo “debido a que
es posible obtener nuevas propiedades usando viejos y reconocidos materiales tan

solo con reducir su tamafio de particula” (Riley, 2002).

“Oliver (2007), menciona que actualmente es de gran interés la elaboracion de

materiales con implantes de nanoparticulas metélicas en peliculas delgadas de
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polimeros para posteriormente ser usados como semiconductores, bioempaques,
recubrimientos bactericidas, catalizadores, etc” (Pinto, Martin, Hernandez, Matrtin,
2015). Los bioempaques o empaques biodegradables son materiales de embalaje
gue ayudan a proteger los productos en su disposicion final. Estan fabricados a
base de biopolimeros, de facil degradacion y amigables con el medio ambiente.
(Federacion de empresas de transporte de mercancias de Zaragoza [FETRAZ],
2019). Se puede utilizar peliculas biodegradables compuestas para el desarrollo de
bioempaques para alimentos y de esta forma mejorar sus propiedades
organolépticas e incrementar la vida Util, a la vez que se reduce el uso de materiales

de embalaje descartables y no degradables (Guilbert, 1986).

“Zamudio y Flores (2008) menciona que existen diversas técnicas para la
elaboracion de peliculas, sin embargo la utilizada a nivel de investigacion
académica es el método de casting, también llamado vaciado en placa o
gelatinizacion térmica” (Navarro, 2016). La técnica de casting consiste en formar
peliculas a partir de una solucién que contenga polimeros y agua, posteriormente
se vierte la solucién en placas, y finalmente esta solucién se seca a determinadas
condiciones de temperatura y humedad relativa, para finalmente retirar las peliculas

de las placas (Navarro, 2016).

Evaluar las propiedades fisicoquimicas y estructurales de las peliculas compuestas
0 en este caso bioempaques, es de gran importancia para el desarrollo de esta
investigacion. Por ello, determinar la solubilidad en agua es una propiedad
importante respecto a la proteccion de los alimentos donde la actividad de agua del
medio es alta o donde la pelicula es sometida al contacto con agua durante el
empaquetamiento (Guilbert Gontard, y Cuqg, 1992). El contenido de humedad
influye directamente en las propiedades fisicoquimicas y funcionales de las
peliculas durante el procesamiento y almacenamiento (Slade y Levine, 1993). Por
medio de la determinacion del espesor es posible evaluar la homogeneidad de una
pelicula sobre este parametro (Navarro, 2016). Mientras que la migracién de vapor
de agua es uno de los principales factores de alteraciéon de la calidad sensorial y de
la estabilidad del almacenamiento (Chen, 1995). Por ello la importancia de la
permeabilidad al vapor de agua (PVA) radica en que las peliculas crean una barrera

al paso de moléculas de vapor de agua, lo cual ayuda a reducir considerablemente
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la pérdida de peso del alimento (Mehyar y Han, 2004) y a disminuir la transferencia

de humedad entre el producto y el medio (Qiu-Ping y Wen-Shui, 2008).

“Nishimura et al. (1991), sefiala que el quitosano como polimero para la
elaboracion de bioempaques, constituye un excelente medio para el control de
los cambios fisiolégicos, morfoldgicos y fisicoquimicos de los alimentos, mientras
gue Arguelles, Garcia y Peniche (1989) indican que las peliculas formadas con

guitosano tienen excelentes propiedades mecanicas” (Navarro, 2016).

En la elaboracion de peliculas compuestas, los plastificantes se afladen a los
polimeros para mejorar la fluidez, de esta forma el proceso se hace mas facil y se
reduce la fragilidad (Vanegas, 2014). Un plastificante muy usado en la elaboracion
de peliculas es alcohol polivinilico, el cual es un polimero sintético cristalino soluble
en agua (Bonilla, Fortunati, Atarés, 2014). Es asi como Vanegas, (2014) en su
investigacion, obtuvo peliculas biodegradables a partir de mezclas de quitosano,
alcohol polivinilico como plastificante y acido tanico como reticulante. Las peliculas
obtenidas fueron evaluadas en sus propiedades fisicas, mecanicas,
microbiolégicas y biodegradables, concluyendo que sus propiedades estan
altamente influenciadas por las condiciones de elaboracion como, secado,
almacenamiento y por la cantidad de agente plastificante y reticulante. Por otro
lado, Cruz et al. (2019) también elabor6 peliculas compuestas con quitosano y
alcohol polivinilico, pero ademas adicionaron diferentes concentraciones de
nanoparticulas de cobre (0, 0, 0.05, 0.10, 0.15 y 0.20% CuO en la soluciéon mixta
quitosano + PVA) las cuales fueron probadas en bacterias aisladas de carne de
cabra y queso. Como resultado obtuvieron que todos los compuestos sintetizados
presentaron inhibicién contra bacterias y que, en la mayoria de las cepas probadas,
la zona de inhibicibn aument6 a medida que la concentracion de NP en el

compuesto aume ntaba.

El queso de cabra es un producto de alto valor nutricional, asociado a la alta
digestibilidad y asimilacion; esto se debe a que la leche de cabra, de la cual se
produce este tipo de queso posee mayor porcentaje de acidos grasos de cadena
corta (butirico, caproico, caprico y caprilico) que le confieren al queso sabores

diferentes, ademas de poseer mayor cantidad de vitamina A, potasio, cobre, calcio,
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fésforo y magnesio en comparacion a la de leche de vaca, haciéndolo un producto
atractivo para los consumidores (Vega et al., 2004), citado por (Duran et al., 2010).
Sin embargo “la composicion de la leche de cabra puede variar por multiples
factores, entre ellos, tipo de alimentacion, sistema productivo, medioambiente,
manejo, etapa de lactancia e, inclusive, estado sanitario del ganado caprino” (Mejia,

Noguera y Posada, 2008).

“‘Man y Jones (2000) mencionan que la vida util es un periodo en el que bajo
circunstancias definidas, se produce una tolerable disminucién de la calidad del
producto. La calidad hace referencia a caracteristicas quimicas, microbiolégicas,
sensoriales y nutricionales, mediante el cual en el instante en que alguno de los
parametros es considerados inaceptables, se deduce que el producto llegoé al final
de su vida util” (Valdez, 2014). En la investigacion realizada por Bardales (2019),
se determino el periodo de vida util en queso crema elaborado a partir de leche de
cabra por el método de pruebas aceleradas, de ello se concluyo que el tiempo de
vida util estimado del producto almacenado en condiciones de refrigeracion (4°C)
fue de 11 dias, y que la principal causa de su deterioro fue microbiolégica.

Las caracteristicas del queso fresco (pH, humedad y nutrientes) hace que sea un
sustrato adecuado para el crecimiento bacteriano por su alto contenido proteico,
otros factores que influyen es la contaminacion durante la manipulacion del
producto terminado y/o durante la elaboraciéon del mismo (Barrientos, 2015). La
flora microbiana varia en cada queso; ello depende del tipo, de la carga microbiana
inicial de la leche, la eficiencia de pasteurizacién y la manipulacién tanto en el
proceso como en la comercializacion. Entre los microorganismos que pueden
generar un riesgo para el consumidor y que puede presentar el queso fresco son:
Staphylococcus aureus, Coliformes, Salmonella sp., Listeria monocytogenes y

presencia de hongos y levaduras. (Barrientos, 2015).

El hallazgo de E. coli y coliformes en queso o en cualquier otro alimento indica que
no es seguro para el consumo humano, ya que se puede suponer que hay
enteropatdogenos a causa de contaminacion fecal (Fox, 2003). Por otro lado, “los

mohos y levaduras son los agentes alterantes de un numero importante de
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alimentos, entre ellos el queso. Los hongos representan un peligro potencial de
produccion de micotoxinas. (ICMSF, 2000)” citado por (Tandazo,2016).

“Los Staphylococcus aureus son bacterias resistentes al cambio de temperatura y
pueden causar desde diarrea hasta una intoxicacion severa a quien ingiere la leche
0 sus derivados. (Bonilla, Cervantes y Lopez, 2011)” citado por (Sol6rzano,
Marquez, Lopez, Martinez y Guerrero, 2018). Esta bacteria vive con frecuencia en
la membrana de la mucosa nasal y en la ubre de las vacas; ademas, la elevada
actividad de agua, el pH acido y la alta concentracion de sal que poseen los quesos
favorece el crecimiento de este microorganismo (Torkar y Tejer, 2006) citado por
Mechan et al. (2019).

Las Pseudomonas son bacterias psicrétrofas, con una temperatura optima de
crecimiento entre 25 — 30 °C, pero que pueden crecer a bajas temperatuas entre -
5y 5°C; también son consideradas como degradadoras debido a la produccion de
enzimas extracelulares. La Pseudomona fluorescens es la especie mas comun y
potencialmente alterante en la leche y sus derivados. Deeth, Khusniati, Datta y
Wallace (2002) citado por Burbano (2018). Otro microorganismo que perjudica la
vida util e inocuidad del queso es la Salmonella spp, de la cual se ha reportado que
su prevalencia en la leche y sus derivados no pasteurizados se debe a las malas
practicas de manipulacion durante el ordefio, aguas contaminadas y heces de los
animales (Bayona, 2012); en Peru se confirma la calidad del queso fresco al

observar la ausencia de este microorganismo (Guzman, Mayorga y Mejia, 2015).

Cristobal y Madrtua (2003), en su estudio sobre la carga microbiana en
muestras de queso fresco que se distribuian en mercados minoristas de Lima,
observaron que en su mayoria, los resultados estuvieron por encima de los
valores maximos permitidos por las Normas Técnicas Peruanas (NTP) para
los diferentes microorganismos de estudio. Encontrando cantidades de 7,13 x 108
UFC/g para bacterias aerobias mesdfilas, 9,33 x 102 NMP/g para coliformes totales,
8,33 x 102 NMP/g para coliformes fecales, 2,63 x 102 NMP/g para E. coliy 3,13 x
105 UFC/g para Staphylococcus aureus; por los cual concluyeron que la elevada
carga microbiana en las muestras de queso analizadas refleja deficiencias

higiénicas en la manipulacion.
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Flores (2014) investigo el efecto antimicrobiano de las AQNPs en Pseudomonas y
Staphylococcus aureus obteniendo resultados que le permitieron concluir que las
Ag NPs poseen una alta capacidad bactericida, ya que se produce una mortandad

del 99,9 % con sélo pequefias dosis de las mismas.
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.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales y equipos

3.1.1. Materiales

a. Materias primas

- Queso de cabra

b. Reactivos e insumos

- Quitosano

- Nitrato de plata

- Hidréxido de sodio

- Glucosa

- Amoniaco

- Acido acético

- Acetato de polivinilo o PVA

- Silica gel

c. Materiales de laboratorio

- Acrilicos de 25 x 25 cm.

- Placas Petri.

- Pipetasde 1,5y 10ml.

- Tubos de ensayo de 160 x 10 mm,
- Matraces 100, 250, 500 y 1000 mi
- Pro-pipetas

- Frascos de dilucién con tapa rosca de 250 y 500 ml.
- Pizeta.

- Vaso de precipitacion.

- Fiolas de 100 y 250ml.

- Probetas de 100, 250 y 500 ml.

- Termdmetro.
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- Espatula.

- Crisoles de porcelana
- Micropipetas.

- Papel gomado

- Bolsas autosellables

- Papel aluminio

d. Materiales de escritorio.

