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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como proposito evaluar el
efecto de cuatro concentraciones distintas (25, 50, 75 y 100%) de
nanoparticulas de quitosano en recubrimientos de quitosano,
combinadas con goma de tara (Caesalpinia spinosa) para la
conservacion del arandano (Vaccinium myrtillus).

La formulacion nimero 2 (con 75% de solucion de nanoparticulas de
guitosano, 15% de solucion de quitosano y 10% de solucion de goma de
tara) logré un 73% de retardo del crecimiento fungico con respecto al
testigo; y se logré retardar en un 28.62% la pérdida de peso por
transpiracion del fruto con respecto al testigo, el recubrimiento logro
disminuir un 11.63% la pérdida de firmeza con respecto al testigo. Como
base de esta investigacion experimental se planted un disefio de bloques;
en su primera fase, se realiz6 una prueba de descarte utilizandoel criterio
de porcentaje de inhibicion de las formulaciones, en la cual seencontrd
que la formulacién nimero 2 tuvo mayor potencial antimicrobiano. Se
seleccionaron 120 unidades de arandanos de exportacion con la finalidad
de determinar el efecto de conservacion de la variable ardndano
(Vaccinium muyrtillus). Se concluyé una mejor conservaciéon en los
primeros 5 dias de almacenamiento a 5 °C. en los parametros de pérdida
de peso por transpiracion del fruto y firmeza por degradacion de

azucares.

Palabras clave: arandano, nanoparticulas, quitosano, calidad,

hiperespectroscopia.
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ABSTRACT

The purpose of this research work was to evaluate the effect of four different
concentrations (25, 50, 75 and 100%) of chitosan nanoparticles in chitosan coatings,
combined with Tara gum (Caesalpinia spinosa) for the conservation of blueberry
(Vaccinium muyrtillus). With formulation number 2 (with 75% chitosan nanopartic le
solution, 15% chitosan solution and 10% Tara gum solution), a 73% delay of fungal
growth was achieved with respect to the control; and it was possible to delay by 28.62%
the loss of weight due to transpiration of the fruit with respect to the control, while the
coating managed to reduce the loss of firmness by 11.63% with respect to the control.
As a basis for this experimental research, a block design was proposed; In its first
phase, a discard test was carried out using the criterion of percentage inhibition of the
formulations, in which it was found that formulation number 2 had the highest
antimicrobial potential. 120 units of blueberries for export were selected in order to
determine the conservation effect of the variable blueberry (Vaccinium myrtillus). Better
preservation was concluded in the first 5 days of storage at 5 ° C. in the parameters of
weight loss due to perspiration of the fruit and firmness due to the degradation of

sugars.

Key words: bilberry, nanoparticles, chitosan, quality, hyperspectroscopy.
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I. INTRODUCCION

Destacando la problemética en la que vivimos actualmente, aproximadamente 1.300
millones de toneladas de alimentos por afio son desperdiciados en el mundo, de estos
alimentos el 55% son frutas y hortalizas teniendo asi un déficit alimentario global; los
paises del mundo entero se han comprometido en buscar nuevas tecnologias

alimentarias que ayuden a prolongar la vida Gtil de los mismos (FAO, 2017).

Ahora bien, segun la FAO (2015) la pérdida de alimentos se conceptualiza como la
merma de los alimentos en la etapa de produccion, postcosecha, almacenamiento o
procesamiento, mientras que desperdicio de alimentos se le llama a la misma merma

en la fase de comercializacion y consumo.