- Agenda

- Cuaderno

- Lapiceros

- Plumén indeleble
- Sobres manila

- Hojas boom

- Folder manila

3.1.2. Equipos

a. Balanza analitica
Marca: Sartorius
Modelo: Quintix®.

b. Espectofotometro uv — vis de doble haz
Marca: PerkinElmer

Modelo: Lambda 365

c. Sonicador

Marca: Branson

d. Refrigeradora

Marca: Samsung

24



e.

f.

Estufa
Marca: KertLab
Modelo: ODHG-9023%

Estufa
Marca: Binder
Modelo BI0496

. Micrémetro digital
Marca: Mitutoyo
Modelo: IP 65 Coolant Proof

. Camara de flujo laminar
Marca: Labotec
Modelo: bbs-ddc

Autoclave
Marca: Labotec
Modelo: XY9.DY.250B50

Bafo Maria
Marca: Labotec
Modelo: DKZ-2

PH Metro
Marca: Adwa-AD-1020

Agitador magnético
Marca: CIMAREC

Modelo: Thermo Scientific™
. Agitadores magnéticos

- Marca: ARE Heating
Modelo: Velp Scientific
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3.2.

Métodos de investigacion.

3.2.1. Sintesis de nanoparticulas de plata.

Se obtuvieron nanoparticulas de plata aplicando la combinacion del
método de Tollens (ver anexo n° 02), y el método sonoquimico (Ver
Anexo n°03).

Para aplicar el método de Tollens se necesitd una solucion (A) de
AgNOs al 6% p/v, una solucién activadora (B) de NaOH al 6% pl/v,
una dilucion (C) de NH4OH al 2N y una solucion (D) de glucosa
(CeH1206) al 11.4 % plv.

Se realizaron 3 diferentes concentraciones de nanoparticulas de
plata, las cuales se determinaron por método gravimétrico con la
ayuda de una balanza analitica. Para ello, se inici6 pesando 3 vasos
de precipitacion de 250 ml, los cuales estuvieron totalmente vacios,

limpios, secos y rotulados (C1, C2 y C3).

a. Paralaconcentracion 1: En el vaso de precipitacion de 250 ml
rotulado con (C1) se agreg6 1 ml de la solucién (A) y 2 gotas de
la solucion (B), formandose de esta manera un precipitado en el
fondo del recipiente. Posteriormente se agregdé NH4sOH al 2N
hasta disolver totalmente el precipitado, al cual se le agregé 2 mi

de la solucién (D),

b. Paralaconcentracion 2: En el vaso de precipitacion de 250 mi
rotulado con (C2) se agreg6 2 ml de la solucién (A) y 4 gotas de
la solucion (B), formandose de esta manera un precipitado en el
fondo del recipiente. Posteriormente se agregé NHsOH al 2N,
hasta disolver totalmente el precipitado, al cual se le agrego6 4 mi

de la solucién (D).

c. Paralaconcentracion 3: En el vaso de precipitacion de 250 ml
rotulado con (C3) se agreg6 3 ml de la solucién (A) y 6 gotas de
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la solucion (B), formandose de esta manera un precipitado en el
fondo del recipiente. Posteriormente se agregé NHsOH al 2N,
hasta disolver totalmente el precipitado, al cual se agreg6 6 ml

de la solucién (D).

En los tres casos, se agité e inmediatamente se colocaron los vasos de
precipitacion en agua hirviendo por el tiempo de 1 minuto, formandose
asi un espejo de plata en el fondo de cada vaso. El liquido sobrante fue
eliminado y se enjuagd con agua destilada, posteriormente se volted y
se dejo en esa posicion hasta que el agua haya discurrido totalmente.
Se prosiguié a pesar los vasos y determinar la cantidad de plata

existente.

Para poder aplicar la sintesis mediante ultrasonido se prepard una
solucion de quitosano comercial (1% p/v) disolviendo el polimero en una
solucién de acido acético a una concentracion de 1% v/v. Se utilizé un
agitador magnético a una temperatura de 60-65°C y 6000 rpm por un
periodo de tiempo de aproximadamente 2 horas o hasta que el
quitosano se haya disuelto totalmente.

Se agregd 194.4 ml de solucion de quitosano a cada uno de los vasos
de precipitacion que contenian el espejo de plata (C1, C2 y C3) para
luego llevarlo a bafio de ultrasonido durante 7 h a 60°C.

3.2.2. Preparacién de peliculas compuestas — bioempaques.

Se elaboraron peliculas compuestas por el método de Casting
(vertido en placa/ gelatinizacion térmica), tomando en cuenta la

metodologia recomendada por Navarro (2016).

Se prepard una solucion de PVA al 1% p/v, con la ayuda de un

agitador magnético a 1000 rpm, temperatura de 100 °C y por el
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periodo de tiempo de 1 hora. La solucién fue conservada en

refrigeracion hasta su uso.

En un vaso de precipitacion de 500 ml se vertieron 194.4 ml de
solucion de quitosano al 1% p/v impregnado de AgNPs, 55.6 ml de
solucion de PVA al 1% p/vn y 27.8 ml de agua destilada,
equivaliendo al 70%, 20% y 10% del total de la solucién
respectivamente. Se mezclo con ayuda de un agitador magnético
a 900 rpm por 30 minutos a temperatura ambiente, posteriormente
se coloco a refrigeracion por un periodo de 1 hora para eliminar las

burbujas que se formaron por la agitacion.

La mezcla homogénea se dispersd sobre moldes de acrilicos
cuadrados de 25 cm x 25 cm previamente esterilizados, para lo cual
fueron puestos en la estufa a 60°C durante 23 horas. Transcurrido
este tiempo, se retiraron de las placas de la estufa, y se procedi6 a
extraer las diversas peliculas; cada una fue guardada en papel

gomado y puestas en bolsas autosellables.

Las peliculas conformadas por el 70 % de Quitosano +AgNPs, 20%
de PVA y 10% de Agua destilada obtenidas se codificaron de la

siguiente manera:

Cuadro 1: Simbologia de las peliculas elaboradas

SIMBOLOGIA COMPOSICION

PVA-Q Co PVA/ Agua destilada / Quitosano

PVA-QC: PVA / Agua destilada / Quitosano + Ag NPs (0.001% peso
en la solucién mixta)

PVA-QC> PVA / Agua destilada / Quitosano + Ag NPs (0.003% peso
en la solucién mixta)

PVA-QCs PVA / Agua destilada / Quitosano + Ag NPs (0.004% peso
en la solucién mixta)

Fuente: Elaboracion propia.
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3.2.3. Caracterizacion de AgNPs en una solucién coloidal mixta

a.

Evaluacion de las propiedades Opticas mediante

Espectroscopia UV-vis.

Para realizar el analisis de las muestras, se colocaron las
diferentes soluciones de quitosano + Ag NPs en la cubeta de
espectrometria. Los espectros de absorcién Optica de las
soluciones coloidales de nanoparticulas fueron obtenidos en un
rango de longitud de onda de 300-800nm, empleando un

espectrofotometro.

3.2.4. Caracterizacion de peliculas compuestas.

a. Humedad

El porcentaje de humedad en las peliculas se determind
midiendo su pérdida de peso, para ello se cort6 las peliculas en
laminas de 2 x 2 cm y se pesaron en una balanza analitica. Este
analisis se realiz6 por duplicada, colocando las peliculas en una
estufa a 100°C durante 24 horas para llegar al peso constante.

El porcentaje de humedad se calculo mediante la siguiente

formula:
9% Humedad = [(Peso inicial se?cc')—'Peso final seco )]x 100“.(1)
Peso inicial seco
. Solubilidad

Se cortaron pedazos de cada pelicula con dimensiones de 2 cm
X 3 cmy se pesaron en una balanza analitica con una precision
de 0.0001 g. Cada pedazo se coloco en un vaso de precipitacion
de 100 mly se les agregd 80 ml de agua destilada. Las muestras
de peliculas se mantuvieron en constante agitacion (200 - 300

rpm) por 1 h a temperatura ambiente (29°C), asegurandose de
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gue estas se mantuvieran todo el tiempo inmersas bajo el agua.
Todas estas muestras fueron filtradas y secadas en la estufa a
temperatura de 100 °C, durante 24 horas hasta llegar al peso
constante, finalmente se pesaron y se registraron los datos
obtenidos. El analisis se realizd por duplicada y el porcentaje de

solubilidad se calculo de la siguiente manera:

[(Peso inicial seco—Peso final seco)

% solubilidad =

]x 100 ... (2)

Peso inicial seco

C . . .. %H
peso inicial seco = m. inicial— m. mlaal(—loo)
c. Espesor.

El espesor se determiné utilizando un micrémetro digital de
0.001lmm de sensibilidad. Se realizaron 10 mediciones en
lugares al zar de la pelicula y se prosiguio con el célculo del

promedio de dichas mediciones.

d. Permeabilidad al vapor de agua.

La permeabilidad al vapor de agua (PVA) en las peliculas se
determin6é tomando como referencia la metodologia aplicada
por Navarro (2016), quien empleo el método desecante, con la
utilizacion de silica gel. Se colocaron 2 gramos de silica gel
en varios tubos de ensayo de 13 cm de atura y 1 mm de
diametro. Las peliculas fueron cortadas en cuadrados de 3.5
cm y se colocaron en la boca del tubo sellandolos
herméticamente con parafina y los espacios sobrantes de la
pelicula con papel aluminio. Posteriormente los tubos fueron
pesados y colocados en un desecador equilibrado con un
ambiente de una humedad relativa (HR) de 80% y a una

temperatura de 25.6°C. Se esper6 1 h hasta que las muestras
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llegaran al equilibrio. Los datos iniciales para las condiciones

de la camara humeda fueron los siguientes:

Cuadro 2: Datos iniciales para las condiciones de la

camara hiumeda

el;rs(:\?/o elzDr\lAé:y-(l; :r\:\;:y-cr) R || HRp |- Dicmein eprtzgita
0, 0, 2
°C MPa KPa %0 %0 tubo, m m2
o 0.0032954 3.2954 0.00017672
25.6°C MPa KPa 0 80 0.015m m2

Fuente: Elaboracion propia

Las muestras fueron pesadas 6 veces durante 26 horas. Los
cambios de peso se registraron en funcion del tiempo con una
tendencia lineal cuya pendiente (g/h) representa la cantidad de

vapor transmitido por unidad de tiempo.

Para la determinacion de este analisis se aplicé la siguiente

ecuacion:

WVTR x e

WVP =
pw x (HR2 — HR1)

(3)

En donde:
WVT=Permeabilidad del vapor de agua (g /hmMPa)
WVTR=Pendiente de la curva (g/h) sobre area expuesta de la
lamina (g/hm?)
pw=Presion de vapor de agua a la temperatura de ensayo
(20°C) (MPa)
HR2>=Humedad relativa de la camara. (69%)
HRi1=Humedad relativa del interior de la celda (0%)

e=Espesor (m)
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e. Andlisis de difraccién de rayos X.
El andlisis de difraccion de rayos x se llevo a cabo utilizando in
difractémetro Bruker D8 Advance operado a 40 kV y 40 mA, con
radiacion de CuKa (A = 1,54 A). El intervalo analizado 28 fue de
entre 5-80°.

3.2.5. Aplicacion de las peliculas sobre el queso de cabra

Se esterilizaron las peliculas aplicando radiacién ultravioleta en la
camara de flujo laminar durante 10 minutos para cada lado.

Se cortdé aproximadamente 25 g de queso de cabra para cada
muestra procurando mantener una forma cuadrada; estas fueron
envueltas de manera cuidadosa y guardadas en un recipiente
hermético para luego ser colocadas en una refrigeradora a una
temperatura de 4 °C y HR de 85%.

La preparacion de la muestra para su andlisis microbiolégico y
fisicoguimico se realizé de manera higiénica, utilizando materiales
estériles y con la ayuda de la camara de flujo laminar se

proporciond un ambiente esterilizado para el desarrollo del mismo.

Las muestras de mayor interés de estudio a nivel estadistico fueron
las de PVA-Q C1, PVA-Q C2 y PVA-Q C3, ya que con ellas se
pudo determinar la existencia o no de efectos significativos en la
concentracion de las nanoparticulas de plata (Ag) en un
bioempaque a base de quitosano sobre la vida util del queso de
cabra (Capra hircus); el PVA-QCO fue la muestra patron, y el TP
fue la muestra testigo, la cual sirvi6 como un comparativo a los

empaqgues usados en la comercializacion de quesos.
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Cuadro 3: Descripcion de los tratamientos aplicados a las
muestras de queso de cabra.

TRATAMIENTOS

T1 T2 T3 Ts Ts

Quesode | PVA-QCi | PVA-QC2 | PVA-QCGCs PVA-Q Co Parafina
cabra (TP)

Fuente: Elaboracion propia

3.2.6. Analisis fisicoquimico del queso de cabra.

Se crey0 conveniente analizar fisicoquimicamente las muestras
cada 7 dias por un periodo de 21 dias para determinar el efecto de
los diferentes tratamientos aplicados sobre el queso de cabra en
funcion el tiempo, dichos analisis son los que se detallan a

continuacion:

a. Determinacién del pH: Se coloco 50 ml de agua destilada 'y 10
g de queso molido en un vaso de precipitado, se procedio a
mezclarlo mediante la utilizacion de un agitador magnético por
15 min a 1000 rpm y con la ayuda de un potenciometro
previamente calibrado se determiné el pH de la mezcla.

b. Determinacién de acidez: El grado de acidez de las muestras
de queso fue determinado por el método de valoracion acido -
base o también llamado titulacién acido - base, como Ilo
reportado por Garrido (2014). En un matraz aforado de 100 ml
se colocaron 10 g de queso previamente molido y se afiadio
agua destilada hasta alcanzar los 100 ml, se mezclé en un
agitador magnético por 15 minutos a 1000 rpm y posteriormente
se filtré la solucién con papel filtro. Con una pipeta se tomaron
50 ml y se colocaron en un vaso de precipitacion; a esta solucion
se le adicionaron 5 gotas de fenoltaldehina al 1 % como

indicador.
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Se llené una bureta con una solucién de NaOH a 0,1 N y se
adicion6 gota a gota sobre la muestra en forma de solucion
agitando lentamente. Cuando se notd un color rosa sobre la
solucion, se termind la titulacién y se procedio a tomar la lectura

de la bureta y obtener el gasto de NaOH a 0.1 N.

El célculo de la acidez titulable se efectué mediante la siguiente

formula:
] AxNxC
% de Acidez = —y X 100 ...(4)
Donde:

A : Cantidad en ml de NaOH usado.

N : Normalidad del NaOH.

C : Peso equivalente expresado en gramos del acido (acido
lactico = 0,009).

D : Peso de la muestra.

c. Determinaciobn de humedad: Para determinar el % de
humedad de las muestras de queso se pesaron en la balanza
analitica capsulas de porcelana debidamente rotuladas y se
colocaron 5 gr de cada muestra de queso. Se introdujeron dichas
capsulas en una estufa a 105°C durante 5.5 horas, después de
ello se retiraron y dejaron enfriar, para posteriormente pesarlo

nuevamente.

3.2.7. Andlisis microbiologico del queso de cabra.

Las pruebas se realizaron en el laboratorio de Biologia Molecular
de la Universidad Nacional de Tumbes. La decision de llevar a cabo
estas pruebas fue en referencia a la Norma Técnica Peruana (NTP)
para productos lacteos (Ver anexo 01). Las evaluaciones fueron

llevadas a cabo cada 7 dias por un periodo de 21 dias.
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Se determindé el recuento total de hongos y levaduras, Salmonella
sp, bacterias heterotrofas, Pseudomonas, Coliformes totales y E.
coli., sin embargo, la prueba de Staphylococcus aureus no pudo
ser realizada por falta de reactivos. Los procedimientos se detallan

a continuacion:

a. Preparacion de lamuestra: La preparacion de la muestra para
su analisis microbiolégico se realiz6 de manera higiénica
evitando en todo momento la contaminacién cruzada, utilizando
materiales estériles y con la ayuda de una camara de flujo
laminar proporcion6é un ambiente inocuo para el desarrollo de

los analisis microbioldgicos.

b. Preparacién de las diluciones decimales: Se tomo 25 g de
muestra de queso de cabra de cada tratamiento y se coloco en
225 ml de una soluciébn de agua peptonada (diluyente),
posteriormente se homogenizoé por cinco minutos, obteniéndose

de esta manera la dilucion 101, 102,..., 10™.

A partir de esta dilucién, se prepararon diluciones decimales
sucesivas, se tomo6 1 ml de la primera dilucion de la muestra
madre y se depositd en un tubo de ensayo de 9 ml del diluyente
(agua peptonada estéril), de esta forma se obtuvo la dilucion
1071, de esta diluciéon se tomé 1 mL y se depositdé en otro tubo
de ensayo de 9 ml del diluyente (agua peptonada estéril), este

ultimo se conviertié en la dilucién 102, asi sucesivamente.
c. Siembra por inmersién o placa vertida: Se colocé el inoculo
de la muestra en una placa Petri estéril y sobre la misma se

vertio el medio de cultivo estéril requerido en el andlisis.

d. Aislamiento de microorganismos: Se realiz6 analisis del

recuento total de hongos y levaduras, Escherichia coli,
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Salmonella sp, bacterias heterétrofas, Pseudomonas vy

Coliformes totales.

d.1 Salmonella sp.

Método: Horizontal para el recuento de Salmonella sp.
(1SO 6579).

Preparacion de la muestra madre: Primero se utilizé en
general como diluyente agua peptonada estéril. Se agregdé
225 mL de agua peptonada y se adicion6 25 g de muestra
de queso de cabra. Luego la muestra madre se incubo por
24 horas a 37° C.

Preparacion de caldo Rappaport: Luego de las 24 horas,
se prepar6 caldo Rappaport, 9 mL en 1 tubos por muestra
autoclavando a 121 ° C por 15 minutos. Se adicion6 1 mL
de muestra madre y se incub6 a 37° C por 24 horas en bafio
Maria.

Preparacion de agar SS (Agar para Salmonella y
Shigella): Se prepar6 agar agar SS (Agar para Salmonella
y Shigella) en un matraz, 63 g de este agar en un litro de
agua desmineralizada, autoclavando a 121° C por 15

minutos.

Siembra en Agar SS (Agar para Salmonellay Shigella):
Después de 24 horas de preparar el caldo de Rappaport,
se sembré en placas Petri con agar SS (Agar para

Salmonella y Shigella) por duplicado por muestra.

El caldo Rappaport se sembré mediante estrias, utilizando

mediante el asa de siembra. Se incubd a 37° C por 24 horas
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en la estufa y se determin6 las unidades formadoras de
colonias (UFC).

d.2. Mohos y Levaduras.

Método: Método de Horizontal para los recuentos de
Hongos y Levaduras (ISO 7954).

Preparacion de la muestra madre: Se utilizé en general
como diluyente agua peptonada estéril. A 225 ml de agua
peptonada se adicion6é 25 g de muestra de queso de

cabra, obteniendo de esa forma la dilucion 1071

Preparacion de las diluciones: La dilucion fue en tubos
de ensayo con agua peptonada estéril como ya se explico
en el procedimiento b. Preparacion de las diluciones

decimales.

Preparacion del Agar Sabouraud: Se preparé agar
Sabouraud en un matraz. Se agregdé 65 g de este agar
en un litro de agua desmineralizada, autoclavandoa 121°

C por 15 minutos.

Preparacion de Indculos para determinar el

crecimiento de mohos y levaduras.

1°: Se inocul6 1 ml de muestra madre y de las diluciones
en las placas Petri estériles por duplicado, se rellené con
el Agar Sabouraud y se homogenizo las placas haciendo
movimientos no bruscos y se dej6 que el agar se
solidifique en 15 minutos aproximadamente, posterior a

ello se cubri6 con parafina.
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2°: Se incub6 a temperatura ambiente por 3-5 dias, y
luego se determinaron las unidades formadoras de
colonias (UFC).

d.3. Aerobios Mesofilos - Heterotrofos.

- Método: Método de Horizontal para los recuentos de
Aerobios Mesofilos — Heterotrofos (DIGESA, 2001).

- Preparacion de la muestra madre: Se utilizO en
general como diluyente agua peptonada estéril. A 225
ml de agua peptonada se adicion6 25 g de muestra de

gueso de cabra.

- Preparacion delas diluciones: La dilucion fue en tubos
de ensayo con agua peptonada estéril como ya se
explico en el procedimiento b. Preparacion de las

diluciones decimales.

- Preparacion de Plate Count Agar (PCA): Se preparé
agar Plate Count Agar (PCA) en un matraz, 22.5 g de
este agar en un litro de agua desmineralizada

autoclavando a 121° C por 15 minutos.

- Preparacion de In6culos para determinar el

crecimiento Aerobios Meso6filos - Heter6trofos.

1°: Se inocul6 1 ml de muestra madre y de las diluciones
en las placas Petri estériles por duplicado, se rellen6 con
el Plate Count Agar (PCA) y se homogenizé las placas
haciendo movimientos no bruscos y se dejo que el agar
se solidifique en 15 minutos aproximadamente, se cubrio

con parafina.
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d.4.

2°: Se incubd a temperatura 37° C por 24-48 horas. Se

calculo las UFC/g de la muestra.
Pseudomonas.

- Método: Método horizontal para recuento de
pseudomonas (DIGESA 2001).

- Preparacién de la muestra madre: Se utilizd en
general como diluyente agua peptonada estéril. A 225
ml de agua peptonada se adicioné 25 g de muestra de

gueso de cabra.

- Preparacion de las diluciones: La diluciéon fue en tubos
de ensayo con agua Peptonada estéril como ya se
explico en el procedimiento b: Preparacion de las

diluciones decimales.

- Preparacion de Agar Cetrimida: Se preparé agar
Cetrimida en un matraz, con 45.3 g de este agar en un
litro de agua desmineralizada, se llevé a autoclave a
121° C por 15 minutos.

- Preparacion de In6culos para determinar el
crecimiento Pseudomonas.

1°: Se inoculé 1 ml de muestra madre y de las diluciones
en las placas Petri estériles por duplicado. Se rellen6
con el agar cetrimida y se homogenizé las placas
haciendo movimientos no bruscos, posterior a ello se
dej6 que el agar se solidifiqgue en 15 minutos

aproximadamente y se cubrio de parafina.
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2°: Se incubo6 a temperatura 37° C por 24-48 horas, y
luego se determinaron las unidades formadoras de
colonias (UFCT7g).

d.5. Coliformes totales.

- Método: Método de Colorimetria para los recuentos de
Coliformes totales (DIGESA 2001).

- Preparacion de la muestra madre: Se utiliz6 en general
como diluyente agua peptonada estéril. A 225 ml de agua
peptonada se adicion6 25 g de muestra de queso de

cabra.

- Preparacion de las diluciones: La dilucion fue en tubos
de ensayo con agua peptonada estéril como ya se explicd
en el procedimiento b. Preparacion de las diluciones

decimales.