La misma necesidad de conservar los alimentos y a su vez no contaminar el medio
ambiente hace que las industrias alimentarias hoy en dia estén en la busqueda de
alternativas de envasado que contaminen menos nuestro planeta. Iniciativa que se
comparte a nivel mundial, y que es motivo de numerosas investigaciones y la aparicion
de nuevas tecnologias. Dentro de estas nuevas tecnologias se encuentran los
recubrimientos biodegradables, los cuales al estar en contacto con el alimento lo
protegen del medio, evitando el intercambio de gases, la posibilidad de contaminacion,
ademas de una nueva presentacion y representa una menor amenaza de

contaminacion ambiental.
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Es tendencia también que se intente dar un valor agregado a la tecnologia de
recubrimientos biodegradables buscando su elaboracion a partir de residuos naturales
o industriales, aprovechando las propiedades que estos tienen, evitando que se
pierdan y que puedan contaminar el medio ambiente. Dentro de las opciones tenemos
al quitosano, el cual es un polimero derivado de diferentes grados de desacetilacion

de la quitina, presente en el caparazon de los crustaceos (Younes y Rinaudo, 2015).

Existe evidencia acerca de los mecanismos por los cuales el quitosano actla en contra
de bacterias y hongos fitopatégenos. Como se indica en numerosos estudios, los
cambios en la permeabilidad celular de los microorganismos se deben a la interaccion
entre la naturaleza poli catiénica del grupo amino del quitosano y las cargas
electronegativas en la superficie externa de la membrana fangica o bacteriana (Dutta,
20009).

El arAndano es una de las frutas que tiende a cosecharse muy cerca de su punto de
madurez para que el fruto pueda desarrollar sus caracteristicas organolépticas y
fisicoguimicas de acuerdo como lo solicita el mercado. Este hecho, crea la necesidad

de que su manejo postcosecha sea oportuno y rapido para evitar su pérdida.

De esta manera, la importancia de la investigacion radica en una nueva tecnologia de
empague y conservacion de arandanos frescos, la cual retarda la degradacion del
arandano causado principalmente por hongos siendo este un inconveniente en la

postcosecha de arandanos producido por hongos (Defillippi et al, 2013).

Ademds, la presente investigacion busca el aprovechamiento de residuos
agroindustriales organicos como exoesqueletos de langostinos, materia prima para la
produccion de quitosano y nanoparticulas; con el fin de reducir las vertientes
contaminantes de la industria acuicola. De esta manera, se busca proponer una
alternativa para sustituir el uso de plasticos debido a su alto impacto ambiental e
incentivar a las empresas y al consumidor el uso de tecnologias emergentes y

sostenibles como son los recubrimientos biodegradables.
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Il REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes

Matos (2020) nos indica que el empaquetado pasivo como defensa fisica
entre la comida y su entorno ayuda a sus diferentes propiedades entre ellas
su vida util. Conjuntamente, el consumo de plastico no reciclado como
materia prima para producir empaques es un dilema global, en el sentido
contaminante de su origen como derivado directo del petréleo. Debido a ello,
la investigacion de materiales para envases que prometan tener mayores
propiedades, tener menor huella de carbono, ademas, de mayor margen
monetario, hoy en dia es prioridad el desarrollo de estos. Es por ello por lo
gue el desarrollo de los envases activos ha mejorado la calidad y estabilidad

de alimentos desarrollados en materiales amigables con el medioambiente.

En cuanto a cubiertas biodegradables debido a las propiedades
antimicrobianas del quitosano muchos estudios se vienen realizando
referente a ello, algunos autores como Bautista-Bafios y Ventura-Aguilar
(2017) nos indican que el quitosano y sus nanoparticulas controlan
numerosas enfermedades postcosecha en diversos productos horticolas
siendo esto un estudio emergente. Asimismo, muestran que el complemento
de conservacidn con quitosano con otras tecnologias de control dilata la vida
de diversos frutas y vegetales, debido a la disminucion de la actividad
microbiana. La presencia de grupos amino (-NH2) en su estructura quimica
proporciona al quitosano propiedades Unicas e ideales para diferentes
sistemas agricolas; incluyendo la conservacion de alimentos mediante el
desarrollo de recubrimientos comestibles biodegradables. Asimismo, el uso
integrado de nano emulsiones de quitosano con otros tratamientos seguros
y no contaminantes ofrece una alternativa para preservar la calidad de los

productos frescos durante el almacenamiento.
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Ademas, la investigacion de Lamarra (2017) pudo determinar que la fijacion
de nanoparticulas formé matrices con caracteristicas mecéanicas superiores
debido a una mayor medida de fuerza en funcion al aumento de la medida
agregada a la matriz de quitosano, en proporcion con el acrecentamiento en

la estructura en forma de cristal de los nanocompuestos.

Es mas, en la investigacion de Medina (2017) se estudid la actividad
antimicrobiana de los recubrimientos de quitosano Yy ¢-polilisina en moras de
Castilla (Rubus glaucus Benth) inoculadas con Escherichia coli, Salmonella
entérica (103 ufc-g-1) y Botrytis cinerea (103 conidios-ml-1). La actividad
antifingica de los recubrimientos de quitosano y de ¢-polilisina fue superior
a un tiempo de exposicion mayor de los polimeros en las células de B.

cinérea.

Ahora bien, el estudio de Mufioz et al (2017) nos indica que las carnes con
recubrimientos comestibles con goma de tara (Caesalpinia spinosa) al 2%
p/v con 8°C. y 20 dias de almacenamiento, tienen un 32% menos merma en
peso en comparacion con su control, ademas de mantener un pH por debajo

del (7.2) e indice de oxidacion (2.1), asi como disminucion en su microbiota.

Ademés, en la investigacion de Pavon-Vargas (2016) desarrollaron
recubrimientos que comestibles a partir de goma de tara, glicerina como
plastificante y cera de abeja y goma laca como lipido, conjuntamente se
incluyé dos férmulas diluidas en agua 1:1 y un grupo control sin recubrimiento
para cubrir las frutillas, con condiciones de almacenamiento de 5 °C., 98%
de humedad por un tiempo de 8 dias, posterior a ello se analiz6é “pérdida de
peso, firmeza, pH, acidez titulable, contenido de sélidos solubles, tasa de
respiracion y evaluacion sensorial”, ultimando que, la formulacién principal
sin dilucion tenian mayor eficacia en mantener los parametros antes

mencionados.
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2.2. Bases tedrico-cientificas

2.2.1.

2.2.2.

Nanoparticulas de quitosano

Son biopolimeros en escalas nanométricas logrados a partir de quitosano
poseedor de propiedades biolégicas como mucoadhesividad,
biocompatibilidad, biodegradabilidad y baja inmunogenicidad (Bento et
al., 2015; Rinaudo, 2006; Rodrigues et al., 2012; Silva et al., 2017; Zhou
et al., 2015). Estos se obtienen a partir de dos tipos de estrategias la
primera de ellas es la estrategia de construccion la que se basa en
agregar o acumularmoléculas, hasta obtener estructuras en el intervalo de
tamafio deseado. La segunda forma para obtener nanoparticulas es la
estrategia de deconstruccion la que se basa en el fraccionamiento

controlado de materiales (Caro et al., 2009; Zhang et al., 2019).

Quitosano

Hasta la fecha, el quitosano y su integracion con otras sustancias vienen
siendo valoradas como una opcion para reducir las mermas por hongos
y bacterias cuando se almacenan los productos fruticolas, puesto que
existen investigaciones que nos revelan que ayuda a mantener la calidad
de fruto alo largo del tiempo que permanece en almacenamiento, debido
a su accionantibacterial y antifangica que estos tienen. En la actualidad,
poder controlar este microbiota que degenera al fruto con nanotecnologia
es una tendencia que en los proximos afios se seguira desarrollando
(Sotelo-Boyas et al., 2016).

2221 Definicién, fuentes y produccién del quitosano

Younes y Rinaudo (2015), definen al quitosano como una familia

de polimeros obtenidos de diferentes grados de desacetilacion de
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quitina. Asi también Lizardi (2016), sostiene que una caracteristic a
distintiva de la estructura quimica del quitosano es la presencia
predominante de grupos amino que pueden ser ionizados,
convirtiéndose en medios acidos, promoviendo la disolucién del
quitosano y el comportamiento poli electrolitico en las soluciones

acidas.