- Preparacion de Caldo Lauril Sulfato: Se prepar6 Caldo
Lauril Sulfato en tubos de ensayo, con 35.6 g de este
caldo en un litro de agua desmineralizada, se llevé a

autoclave a 121° C por 15 minutos.

- Preparacion de In6culos para determinar el
crecimiento Coliformes totales.

1°: Se extrajo 1 ml de las diluciones de las aguas

peptonadas estériles, y se inocul6 en tubos de ensayo

con 9 ml de caldo Lauril Sulfato estéril con campanas

de Durham y se homogenizé los tubos de ensayo

haciendo movimientos no bruscos.
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2°: Se incub6 a temperatura 37° C por 24-48 horas en
bafio Maria. Se determind el Niamero mas probable
(NMP).

3°: Para la lectura de tubos positivos se hace en una tabla
de NMP/100 ml.

4°: Para que un tubo sea positivo debe tener gas en las
campanas de Durham y ser turbio, estas son las 2

condiciones del contrario sera un tubo negativo.

METODO COLORIMETRIA PARA EL RECUENTO DE
Coliformes totales PRESUNTIVOS. TECNICA
DEL NUMERO MAS PROBABLE.
Basado en el manual de Analisis de Alimentos DIGESA 2001

m m
- 1mL
25g. de Muestra en =

225mL, Agua Dilucié Diluciones de
ilucion
; ilucié 9 mL de Agua
Peptonada m 101 Dilucién g

10 Peptonada

1le 1le

Lectura de tubos
positivos con gasy
turbidez se hace en

unatabla de Tubos de simple Concentracion de Caldo Incubar a

NMP/100 mL. de Lauril Sulfato con campanas de 37° C, durante
Durham (9 mL) 24 horas.

Figura 1 Método Horizontal para el recuento de Coliformes
totales.

Referencia: DIGESA, 2001.
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3.2.8. Anédlisis estadistico:

Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANOVA)

con un nivel de confianza del 95% proponiendo las siguientes hipotesis:

Ho = No existe efecto significativo de la concentracion de nanoparticulas de
plata (Ag) en un bioempaque a base de quitosano sobre la vida util del queso

de cabra (Capra hircus).

Ha = Existe efecto significativo de la concentracion de nanoparticulas de
plata (Ag) en un bioempaque a base de quitosano sobre la vida util del queso

de cabra (Capra hircus).

Se utilizé el disefio completamente al azar (DCA). Los factores de esta
investigacion son: Tratamientos de interés (combinaciones de quitosano,
PVA con diferentes concentraciones de AgNPs), un tratamiento control
(quitosano + PVA) y testigo (parafina).En total el experimento involucra 5

tratamientos.

Las unidades experimentales fueron quesos frescos a base de leche de
cabra empaquetados con diferentes tratamientos. Se evalu6 como
variables fisicoquimicas: El porcentaje de pH, humedad y acidez titulable;
y como variables microbiologicas: el recuento de unidades formadoras de
colonias de aerobios mesdfilos, Pseudomonas, Salmonella sp, hongos y
levaduras; y namero mas probable de Coliformes totales durante los dias
7,14y 21.

Al aplicar el analisis de varianza (ANOVA) y encontrar diferencias
significativas, se procedi6 a realizar comparaciones de medias aplicando
la prueba de Tukey con un grado de confianza de 95%. Los analisis fueron
realizados en el programa estadistico infostat version libre y Excel 2013
para Windows 8.1
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IV. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Peso promedio del espejo de plata (Ag).

El cuadro 4 muestra los resultados de los pesos promedio de plata (Ag) en

las diversas concentraciones realizadas.

Cuadro 4: Peso promedio del espejo de plata.

Tratamientos [Promedio de peso Desvid
PVA-QC1 0.00491 a +0.000869
PVA-QC2 0.01060 b +0.000430
PVA-QC3 0.01300 c +0.000591

Fuente: Elaboracion propia.

Estadisticamente, mediante ANOVA se determin6 que el peso de la plata
en forma de espejo dentro de los vasos de precipitacién es un parametro
significativo (p < 0.05) y la prueba de Tukey indicé que todas las muestras

son significativamente diferentes entre si.

Se deduce que los bioempaques hechos a base de una solucién mixta de
PVA, Quitosano, AgNPs y agua destilada, cuyo volumen total fue 277.8
ml, contuvo 0.001 % p/v de AgNPs para el tratamiento 1 (PVA-QC1);
0.003 % p/v de AgNPs para el tratamiento 2 (PVA-QC2) y 0.004 % p/v de
AgNPs para el tratamiento 3 (PVA-QC3), tal como se detalla en el cuadro
5.

Cuadro 5: Porcentaje de AgNPs en bioempaque.

Porcentaje de AgNPs en
Tratamientos bioempaque
PVA-QC1 0.001%
PVA-QC2 0.003%
PVA-QC3 0.004%

Fuente: Elaboracién propia.
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4.2. Caracterizacion de la solucién coloidal de quitosano + AgNPs.

4.2.1.

Apariencia de las soluciones coloidales.

La coloracion de los sistemas coloidales obtenidos fue de color
amarillo - café. Los sistemas coloidales ademas presentaron
estabilidad parcial ya que después de varios dias recién se pudo

observar precipitados en el fondo de los vasos.

El aspecto fisico de las soluciones permite suponer que
efectivamente existié una reaccién quimica de reduccién como se
da en el caso de los reportes de AQNOz empleado como precursor
en la investigacion de Izaguirre (2010) y por lo reportado por Dubey
(2010), donde resulta un cambio de color de marrén-amarillo, y
rosa-rojo, en el desarrollo de nanoparticulas de plata y oro
respectivamente, utilizando un solvente obtenido a partir de Rosa

rugosa.

4.2.2 Espectrofotometria UV -Vis.

Los resultados obtenidos en el cuadro 6 muestran un espectro
tipico de absorcion UV-vis obtenido para un sistema coloidal de
guitosano mas nanoparticulas de plata. Los espectros analizados
presentaron su maxima absorbancia UV-vis en un rango de
longitud de onda de 390 — 405 nm en todos los experimentos (ver

anexo 10).

Los valores reportados en esta investigacion estan comprendidos
entre el valor de la banda de absorcién maxima que obtuvo Escobar
(2015) usando nitrato de plata como sal precursora y borohidruro
de sodio como agente reductor, cuya banda de absorcién méxima

fue alcanzada a 394,2 nm.

Segun Kadir, Lakowiez y Geddes (2005) los valores medios de

absorbancia méxima obtenidos para la sintesis de nanoparticulas
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de plata se encuentran dentro del rango 350 — 450 nm. Es por ello
gue en esta investigacion, la técnica de espectrofotometria UV-Vis
permitié corroborar la presencia de nanoparticulas de plata en las

sintesis llevadas a cabo para cada tratamiento.

Cuadro 6: Pico de absorcién maxima

Pico de absorcion
Tratamiento maxima Absorbancia
PVA - QC1 396 +0.000 0.66286 +0.697
PVA - QC2 397.5+2.121 0.63298 +0.626
PVA — QC3 399 +2.828 0.48106 +0.338

Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 2 se observa claramente la forma de los picos de
absorcién para cada tipo de sintesis, en este caso se observan
picos simétricos y estrechos. Segun Escobar (2015) cuando se
presenta estos tipos de picos la distribucion de tamafio de

nanoparticulas es uniforme, es decir, son mono dispersas.

PVA-QC1

398 nm PVA-QC2
PVA-QC3

360 380 400 420 440
Longitud de Onda (nm)

Absrobancia (unidad Arbitraria)

Figura 2 Espectro UV-Vis de nanoparticulas de plata
sintetizadas.

Estos datos también permiten determinar el tamafio de particula
basado en el valor del pico de absorcion maxima, segun el cuadro

7 reportado por Pradeep (2012).
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Cuadro 7: Posicion delos picos de absorcion de AgNPs de
diferente tamafio en el espectro UV-Vis.

Tamafio de particula (nm) Posicién del pico (nm)

10 - 14 <400
35-50 430
60 — 80 438

Fuente: Pradeep 2012

En el cuadro 8 se muestra un resumen de los datos del analisis
de las nanoparticulas de plata por espectroscopia UV-Vis.
Mediante el Tratamiento 1 (PVA - QC1), el Tratamiento 2 (PVA
— QC2) y el Tratamiento 3 (PVA — QC3), el pico de absorcién
maxima promedio es 396, 397.5 y 399 nm respectivamente lo
que corresponde a nanoparticulas cuyo tamafo esta en el
rango de 10 a 14 nm. El tamafio real de las nanoparticulas se
puede comprobar con microscopia de barrido electrénico
(SEM),

espectroscopico es una prueba preliminar para conocer la

sin embargo, segun Escobar (2015) el analisis

distribucion y tamafo de las nanoparticulas sintetizadas.

Cuadro 8:
espectroscopia
aproximados.

Resultados del
UV-Vis vy

andlisis de AgNPs por
tamafio de particulas

Métodos de | Posicion del pico | Tamafio aprox. De
sintesis de absorcion | particulas (nm)
maxima (nm)
PVA - QC1 396 10- 14
PVA - QC2 397.5 10-14
PVA - QC3 399 10-14

Fuente: Elaboracion propia.
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4.3. Propiedades fisicoquimicas de los bioempaques (peliculas

compuestas).

En el siguiente cuadro, se resume los resultados obtenidos del analisis de
las propiedades fisicoquimicas de las peliculas compuestas. Estas
peliculas contienen: 70% de quitosano con diferentes concentraciones de
AgNPs, 20% de PVA y 10% de H20 destilada.

Cuadro 9: Propiedades fisicas de las peliculas compuestas

Pelicula %H % Sol. eFf\*;?) WVP (g/hmMPa)

PVA-QC1|1595+0.46a| 14.74+0.83b | 0.021a | 0.001066774 a

PVA-QC2|999+040 b| 21.59+0.11a | 0.013b | 0.000669758 b

PVA-QC3| 9.61+050b | 21.87+£0.43a | 0.012b | 0.000643928 b

Fuente: Elaboracién propia.

“El contenido de humedad de un material se define como la cantidad de
agua contenida por unidad de peso de sélido seco o humedo” (Martines y
Lira, 2010). En la figura 3, se observa el registro de valores de contenido
de humedad mas altos cuando la concentracion de AgNPs es menor en las
peliculas de quitosano — PVA. Se deduce que las peliculas a porcentajes
menores de AgNPs permitirdn que sus moléculas absorban o interactiien

facilmente con las moléculas de agua.

20.00%

18.00% f

16.00% J_
g 14.00% b b
'8 12.00% "' .’.
€ 10.00%
£ 8.00% l 1
X 6.00%

4.00%

2.00%

0.00%

PVA-QC1 PVA-Q2 PVA-QC3
Peliculas

Figura 3 Comparacion de porcentajes de humedad

47



Los resultados analizados en el ANOVA utilizando el disefio completamente
al azar indicaron que existe un efecto significativo entre los bioempaques
con diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata respecto al
contenido de humedad, ya que en este caso el valor de F calculada fue
menor al del valor critico para F. EI P valor fue 0.03 (p<0.05) aceptandose

la hipotesis alterna con un 95% de confiabilidad.

La prueba Tukey indicé que la pelicula PVA - QC1 es significativamente
diferente a las peliculas PVA — QC2 y PVA — QC3 pero no existe diferencia
significativa entre las peliculas PVA - QC2 y PVA - QC3.