El quitosano se puede encontrar en conchas de crustaceos
marinos y es un componente importante de la pared celular de
ciertos hongos, particularmente aquellos pertenecientes a la clase
Zygomycetes. La quitina puede convertirse en quitosano mediante
reacciones enzimaticas o0 procesos quimicos. Los métodos
guimicos se utilizan ampliamente con fines comerciales debido a
su bajo costo e idoneidad para la produccion en masa (Bautista y
Ventura, 2017).

2.2.3. Propiedades antimicrobianas del quitosano sobre hongos en

postcosecha y mecanismos generales de accion

Varios estudios han confirmado el efecto fungicida in vitro e in situ del
guitosano en diversas familias de hongos fitopatdgenos: “Mucoraceae,
Pleosporaceae y Glomerellaceae. Ademas, Alternaria alternata, Rhizopus
stolonifer,  Colletotrichum  gloeosporioides, Fusarium  oxysporum,
Aspergillusflavus” y varias especies de Penicillium también pueden ser

afectados por este polimero.

Hoy en dia, existe evidencia acerca de los mecanismos por los cuales el
guitosano actia en contra de bacterias y hongos fitopatégenos. Como se
indica en numerosos estudios, los cambios en la permeabilidad celular de
los microorganismos se deben a la interaccion entre la naturaleza poli
catidnica del grupo amino del quitosano y las cargas electronegativas en
lasuperficie externa de la membrana flungica o bacteriana. (Dutta, 2009).

18



Por otra parte, Bautista Bafios et al, (2017) concluyeron que la fuerte union
del quitosano con la membrana de los microorganismos conduce a graves
desequilibrios celulares de homeostasia idnica de K+ y Ca2+ causando la
salida de pequefias moléculas, incluyendo fosfatos, nucleétidos y sustrato
de reacciones enziméticas que eventualmente afectan la respiracion

fungicay la fermentacion.

Bautista-Bafios et al (2016), indica que la interaccion electrostatica entre
elquitosano y el microorganismo se da mediante alteraciones dramaticas
en la estructura de la pared celular y la membrana plasmatica de los
hongos tratados. La integridad de los organelos que incluyen a las
vacuolas se ve afectada conduciendo en algunos casos a la muerte
celular. Adicionalmente, durante la interaccidbn hospedero-patégeno,
observaron la formacién de barreras estructurales por parte del
hospedero; esto, principalmente, a través de la sintesis intercelular e
intracelular de material similar al de lignina con fenol que detiene la
invasion fangica (Cuadro 1). Enestos estudios, el crecimiento fungico solo
llega al area cortical externa de los tejidos infectados; mientras que, el

dafio en los hongos fue similar al observado en estudios in vitro.
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Cuadro 1. Alteraciones morfologicas y celulares de hifas y conidios dediversos
hongos postcosecha después del tratamiento con quitosano

Hongos Es:[ruc_tura Cambio Camplq Cambio celular Citas
fangica estructural morfolégico
Paredes
celulares sin
consistencia, Sanchez-
guebradas y .
desiquales Dominguez et al.
Hinchazon, guaies. (2011); de Oliveira,
. . Vacuolizacion .
Alternaria | Hifasy forma anormal intensa el Gueddari,
alternata conidios y micelio rolon gda Moershbacher, and
desorganizado Igorma?:ién de Franco (2012a);
e Lépez-Mora et al.
material fibrilar,
(2013
fuga de
citoplasmay
lisis célula.
. Plascencia-
Alteraciones en Jatomea, Viniegra
las paredes » Viniegra,
Aspergi - Hinchazon y celulares Olayo, Cast|IIo-_ .
[lus niger Conidios agregados externasyen la Ortega, and Shirai
g gregados. Y (2003); Liu, Tian,
membrana del
ntcleo Meng, and Xu,
(2008)
Hinchazén,
_ formas Forrpauon de , _ De Oliveira, de
Botrytis : anormalesy | vesiculasy Células sin o
: Hifas . DAY : Melo, and Teixeira
cinerea micelios ramificaciones = citoplasma. (2012b)
desorganizad = excesivas
0S.
Atrofiadas,
Colletotri formas
chum . anormales,
gloeospo Hifas deformadas Jung et al. (2011)
rioides y
colapsadas.
Hinchazén,
Penicillium , formas De Oliveira et al.
expansum Hifas anormalesy (2012b)
P desorganizaci
on micelial.
Deshidratacién
intensa y pared
Rhizopus Hifas Ramificacién = Micelios celular Ramos-Garcia et
stolonifer excesiva. distorsionados = desprendida, al. (2012)

irregular y
alterada.

FUENTE: Recuperado de Bautista et al, 2017.
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2.2.4. Recubrimientos del quitosano parareducir la descomposicion

postcosecha en productos horticolas

El quitosano puede llegar a formar un recubrimiento semipermeable que
regula el intercambio gaseoso y reduce la pérdida de transpiracion, frenando
la maduracion de los frutos. En general, la tasa de respiracion y, por tanto, las
pérdidas de agua se reducen. Como se ha mencionado, los recubrimientos de
guitosano tienen la capacidad de retardar o evitar el desarrollo de hongos en
diversos productos horticolas durante el almacenamiento. Muchos frutos,
incluyendo la ciruela mexicana, el aguacate, la papaya y la pitaya, se han
beneficiado con el uso del quitosano. La eficacia promedio del quitosano
aplicado solo para controlar enfermedades importantes (antracnosis, pudricién
parda, pudricion por Rhizopus, moho gris y moho azul) oscil6 entre 45y 100
% (Cuadro 2) (Bautista et al, 2017).

Asimismo, en muchos estudios se menciona que el control también puede
estar sujeto al tipo de interaccion hospedero-patégeno, tipo de quitosano,
concentracion, y condiciones de almacenamiento. El recubrimiento de
quitosano con peso molecular mas alto resulté mejor para controlar Botrytis
cinérea durante el almacenamiento de jitomates a 2 y 25 ° C. En la mayoria
de los estudios, la concentracion de este polimero fue un factor clave en la
reduccion de la enfermedad postcosecha y, como se reporto en estudios in
vitro, a medida que la concentracion aumentod, la infeccion por hongos

disminuy6 considerablemente (Correa-Pacheco et al, 2019).
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Cuadro 2: Recubrimiento de quitosano y su efecto en el desarrollo de
pudriciones en postcosecha en algunos productos horticolas.

Producto Quitosano Enfermedad Nivel de Cita
horticola control
Pitaya | 2 % de quitosano Antracnosis 80% 93% | Alietal (2013)
convencional.
0.5 a 2.0 % de quitosano
modificado.
Mango 10y 15% Antracnosis 100 % Berumen-Varela et
al. (2015)
Papaya 15% Antracnosis 70 % Bautista-Bafios,
Hernandez-Lo6pez,
Bésquez-Molina,
and Wilson (2003)
Durazno 10 mg-ml?t Pudricion café 60 % Li and Yu (2000)
Fresa 2% Pudricion 45 % Park et al. (2005)
1% blanda 70 % Romanazzi, Nigro,
Moho gris and Ippolito (2001)
Cereza 1% Moho gris 100 % Romanazzi, Nigro,
and Ippolito (2001)
Jitomate Peso molecular de 5.7 x Pudricion café 100 % Romanazzi, Nigro,
10*y 2.9 x 10° g'mol* Moho gris 100 % and Ippolito (2001)
Badawy and Rabea
(2009)
Uva de mesa 05y1% Moho azul 45 % Liu, Tian, Meng, and
1% Moho gris 70 % Xu (2007)

Romanazzi, Nigro,
and Ippolito (2001)

Fuente: Recuperado de Bautista et al (2017).
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2.2.5. Arandano

a. Definicion

El arAndano es una baya originaria de Norteamérica. Se llama también fruta
del bosque que crece de manera silvestre. Generalmente se cultivan dos tipos:
el Louwbush Blueberry (especies pequeias) y el Highbush Blueberry (arbustos
grandes). El arandano pertenece a la familia de los Berries, destaca por sus
cualidades hipocaldricas, antioxidantes, nutritivas y medicinales (MINAGRI,
2016).