Navarro (2016) registr6 valores similares a los de esta investigacion
obteniendo contenidos de humedad mas altos cuando la concentracion de
almidon es menor en las peliculas quitosano-almidon. Puesto que, a mayor
contenido de solidos, menor sera el contenido de agua. Otros resultados
similares fueron los reportados por Sanchez, Garcia y Pinzon (2012)
quienes obtuvieron una mayor humedad en las peliculas con una
concentraciéon de 3% p/p con relacidén a las que contenian 4% p/p, estas

peliculas contenian almidén de yuca, glicerol y quitosano.

Sin embargo, nuestros resultados difieren con los encontrados por
Ibarglen, et al., (2015) quien elaboré peliculas comestibles a base de gel
de Aloe vera y encontré que al agregar componentes que presentan una
gran hidrofilia, la absorcion de agua aumenta y por ende su contenido de
humedad.

La figura 4 muestra el comportamiento de la solubilidad, la cual “involucra
la penetracion de las moléculas de agua en la matriz polimérica, esto es
seguido por la disrupcion de las fuerzas de Van de Walls entre las cadenas
poliméricas” (Turhan y Sahbaz, 2004).

Estadisticamente la variable del uso de concentracion de nanoparticulas
de plata en las peliculas es un parametro significativo en la prueba de

ANOVA, y mediante la prueba de Tukey se indicé que la pelicula PVA -
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QC1 es significativamente diferente a las peliculas PVA — QC2 y PVA —
QC3 pero no existe diferencia significativa entre las peliculas PVA - QC2y
PVA - QC3.
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Figura 4 Comparacion de porcentajes de solubilidad.

La solubilidad al ser un parametro significativamente diferente en este
trabajo, confirma lo encontrado por Morin (2010), el cual sustenta que los
componentes de las peliculas estdn directamente relacionados con la
solubilidad, haciendo referencia a la hidrofilicidad o hidrofobicidad de su
estructura. Con ello se deduce que, a mayor porcentaje de nanoparticulas

de plata, mayor sera la solubilidad en agua.

Chudasama (2010) sintetiz6 nanoparticulas de plata hidrofébicas
uniformes, las cuales se prepararon por reduccion lenta y controlada de
AgNOs usando oleilamina, sin embargo, posteriormente desarroll6 un
mecanismo de transferencia de fase facil para producir nanoparticulas de
plata hidrofilicas usando pluronic F-127. El menciona que la naturaleza
hidrofilica de nanoparticulas es un criterio esencial para su aplicabilidad

biolégica.

La estabilidad de las peliculas hechas a base de quitosano, PVA y
diferentes concentraciones de nanoparticulas de plata se vio comprometida
al aplicarlas sobre las muestras de queso, ya que fue dificil su retiro debido
a que se fragmentaban y quedaban adheridas en él. Esto coincide con lo
expresado por Ayquipa (2018), quien menciona que “una pelicula con alto

porcentaje de solubilidad se vera comprometida su estabilidad si se quiere
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aplicar en alimentos mas humedos o si el ambiente donde se almacenara
es de alta humedad relativa”. De forma similar Sothornvit (2000) expone
gue a mayor solubilidad menor sera la resistencia al agua, lo cual hara que
esta propiedad afecte la aplicacion futura de los bioempaques, es por ello
gue se recomienda que una pelicula aplicada a alimentos con alto contenido

de humedad sea insoluble.

En la Figura 5, se muestran los resultados de los valores del espesor
correspondiente a los tratamientos con las 3 formulaciones evaluadas en la
presente tesis. Estos son el promedio de 10 mediciones hechas a cada
pelicula, donde se puede apreciar claramente que su espesor no fue
uniforme, esto se puede corroborar con el analisis de varianza observando
gue el espesor es un parametro significativamente diferente en esta prueba
y en vista a las diferencias encontradas se realiz6 la comparacion con
ayuda de la prueba de Tukey en donde se indicé que la pelicula PVA - QC1
es significativamente diferente a las peliculas PVA — QC2 y PVA — QC3
pero no existe diferencia significativa entre las peliculas PVA - QC2 y PVA
- QCs3.
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Figura 5 Espesor de las peliculas.

El espesor de las peliculas es un parametro importante, ya que afecta

directamente las propiedades biologicas y la vida util del queso cubierto.

50



Las peliculas elaboradas en este trabajo de investigacion mostraron que, a
menor concentracion de nanoparticulas de plata, mayor es la humedad, al
igual que el espesor, siendo directamente proporcionales. Morales (2011),
menciona que “el efecto del espesor a cambios en la estructura del
recubrimiento es ocasionados por el hinchamiento que provoca el agua en

el polimero”.

Por otro lado Kroachta, Baldwin y Nisperos (1994) indican que “la eficacia
del bioempaque depende principalmente del control de la difusion de los
componentes de la pelicula, la cual se ve afectada por el espesor”. Es asi
como al aumentar el espesor del recubrimiento, se incrementa la
resistencia a la transferencia de masa a través de ella, y por ende, también
la presion parcial de vapor de agua de equilibrio en la superficie (Mchugh,
Avena, Bustillos y Krochta, 1993).

La principal area de aplicacion de las peliculas con nanoparticulas de plata
preparados en este trabajo es para la elaboracion de bioempaques para
conservar queso fresco hecho a base de leche de cabra; por lo tanto, los
andlisis de permeabilidad al vapor de agua resultan importantes a fin de
evaluar las propiedades barreras de las peliculas. La Figura 6 muestra los
datos obtenidos de las medidas de transmisién al vapor de agua de las

peliculas con diferentes concentraciones de plata.
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Figura 6 Permeabilidad al vapor de agua de las peliculas
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En esta investigacion a nivel estadistico la concentracion de nanoparticulas
de plata en las peliculas tanto en el espesor como en la permeabilidad al
vapor de agua, resultaron ser pruebas significativas, demostrando que a
mayor espesor mayor es la permeabilidad al vapor de agua en la pelicula,
pudiendo concluir que ambos influyen uno del otro. Datos similares fueron
los obtenidos por Gennadios, Weller y Gooding (1994) quienes han
encontrado una relacion dependiente positiva entre la permeabilidad al

vapor de agua y al espesor de las peliculas.

Las peliculas que contienen menor concentracion de AgNPs, presentan un
valor mayor de espesor y de permeabilidad al vapor de agua como se
puede observar en las figuras 6 y 7. Similares andlisis declararon Navarro
(2016), Bertan (2003) y Sobral, Menegalli, Hubinger,y Roques (2001),
quienes en sus investigaciones comprobaron que el aumento de la

permeabilidad va en funcion al aumento del espesor.

Tamayo (2012), en su investigacion registré una reduccién similar al
incrementar la concentracion de nanoparticulas de plata resultando que,
para los nanocompasitos de plata, los valores de permeabilidad disminuyen
con el incremento de la cantidad de nanoparticulas presentes. Asi mismo
Tamayo (2012), afirma que la disminucion de la permeabilidad de los
nanocompésitos de plata respecto al polietileno podria estar relacionado a
la ubicacion especifica de las nanoparticulas en las zonas amorfas del
polimero o cavidades defectuosas, cuyo volumen es mayor que los sitios
cristalinos del polimero. En este caso las nanoparticulas actuarian como
“relleno” en este tipo de intersticios, influyendo en la permeabilidad de las
peliculas. Un nanocompdsito de estas caracteristicas es ideal como
material de envase para la conservacion de frutas y verduras donde la
permeabilidad de vapor de agua debe ser baja a fin de conservar la frescura

y calidad sensorial de este tipo de alimentos.
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4.4. Propiedades Estructurales de los bioempaques

4.4.1. Andlisis de difraccion de rayos X (DRX)

Con objeto de determinar la presencia de nanoparticulas de plata en
los bioempaques hechos a base de quitosano, se realizaron espectros
de difraccion de rayos-X. Los patrones de difraccion caracteristicos de

guitosano Yy plata se muestran en la Figura N° 7.
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Figura 7 Espectro de difraccion de rayos-X de nanoparticulas de

plata en las peliculas.

En los espectros de las peliculas PVA-QC1 y PVA-QC3, se observan
seis sefiales caracteristicas en angulo 26 de 10 °, 21°, 38,2 °, 44,2 °,
65 vy 78 °, correspondientes a los planos (020), (110) para quitosano
y (111), (200), (220) y (311) para nanoparticulas de plata
respectivamente. Ademdas, se puede notar que el espectro se
intensifica con el aumento del porcentaje en peso de las

nanoparticulas en los bioempaques.

Valores similares correspondientes a los planos de nanoparticulas de
plata los obtuvieron Kalaivani R., et al. (2018) en donde los numeros
de reflexiones de Bragg con valores de 26 de 38.53, 44.67, 65.08 y
78.06 correspondientes a (111), (200), (220) y (311) indicaron que
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habia presencia de AgNPs, y que estas eran de estructura esférica y
de naturaleza cristalina. Otra investigacion similar fue la realizada por
Tamayo (2012) quien en su tesis doctoral confirma la presencia de
polietileno y nanoparticulas de plata en el nanocompasito observando
en el espectro seis sefales caracteristicas en angulo 26 de 21,4 °,
24,2 °, 38,2 °,44,2°, 6450y 77,4 °, correspondientes a los planos
(110), (200) para polietileno y (111), (200), (220) y (311) para
nanoparticulas de plata metalica, respectivamente.

Escobar et al. (2014) menciona que un biopolimero de quitosano
semicristalino presenta dos picos caracteristicos; para un pico
principal a 26 = 19,5° y un pico secundario en 26= 10°, al igual que
Parentena, Gonzales, Celiz, Valbuena y Colina (2015) quienes en los
espectros distinguieron los picos en el plano de reflexiéon (020) en
torno a 26 entre 9,7°y 9,8° y en el plano de reflexién (110) en torno
a 20 entre 19.8 y 20.5.

4.5. Analisis realizados al queso de cabra envuelto en bioempaques

hechos a base de quitosano y nanoparticulas de plata.

Se realiz6 la determinacibn de las variables fisicoquimicas vy

microbioldgicas del queso de cabra envuelto en bioempaques.

4.5.1. Analisis fisicoquimico del queso de cabra.

Para la caracterizacion fisicoquimica de las muestras de queso se
determiné el pH, el porcentaje de humedad y la acidez titulable en funcion
a los dias de evaluacion. Los valores son promedios de 2 réplicas * la

desviacién estandar.
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Cuadro 10: Parametros fisicoquimicos en funcion a los dias de

evaluacion del queso de cabra con los diferentes tratamientos

TRATAMIENTOS | DIAS PH %HUMEDAD T‘ﬁﬁffBELZE
0 7.18+0.26 b 48.71+0.29 ¢ 0.095+0.07 a

PVA-QCO 7 6.70+0.22 ab (*) |47.93+0.17 c 0.104+0.07 a
14 | 6.67+0.02 ab (*) |44.60+3.05 bc(*) 0.108+0.14 a

21 6.27+0.02 a 39.89+0.75 a 0.117+0.14 a

0 7.18+0.26 b 48.71+0.29 c 0.095 +0.07 a

PVA-QC1 7 6.75+0.27 ab (¥) |46.45+2.13c 0.104+0.07 a
14 | 6.72+0.05 ab (*) |44.87+0.93 bc(¥) 0.113+0.07 a

21 6.37+0.02 a 41.97+1.25 ab (*) |0.117+0.14 a

0 7.18+0.26 b 48.71+0.29 c 0.095+0.07 a

PVA-QC2 7 6.67+0.11 ab (*) [47.06+1.11 c 0.106+0.03 a
14 | 6.51+0.02 ab (*) |47.00+£1.19 c 0.113+0.07 a

21 6.29+0.01 a 46.90+0.13 c 0.119+0.03 a

0 7.18+0.26 b 48.71+0.29 c 0.095+0.07 a

PVA-QC3 7 6.79+0.29 ab (*) |48.16+0.26 c 0.104+0.07 a
14 | 6.77+0.04 ab (*) |47.20£1.12 ¢ 0.108+0.14 a

21 6.32+0.12 a 47.18+0.30 c 0.113+0.07 a

0 7.18+0.26 b 48.71+0.29 ¢ 0.095+0.07 a

TP 7 6.53+0.01 ab (¥) |46.77+0.55 c 0.113+0.07 a
14 | 6.51+0.01ab (*) |45.54+1.31 bc(*) 0.117+0.14 a

21 | 6.09+0.00 a 44.93+0.80 bc(¥) \ 0.122+0.07 a

Fuente: Elaboracion propia.
(*) Promedios unidos por letras minusculas iguales, en sentido vertical
diferencias estadisticamente

indican no significativas entre los

tratamientos segun la prueba de Tukey (p-valor =20,05).

a. Determinacién de pH

El comportamiento del pH de los quesos de cabra almacenados a
4 °C =1 °C en funcion al tiempo se muestra en la figura 8. No
hubo diferencias significativas (p > 0,05) en el tipo de tratamiento
aplicado, ni en la interaccion de este con el tiempo de

almacenamiento.