La baya del arandano, el fruto, es casi esférico. Dependiendo de la especie,
puede variar en tamafo desde 0.7 a 1.5 cm. de didmetro. Tiene color negro
azulado y esté cubierto de pruina azul, con un ribete en lo alto a modo de
coronita. Su carne de un agradable sabor agridulce, es de color vinoso, y en
la parte central contiene diversas simienes. Su piel le da una terminacion muy
atractiva similar a la ciruela y es rica en agua (85%), osas (3 a 7%), minerales
(K, Ca, Mn) y acidos (1% de citrico). Las variedades Biloxi, Misty y Legacy son

las que mejor se adaptan al climay el suelo peruano (MINAGRI, 2016).

b. Tipos de arandano

Segun el informe del MINAGRI (2016) existen tres tipos de arandanos en el

Peru los cuales detallaremos a continuacion:
A. Arandano azul (Vaccinium corimbosum)

Destaca sus frutos de color negro azulado, bastante grandesy

sabrosos; es la especie mas cultivada (MINAGRI, 2016).
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B. Arandano negro / Arandano uliginoso (Vaccinium uliginosum)
Sus frutos son negros con pulpa blanca y se recogen de forma silvestre;
sus flores tienen un color de rosa palido. Florece en primavera y

fructifica en verano; no suele cultivarse (MINAGRI, 2016).

C. Arandano rojo (Vaccinium vitis-idaea)
Los frutos son redondeados, rojizos y aparecen a finales de otofio; su
sabor es muy acido y por eso se utliza fundamentalmente en la

elaboracion de compotas y mermeladas (MINAGRI, 2016).

c. Perfil del producto

Segun el cuadro de resumen de las variedades (cuadro 3), se puede
determinar que la variedad Biloxi fue la escogida, pues actualmente es la
variedad que mas se exporta en Pert ademas de ello tiene rendimientos muy
buenos respecto a otras variedades. Los ardndanos son conocidos por tener
varios valores nutricionales, entre ellos sus extraordinarias propiedades
antioxidantes. Ademas, son utilizados en la industria farmacéutica, fortalecen
el colageno. Es una fruta perecible por lo que su lead time desde su salida de
la planta hasta su llegada al mercado de destino es importante. El arandano

puede comerse en fruto fresco, congelado o transformado (Juanito, 2018).
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Cuadro 3: Comparacion de variedades de arandanos

Reqguerimiento Rendimiento
Variedad Tamafio Cualidades 9 . por Ha.
horas de frio )

Biloxi Mediano |~ Colorazulado, 150 15 a 20
excelente sabor

Misky Grande Suave, s_abor 250 15a20

dulce y firme

O Ncal Grande Azul muy 600 10a1l2
oscuro y dulce

Star Mediano-  Colorazuly 1 0021000 18 a 20

Grande excelente sabor

Fuente: Juanito, 2018

d. Calidad del fruto del arandano

La calidad esta definida por una serie de factores agrupados como calidad
visible, calidad organoléptica y calidad nutritiva. La calidad visible se refiere a
la apariencia de la fruta, definida en ardndanos como: (i) un fruto de color azul
uniforme, (ii) presencia de cera en la superficie de la fruta (conocida como
bloom) que el consumidor relaciona a una fruta fresca, (iii) ausencia de
defectos como dafio mecanico y pudriciones, (iv) formay tamafio de la fruta, y
(v) firmeza adecuada. La calidad organoléptica estd determinada por un
contenido apropiado de azucares, acidos y compuestos volatiles,
responsables del aroma caracteristico de la fruta. Por lo tanto, todas las
operaciones de precosecha y postcosecha deben orientarse a maximizar la
llegada de un producto de calidad hasta el consumidor. Los indices de calidad
usados normalmente por la industria de fruta fresca son: color, tamafio, forma,

ausencia de defectos, firmezay sabor (Juanito, 2018).