55



7.4

72
7
—o—PVA - QCO
6.8
T PVA - QC1
6.6 —a—PVA - QC2
6.4 PVA-QC3
— TP
6.2
6
0 7 14 21

TIEMPO (DIAS)

Figura 8 Comparacién del porcentaje de pH en funcion a los dias
de evaluacién del queso de cabra con los diferentes tratamientos.

En la figura 8 se observa que el pH descendié con el tiempo, lo
cual segun Luruefia-Martinez (2010) puede ser explicado por “el
aumento de la concentracion de &cido lactico, como resultado de
la fermentacion de lactosa por la accién de bacterias acido

lacticas”.

En el dia O se obtuvo un valor medio de pH de 7,18 para los 5
tratamientos, y para el dia 21 los valores medios de pH fueron
PVA-QCO0 = 6.27; PVA-QC1 = 6.37; PVA-QC2 = 6.29; PVA-QC3
=6.32 ypara TP =6.09, siendo el descenso mas pronunciado
para el TP, seguido por el PVA-QCO Dichos resultados se
encuentran ligeramente por debajo del valor pH medio de 6,75
determinado para quesos frescos de leche de cabra (Martin,
1988). No obstante, Garrido (2014) expuso valores que
oscilaron en un intervalo de. 4,52 hasta 6,55 en quesos de leche
de cabras criadas en la regién de Piura. Esta diferencia puede

ser atribuida a la raza del animal y tipo de alimentacion.
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b. Determinacién de la Humedad
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Figura 9 Comparacion del porcentaje de humedad en funcién a
los dias de evaluacion del queso de cabra con los diferentes
tratamientos.

El contenido de humedad en los quesos almacenadosa 4°C +1
°C se presenta en la figura 9. Estadisticamente el tiempo y el tipo
de bioempaque por separados influyen significativamente (p <
0,05) en la humedad del queso. Asi mismo la interaccion de
ambos en combinaciones también muestra resultados u efectos
gue influyen en el experimento. La prueba de Tukey indico que
todas las medias en funcion de los dias de almacenamiento
fueron diferentes, mientras que en funcién al tipo de empaque el
PVA-QCO es significativamente diferentes a PVA-QC2 y PVA-
QC3, pero no con PVA-QC1y TP.

Para el dia 7 todos los tratamientos conformaron un grupo
homogéneo significativo; el dia 14 el tratamiento PVA-QC1 no
tuvo diferencias significativas PVA-QCO, el TP, pero si con PVA-
QC2 y PVA-QC3. Para el dia 21, PVA-QCO no fue
significativamente diferente con PVA-QC1 pero si con PVA-QC2
y PVA-QC3, y a su vez PVA-QC1 no fue significativamente con
TP.
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El queso comenz6 con la humedad de 48.71 % para todas las
muestras, en el dia 7 el queso con menor contenido de humedad
fue para tratamiento PVA-QCL1 con 46.44%, sin embargo el dia
14 y 21, los quesos envueltos con el bioempaque PVA - QCO
obtuvieron los menores porcentajes de humedad, 44.60% vy
39.89% respectivamente. En el dia 21 se observé una
disminucioén en los valores de todos los tratamientos, no obstante,
los que perdieron menos humedad fueron los quesos envueltos
con los bioempaques PVA - QC2 y PVA — QC3.

Segun INDECOPI (2004). Los quesos frescos deben presentar
una humedad mayor al 46% Siendo solo los tratamientos PVA -
QC2 y PVA - QC3 los que mantuvieron este parametro hasta el
dia 21.

c. Determinacion de la acidez

El comportamiento de la acidez (% acido lactico) en el tiempo se

presenta en la figura 10.
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Figura 10 Comparacién del porcentaje de acidez titulable en
funcidon a los dias de evaluacion del queso de cabra con los
diferentes tratamientos
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Estadisticamente no hubo diferencias significativas (p > 0,05) en
el tipo de tratamiento aplicado, ni en la interaccion de este con

el tiempo de almacenamiento.

En cuestion al tiempo, solo para el dia 14 no existio diferencia
estadisticamente significativa, lo contrario ocurrio los dias 7 y
21, en el cual los 5 tratamientos fueron diferentes entre si. El
aumento de la acidez fue directamente proporcional al tiempo,

mayor para el TP y menor para el PVA-QC3.

Mago (2015) menciona que, al elevarse la acidez disminuye el
pH, y asi mismo otras caracteristicas como la cohesividad, ya
que la elevada acidez (menor pH) debilita los enlaces de la
proteina, debido a que las cargas negativas en las moléculas de
caseina se incrementan con el aumento de la acidez y la

disminucién del pH.

El valor medio de acidez titulable para el dia 0 fue de 0,095 %
para todos los tratamientos, y para el dia 21 los valores medios
fueron PVA-QCO = 0.117; PVA-QC1 = 0.117; PVA-QC2 = 0.119;
PVA-QC3 = 0.113 y para TP = 0.122. Los resultados de PVA-
QC2 y PVA-QC3 coinciden con los que obtuvieron Duran,
Sanchez, Palmero, Chaparro y Sanchez (2010) cuyos valores
de acidez titulable en quesos de leche de cabra oscilaron entre
0,19y 0,28.

4.5.2. Analisis microbioldgico del queso

En el cuadro 11 se muestran los resultados de las pruebas
microbiologicas efectuadas en el queso hecho a base de leche de
cabra aplicando los diferentes tratamientos. Es preciso mencionar
que en el siguiente cuadro se muestra el promedio de 2 repeticiones
hechas por cada tratamiento en los diferentes dias de muestreo. Los

datos obtenidos como UFC/g o UFC/ml siguen una distribucion
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asimétrica, por lo que es necesaria una normalizacion previa a fin de
realizar el tratamiento estadistico pertinente. Para ello se

transformaron los datos UFC/g a logaritmo en base 10, (logio UFC/g).

Los resultados fueron contrastados con estandares de las Normas
Técnicas Peruanas, otras normas y diversos estudios. Los ensayos
microbiolégicos realizados fueron: Recuento de unidades
formadoras de colonias de aerobios mesofilos, Pseudomonas,
Salmonella sp, hongos y levaduras; y nimero mas probable de

coliformes totales.
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Cuadro 11: Recuento microbiol6gico para cada pardmetro microbiolégico.

TRATAMIENTOS S Hongos yulgézld)uras(Log Me(sLéc:‘goUsF\g%b)les P(SLeougderEColngE;S Sg_lcrgolr}le;lcl:a;gssp C?Egi%es

0 4.19+0.57 f 4.00+£0.34 h 2.81+0.57 ghi Ausencia <3

PVA-QCO 7 4.92+0.02 ef 4.81+0.15 efg 3.37+0.57 fghi Ausencia <3
14 5.88+0.05 bcd 5.77+0.05 cd 4.34+0.50 cdef Ausencia <3

21 6.88+0.02 a 6.88+0.07 ab 5.31+0.57 ab Ausencia <3

0 4.19+0.57 f 4.00+0.34 h 2.80+0.57 ghi Ausencia <3

PVA-QC1 7 4.88+0.07 ef 4.84+0.16 efg 2.76x0.7 hi Ausencia <3
14 5.77+0.08 bcde 5.93+0.02 cd 3.85+0.08 cdef Ausencia <3

21 6.81+0.03 a 6.79+0.08 ab 4.81+0.15 abc Ausencia <3

0 4.19+0.57 f 400+0.34 h 2.80£0.57 ghi Ausencia <3

PVA-QC2 7 4.58+0.24 f 4.73+0.10 fg 2.73+0.10 hi Ausencia <3
14 5.65+0.05 cde 5.76x£0.07 cd 3.81+0.08 def Ausencia <3

21 6.65+0.05 ab 6.79+0.16 ab 4.68+0.16 abcd Ausencia <3

0 4.19+0.57 f 4004£0.34 h 2.80+0.57 ghi Ausencia <3

PVA-QC3 7 4.44+0.36 f 4.43+0.08 gh 2.56x£0.10 i Ausencia <3
14  5.53+0.07 de 5.46+0.12 de 3.73+0.10 defg Ausencia <3

21 6.53+0.07 abc 6.40+0.31 bc 4.52+0.17 bcde Ausencia <3

0 4.19+0.57 f 400£0.34 h 2.80+£0.57 ghi Ausencia <3

TP 7 5.52+0.57 de 5.37+0.43 def 3.69£0.10 efg Ausencia <3
14 6.19+0.32 abcd 6.25+0.51 bc 4.63+0.04 bcde Ausencia <3

21 6.97+0.02 a 7.13+0.30 a 5.64+0.13 a Ausencia <3

Fuente: Elaboracion propia.
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a. Mesofilos viables
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Figura 11 Comparacion de recuento de mesofilos viables en
funcién a la aplicacién diferentes tratamientos y los dias de
evaluacion del queso de cabra.

El recuento de colonias aerobias mesofilas expuesto en el
cuadro 11, y graficada en la figura 11, muestra que el queso de
cabra, durante el primer dia de evaluacion present6 en promedio
una carga bacteriana inicial de 1.25 x 10* UFC/g, siendo este
valor inferior al limite maximo establecido por ICMSF (2006) que
es 10° UFC/g. Dicha carga se mantuvo inferior al limite para
todos los tratamientos hasta el dia 7, mientras que en el dia 14
solo el tratamiento TP superd el limite; posterior a ello, durante
el siguiente dia de evaluacion todas las muestras fueron

mayores a 10° UFC/g.

El analisis de varianza demostr6 que existe diferencia
significativa (p < 0,05) en el tipo de tratamiento aplicado, el
tiempo y en la interaccion de ambos. La prueba de Tukey indico
gue todas las medias en funcion de los dias de almacenamiento
fueron diferentes; mientras que en funcion al tipo de tratamiento,

TP fue significativamente diferente al resto de tratamientos,
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PVA-QC1 fue diferente a PVA-QC3, pero no a PVA-QCOy PVA-
QC2. Mientras que entre PVA-QC2 y PVA-QC3 no fueron

diferentes entre si.

En general, se obtuvo menor cantidad de mesoéfilos viables con
la aplicacion del bioempaque PVA-QCS3, y mayor cantidad con el

tratamiento TP.

Pelaez (1985) menciona que recuentos altos de aerobios
mesofilos puede deberse a la contaminacién excesiva de la
leche, una mala pasteurizacion o una recontaminacion después
del proceso térmico. Sin embargo, en alimentos perecibles que
fueron correctamente manipulados durante su produccién, se
puede llegar a encontrar elevados recuentos de mesofilos
viables si estos son almacenados por un prolongado periodo de
tiempo, en estos casos se deduce que el recuento no se
encentra elevado por los procedimientos de higiene del
producto, sino por su vida util (ANMAT, 2004).

b. Hongos y levaduras
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Figura 12 Comparacion de recuento de hongos y levaduras en

funcion a la aplicacion diferentes tratamientos y los dias de
evaluacion del queso de cabra.
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En el cuadro 11, y la figura 12 se muestran los niveles promedio de
hongos y levaduras expresado en Log UFC/g. El promedio inicial de
la muestra de estudio fue de 4.19 Log UFC/g, siendo este valor
superior al limite maximo para queso fresco establecido por la norma
NOM-121-SSA1-1994 que es de 2.7 Log UFC/g. Después de ello
todas las muestras de queso incrementaron la cantidad de hongos y

levaduras.

Segun Medina, et al. (2014) aluden que la contaminacién de los
productos lacteos, especialmente en quesos es causada por mohos y
levaduras presentes en el entorno de las fabricas de queso, al igual

gue las paredes, el aire, equipos, agua, leche, salmuera, entre otros.

A pesar de que en la normativa peruana no se encuentren plasmados
los limites maximos para hongos y levaduras, su evaluacién es
importante, debido a que algunas especies de levaduras y hongos
pueden acarrear problemas sensoriales en los quesos Y la posible
generacion de micotoxinas; pudiendo convertirse en pérdidas

econdémicas y un riesgo para la salud publica (Carrero y Lopez, 2012).

Los resultados analizados en el ANOVA indicaron que existe un
efecto significativo (p<0.05) en el tipo de empaque utilizado, el tiempo
y la interaccion entre ambos. La prueba Tukey indico que la pelicula
TP es significativamente diferente a las peliculas PVA — QC2 y PVA
— QC3, sin embargo no existe diferencia significativa entre las
peliculas PVA — QCO y PVA — QCL1. Mientras que PVA — QCO no es
significativamente diferente (p>0.05) con PVA — QC1, PVA-QC2y
PVA - QC3.

Todas las medias en funcibn al tiempo resultaron ser
significativamente diferente; mientras que para cada dia de estudio el
mejor tratamiento fue el PVA —QC3, mientras con el TP se obtuvo un

mayor incremento de hongos y levaduras.
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Villamizar y Monroy (2015) en su investigacion, almacend frutas
previamente desinfectadas, a temperatura de refrigeracion vy
envueltas con bolsas de polietileno modificadas con una solucién de
AgNPs; logrando inhibir de 3 a 4 unidades logaritmicas de
microorganismos, ejerciendo mayor efecto microbiocida sobre
levaduras y mohos, seguido de bacterias Gram Negativas y ultimo

lugar, las bacterias Gram Positivas.

c. Pseudomonas

-QCO
-QcC1
-Qc2
-QC3

Pseudomonas (Log UFC/g)

Tiempo (dias)

Figura 13 Comparacion de recuento de pseudomonas en funcién a
la aplicacion diferentes tratamientos y los dias de evaluacion del
gueso de cabra.

Los resultados analizados en el ANOVA indicaron que existe un
efecto significativo (p<0.05) en el tipo de empaque utilizado, el tiempo
y la interaccion entre ambos. La prueba Tukey utilizada para observar
la diferencia entre los empaques, indicé que la pelicula TP no fue
significativamente diferente con PVA-QCO, sin embargo estos dos son
significativamente diferente a las peliculas PVA - QC1, PVA-QC2y
PVA - QC3.
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En funcion al tiempo el test de Tukey indicé que el dia inicial de
evaluacion y el dia 7 no son significativamente diferentes entre si, sin

embargo, si lo son con los dias 14 y 21.

A pesar de no haber diferencia significativa entre el dia inicial de
evaluacion y el dia 7, cabe recalcar que los valores promedio de PVA
—QC1(2.76 Log UFC/g), PVA-QC2 (2.73 Log UFC/g), y PVA-QC3
(2.56% Log UFC/g), disminuyeron en funcién a la prueba inicial cuyo
valor fue 2.81 Log UFC/g. De lo cual se puede indicar que la aplicacion
de nanoparticulas de plata en el bioempaque reduce el recuento de
pseudomonas durante los primeros dias de almacenamiento a

temperatura de 4°C

Sin embargo, durante el resto de dias se observd un crecimiento en
funcion del tiempo, pero aun asi el tratamiento PVA-QC3, fue quien
mantuvo la mayor diferencia en retrasar el crecimiento de

Pseudomonas en comparacion a los diferentes tratamientos.

Por otro lado, los quesos frescos a base de leche de cabra que
tuvieron cantidades mayores a 4.81 Log UFC/g en el dia 21,
especialmente en el tratamiento control (PVA-QCO), el tratamiento
con parafina (TP) y el tratamiento (PVA-QCL1), presentaron cambios
en sus cualidades organolépticas, como se puede observar en la
figura 14 y 15. Estos datos concuerdan con la investigacion de
Gonzales et al. (2007) quienes sefalan que, la vida util de producto
disminuye al aumentar los recuentos de bacterias psicotrofas; y que
en el caso de los productos lacteos se presentan mas cambios de
caracteristicas sensoriales al presentar recuentos microbianos de
Pseudomonas mayores a 7 X 10* UFC/g equivalente a 4.84 Log
UFC/g.
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Figura 14 Caracteristicas fisicas visuales del queso de cabra
con diferentes tratamientos en el dia 21 de evaluacion.

Otro resultado similar fue los obtenidos por (Burbano, 2018) quien
prepard quesos utilizando la combinacion de diferentes cantidades
de nisina y EDTA contra la proliferaciéon de bacterias del género
Pseudomona, cuyo tratamiento control y tratamiento 1 (Nisina 25 mg
+ EDTA 75mg/l) presentaron cambios en las cualidades
organolépticas al obtener cantidades por encima de 4,83 Log UFC/g
durante el dia 12 de evaluacion.

PT (Parafina) PVA-QCO

Figura 15 Caracteristicas visuales del queso fresco
almacenado con el tratamiento patron y testigo en el dia 21.

En la figura 15, se observa que los quesos presentaron dafios, como

por ejemplo formacion de mucosidad, consistencia blanda, aparicion
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d.

de coloracién amarillenta fosforescente y pigmentaciones marrones y
negras en quesos con tratamiento PT (Parafina) y PVA-QCO en el dia
21 de evaluacién, indicando a simple vista la presencia de
Pseudomonas. Resultados similares obtuvieron Gonzales, Lopez,
Nova y Restrepo (2007), encontrando defectos en la apariencia y

textura de quesos producidos por Pseudomonas fluorescens.

Salmonella sp

Los resultados de las muestras procesadas para esta investigacion no
manifiestan presencia de Salmonella sp, indicando que esta dentro
del rango establecido por la NTP 202.087 (ausencia/ 25g
de Salmonella sp.), por lo que este producto esta libre de estos

patégenos.

Aunque en esta evaluacion realizada al queso hecho a base de leche
de cabra no se detectd presencia de Salmonella sp en el analisis
inicial ni a los posteriores, fueron (Asmat y Asmat, 2019) quienes
evidenciaron que al aumentar el volumen de solucién de NPsAg en
sus placas de estudio se produce mayor inhibicion del crecimiento de
Salmonella typhi, esto debido a consideraciones importantes como el
mecanismo de accién que es propio de la NP y la formacién de una
gradiente de concentracién, el mismo que permite que la NP difunda
desde el cilindro en que se encuentra hasta el medio que lo rodea

(bacterias en crecimiento).

Flores (2017), mediante una concentracion de 25.8 mg/L de AgNPs
sintetizadas obtuvo una inhibicion del crecimiento bacteriano hasta el
90% para E. coli, 65 % para Salmonella y 63 % para S. aureus;
mientras que con una concentracion de 7.93 mg/L de AgNPs
comerciales inhibi6 el 91 % en Salmonella y el 100% del crecimiento

de E. coliy S.aureus.
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e. Coliformes totales

La NTP 202.087 con respecto a Coliformes establece como limite
maximo permisible en queso fresco la cantidad de 10° UFC/g. En
esta investigacion los resultados de las muestras iniciales de queso
de cabra indican que se encuentran exentos de contaminacion, con
valores negativos en todos los tubos de ensayo, obteniendo <3NMP/g

en la tabla para célculo de NMP.

Resultados similares fueron los obtenidos por Romero (2015) quien
después de realizar un estudio a todo el proceso productivo, y
posteriormente realizar el acompafiamiento con un profesional en
alimentos y capacitar a los trabajadores obtuvo: coliformes fecales
(3NMP/g), ausencia de Salmonella y ausencia de Listeria
monocytogenes Por lo tanto se deduce que los quesos que se
utilizaron en esta investigacion fueron procesados y manipulados de

forma apropiada.

Esto difiere de los resultados obtenidos por Rodriguez (2019), quien
obtuvo un promedio de 69,39 x 102 NMP/g en quesos comercializados
en el distrito de Conchaque, provincia de Huancabamba, region de
Piura; siendo este resultado muy superior respecto a lo establecido en
la normativa peruana. Cabe mencionar que malas condiciones
higiénicas durante la elaboracién o manipulacion generan resultados
positivos de Coliformes totales, Coliformes termotolerantes y E.coli en

leche y subproductos (Vasquez et al. 2018).

Al tener resultados negativos para Coliformes totales, fue lo mismo
para Coliformes termotolerantes, por lo cual no se pudo evidenciar el
efecto que tiene las diferentes concentraciones de nanoparticulas de
plata sobre estos. Sin embargo, Ramirez (2017) obtuvo una reduccion
de coliformes totales en aguas residuales del 99.99% utilizando 1.852

g de AgNPs con un diametro promedio de 257nm.
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V. CONCLUSIONES

Se logré sintetizar nanoparticulas de plata mediante la combinacion del
método de Tollens, y el método sonoquimico. El método utilizado para
sintesis es relativamente sencillo en contraste de otros en la literatura
revisada, asimismo el tiempo de proceso fue breve, lo que permite que se

convierta en un método rapido y practico.

Los espectros UV-vis analizados presentaron su maxima absorbancia UV-
vis en un rango de longitud de onda de 390 — 405 nm en todos los
experimentos, demostrandose la existencia de nanoparticulas de plata.
Mientras que con DRX se observan en los espectros seis sefiales
caracteristicas en angulo 26 de 10 °, 21°, 38,2 °, 44,2 °, 65 y 78 °,
correspondientes a los planos (020), (110) para quitosano y (111), (200),
(220) y (311) para nanoparticulas de plata respectivamente. Ademas se
notd que el espectro se intensifica con el aumento del porcentaje en peso

de las nanoparticulas, en los bioempaques.

Se elaboraron bioempaques a base de quitosano, PVA y diferentes
concentraciones de AgNPs; de los cuales se obtuvieron contenidos de
humedad mas elevados cuando la concentracién de AgNPs es menor, es
decir, gue a mayor contenido de sélidos, menor sera el contenido de agua.
En cuanto al porcentaje de solubilidad, este aument6é al incrementar el
contenido de AgNPs, por lo tanto el porcentaje de AgNPs en las peliculas
influye en su capacidad de disolverse en agua. Respecto al espesor y la
permeabilidad al vapor, estos disminuyeron al aumentar la cantidad de
AgNPs creandose una influencia directa; es decir, que ambos influyen uno

del otro.

La humedad del queso fresco a base de leche de cabra, es un indice
importante de vida util y calidad del alimento, siendo los tratamientos con

mayor porcentaje de nanoparticulas (PVA-QC2 y PVA-QC3), quienes
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mantuvieron humedad mayor a 46%, tal y como lo estipula la Norma
Técnica Peruana. En cuanto al % de acidez titulable y pH se mostraron
inversamente proporcionales entre si y no presentaron diferencias
significativas con respecto al efecto de nanoparticulas de plata en el

bioempaque.

Los resultados en cuanto a la inhibicibn del crecimiento de
microorganismos como mesofilos viables, pseudomonas, mohos vy
levaduras muestran que las nanoparticulas de plata presentaron un efecto
antibacteriano y antifungico importante, y que a mayor cantidad de AgNPs
contenidas en el bioempaqgue mayor es la inhibicion. Este efecto se vio
coadyuvado por el proceso de desinfeccion con rayos ultravioleta aplicado
a la materia prima antes de ser empaquetado y la aplicacién de bajas

temperaturas.

Los ensayos en queso a base de leche de cabra envueltos en bioempaques
PVA-QC3 permitieron determinar que las AgNPs ejercen un efecto
inhibitorio de 1 a 2 unidades logaritmicas en comparacion a la muestra
patrén usando parafina (tratamiento 5). Sin embargo, conforme transcurren
los dias, los microorganismos siguen creciendo a pesar de que las

nanoparticulas de plata y el quitosano seguian presentes.
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VI. RECOMENDACIONES.

Para tener un mejor control en el tamafio y cantidad de nanoparticulas de
plata es necesario establecer condiciones que involucren la optimizacion
de parametros como: Temperatura, una adecuada relacion entre el agente

reductor y agente precursor, y tiempo de reaccion.

El analisis espectroscopico es una prueba preliminar para conocer la
distribucion y tamafio de las nanoparticulas sintetizadas, sin embargo el
tamafio real de las nanoparticulas se puede comprobar con microscopia de
barrido electrénico (SEM).

Se recomienda utilizar concentraciones mayores a las usadas en el
presente trabajo, ya que el efecto antibacteriano o antifingico aumenta al

incrementar la concentracién de nanoparticulas de plata.

En esta investigacion no se pudo determinar la capacidad inhibidora de los
bioempaques con AgNPs respecto a Salmonella sp. y E. coli, ya que la
muestra inicial resultdé libre de dichos microorganismos. Por lo cual
resultaria mas enriquecedora la compra de quesos en mercados de
abastos o centros de producciébn que no cumplan con los principios
generales de higiene, ya que de esta forma se podra evaluar la inhibicion

de estos microorganismos 'y mas.

Una variable microbiolégica de gran importancia en la determinaciéon de
vida util del queso hecho a base de leche de cabra es el recuento de
Staphylococcus aureus, el cual no pudo ser realizado en esta investigacion
por falta de reactivos. Por ende se recomienda realizarlo en posteriores

investigaciones.

La potencial toxicidad de las AQNPs tanto en humanos como en otros seres
vivos amerita realizar investigaciones nuevas y mas complejas que

permitan encarar una evaluacién riesgo/beneficio de los productos que se
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fabrican con AgNPs. Si bien la utilizacion de dichos productos continlia en
aumento, persisten aun varias interrogantes en este campo. Por lo cual es
necesario realizar modificaciones a los bioempaques de forma mas
tecnificada con la finalidad de evitar la posible migracién de nanoparticulas
gue se pudo haber dado en los quesos almacenados. Asi mismo, es
necesario realizar los estudios sobre la migracion de las AgNPs a los

alimentos y su toxicidad.
La solubilidad cumpli6 un papel muy importante en la estabilidad del

bioempaque por lo cual sera necesario realizar cambios en su formulacion

si se desea aplicar en alimentos con un elevado porcentaje de humedad.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1: Norma Técnica Peruana para queso fresco.

CAPITULO VI
QUESO FRESCO

Articulo 18.- Especificaciones técnicas

Fisicoguimicas
Elal bora;i: IElab::a:.lo:: a Elaborado a base
Caracteristica Unidad . de leche
leche parcialmente Aearaniada
entera descremada
Materia grasa
lactea en el g/1009 240 215 <15
extracto seco
Humedad g/100g z 46 245 2 46

Articulo 19.- Especificaciones sanitarias
El queso fresco debe cumplir con las especificaciones de calidad sanitaria e inocuidad
que establece el Ministerio de Salud, segun lo siguiente:

19.1  Microbiolégices

Agente Limite
Microbiano Unidad Categoria/Clase n c = =
Coliformes UFCig 5 3|5 [ 2| 5x102] 10
Salmonella sp. P o Af25g 10 2 5 0 |Ausencial —
Escherichia coll NMP/g g 3 5 1 3 10
Staphylococcus
pgureus UFCig 7 3 5 2 10 102
momnes P o Aj25g 10 2 | 5| 0 |Ausencia| —

Notas: Categoria: Grado de rlesgo que representa los microorganismos en relacion & les condiciones
previsicles de manpulacion y consume del almento.

Clasa: Es la clasficacion que sa da a los planes de muestreo por atibutos, que pueden ser de dos o ires

P = Presencia, A =Ausancia
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ANEXO 2: Sintesis de nanoparticulas mediante el método de Tollens.

a. Preparacion de las soluciones de nitrato de plata, glucosa, Hidroxido de
sodio e hidréxido de amonio.

b. Mezcla de las soluciones.
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d. Andlisis de pesos de los vasos con los diferentes tratamientos (T1, T2y T3).

ANEXO 3: Preparacion de peliculas compuestas.

a. Preparacion de solucion de quitosano (1% p/v)

b. Impregnacion y estabilidad de nanoparticulas en sistemas coloidales
(quitosano).
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c. Aplicacion del método de casting

d. Secado de peliculas en estufa.
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ANEXO 4: Caracterizacion de la solucién coloidal de quitosano + nanoparticulas
de plata.

a. Evaluacioén de las propiedades 6pticas (Espectroscopia UV-vis).

ANEXO 5: Caracterizacion de las peliculas de QP — AgNPs.

a. Medicion de humedad

89



b. Medicion de solubilidad
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ANEXO 6: Aplicacion de las peliculas sobre el queso de leche de cabra.

a. Muestra

c. Empaquetamiento del queso
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ANEXO 7: Analisis fisicoquimico del queso de cabra envuelto con pelicula con
diferentes tratamientos.

a. Determinacion de pH del queso

b. Mezcla de las soluciones.

T

8YIS.Eh.

c. Determinacion de Acidez titulable del queso
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ANEXO 8: Analisis microbiolégico del queso de cabra envuelto con pelicula con
diferentes tratamientos.

|y

F f2aa
a. 225 mL de muestra madre (agua b. Diluyendo las concentraciones de muestra
peptonada estéril) adicionarle 25 gramos de homogenizada por duplicado con Ila
muestra a analizar y agitar. micropipeta para los andlisis a realizar.

c. Placas con agar de las cuales se ha
agregado a la muestra, homogenizdndose d. Incubacion en estufa las placas segin la
el vertimiento y se dejé enfriar e incubar temperatura requerida en la metodologia

segun la metodologia.

f. Placas con Agar SS (Salmonella,
Shigella Agar), donde no se observa el
crecimiento microbiol6gico.

e. Medio de cultivo, caldo Rappaport
para la evaluaciéon de Salmonella sp.
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g. Incubacion en bafio Maria los tubos h. Placa con agar PCA, en la cual se
de ensayo segun la temperatura observa crecimiento microbiolégico
requerida en la metodologia. de Aerobios - mesofilos — Viables.

i. Placa con Agar Sabouraud, en la Placas con Agar Cetrimida en la
cual se observa crecimiento de cual se observa crecimiento de
hongos y levaduras. Pseudomonas

Lectura de tubos incubados con
Caldo Lauril Sulfato para la
evaluacién de Coliformes totales.
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ANEXO 9: Peso promedio de plata (Ag)

TRATAMIENTOS PESO DEL | PESO DELVASO PESO DE ESPEJO | PROMEDIO DESViO
VASO (g) CON ESPEJO DE DE PLATA (g) DE PESO
PLATA (g)

PVA-QC1 108.88520 108.89010 0.00490 0.00491 +0.000869
111.7479 111.751 0.00310
111.7516 111.756 0.00440
110.0126 110.0159 0.00330
111.7501 111.75501 0.00491

PVA-QC2 110.0607 110.0714 0.01070 0.01060 +0.000430
109.2064 109.217 0.01060
108.4313 108.4428 0.01150
105.4492 105.4604 0.01120
108.436 108.4465 0.01050

PVA-QC3 110.0129 110.0259 0.01300 0.01300 +0.000591
109.2075 109.2201 0.01260
110.0612 110.075 0.01380
108.4114 108.4239 0.01250
109.2564 109.27 0.012

Fuente: Elaboracién propia.

ANEXO 10: Espectro UV-Vis nanoparticulas de plata sintetizadas.

a. Espectros UV-Vis obtenidos en las sintesis realizadas por el Tratamiento 1
(PVA - QC1)

PICO DE ABSORCION
SINTESIS MAXIMA ABSORBANCIA
1 396 0.170269
2 396 1.155458
Promedio 396 0.6628635
Desviacion
estandar +0.000 +0.697

Fuente: Elaboracion propia
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Absorbancia

SINTESIS 1

396, SII\!;I;!ESIS 2
1.2 1.155458 0175 0.170269
S 0.165 w\_’—-\—\
1.1 ©
2 016
1.05 2 0.155
370 380 390 400 410 420 430 2 380 390 400 410 420
Longitud de Onda (nm) Longitud de Onda (nm)
PVA-QC1 — PVA-QC1
a. Espectros UV-Vis obtenidos en las sintesis realizadas por el
Tratamiento 2 (PVA — QC2)
PICO DE ABSORCION
SINTESIS MAXIMA ABSORBANCIA
1 399 1.075725
2 396 0.190253
Promedio 397.5 0.632989
Desviacion estandar +2.121 +0.626
Fuente: Elaboracién propia.
SINTESIS 1 SINTESIS 2
., 108 399, _ 02 0.190253
= 1.075725 o
g 1.06 2 018 ~K
_‘8“ 1.04 _‘8“
S 1.02 S 0.16
2 380 390 400 410 420 430 2 390 400 410 420

Longitud de onda (nm)

PVA -QC2
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Longitud de onda (nm)
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Espectros UV-Vis obtenidos en las
Tratamiento 3 (PVA — QC3).

sintesis realizadas por

PICO DE
ABSORCION
SINTESIS MAXIMA ABSORBANCIA
1 401 0.720372
2 397 0.241755
Promedio 399 0.4810635
Desviacién estandar 1+2.828 +0.338
Fuente: Elaboracion propia.
SINTESIS 1 SINTESIS 2
1 401, 0.720372 025 397, 0.241755
K —_— ‘G 0.24
g 05 € 0.23 K
[ ©
2 0 2 0.22
g 380 390 400 410 420 430 § 390 400 410 420
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ANEXO 11: Recuento de diferentes microorganismos en funcion a la aplicacion diferentes
tratamientos y los dias de evaluacion del queso de cabra.
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c. Pseudomonas
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