25



2.2.6. Tecnologia de espectroscopia infrarrojo cercana NIR aplicada en

alimentos

La tecnologia de infrarrojo cercano se basa en la combinacion de espectros
y métodos matematicos. Esta tecnologia consiste en que la luz NIR sea
reflejada sobre la muestra y esta sea modificada sutilmente convirtiéndose
en imagenes multiespectrales. Complementariamente aplicando el andlisis
de imagenes multiespectrales convertir la informacion como la composicion
del alimento y utilizarla como herramientas que permitan determinar los
parametros de calidad de las frutas, seleccionando luego variables
significativas con el fin de proponer modelos de calibraciébn para ser
aplicados en las lineas de clasificaciones de frutas teniendo el control de
calidad de estas, evitando el gasto en la fruta destruida y posibles errores

en la seleccidon de muestras a analizar (Lazo, 2018; Lafuente R., 2015).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1. Materiales y equipos.

3.1.1. Materiales

a. Materia prima

- Arandano (Vaccinium myrtillus)

b. Reactivos einsumos

- Agua destilada.

- Quitosano

- Goma de tara (Caesalpinia spinosa)
- Nanoparticulas de quitosano

- Agar PDA

- Acido citrico

- Tripolifosfato de sodio (TPP)

- Silica gel

c. Materiales de laboratorio

- Mortero

- Mazo

- Fiolas (25, 50 250 ml.)

- Matraces (100, 250 y 500ml)

- Pipetas graduadas (1, 5y 10 ml.)
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- Micropipeta 10 ul.
- Probetas (10, 25y 50 ml.)

- Vasos de precipitados (10, 100, 250 y 500 ml.)
- Placas Petri.

- Pera de succion (bombilla)

- Cronémetro.

- Pizeta de plastico (500 ml.)

- Cuchara espatula de metal.

- Penetrometro.

- pH-metro.

- Tubos de cultivo (tamafio variado).
- Frascos de vidrio (capacidad variada)
- Papel filtro

- Embudo

- Tubos de ensayo

- Acrilicos de 15 x 15cm.

- Bolsas autosellables

- Tubos de polipropileno 50 ml.

- Tubos de polipropileno 2 ml.

- Papel Parafilm.

. Materiales de escritorio

- Agenda

- Cuaderno

- Lapiceros

- Plumones indelebles
- Corrector

- Hojas

- Folder manila

- Sobre manila
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3.1.2. Equipos

a. Balanza analitica
Marca: Sartorius
Modelo: Quintix

b. Refrigeradora
Marca: Perkin Elmer
Modelo: Lambda 365

c. Estufaal vacio.
Marca: Binder
Modelo: VDL

d. Refractdémetro.
Marca: Equinlab
Modelo: DR301

e. Agitador magnético.
Marca: CIMAREC
Modelo: Thermo Scientific TM

f. Difractémetro derayos X
Marca: Bruker
Modelo: D6 Advance

g. Analizador de nanoparticulas por Dinamic Light Scattering
(DLS)
Marca: Nicomp
Modelo: Z3000
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h. Incubadora
Marca: MEMMERT
Modelo: SN 75 PLUS

i. Ultracentrifuga
Marca: HETTICH
Modelo: Rotina 380 R

j. Sistema deimagenes hiperespectrales
Marca: NIR-HSI
Modelo: 1003B-00572

3.1.3. Lugar y periodo de ejecucion

La elaboracion de las nanoparticulas de quitosano se realiz6 en el
laboratorio de la Universidad Mayor de San Marcos en la ciudad de Lima,
posteriormente en la empresa INCA'Biotec SAC en la ciudad de Tumbes.
En la Universidad Nacional de Trujillo en la ciudad de Trujillo se
elaborarony analizaron las nanoparticulas de quitosano respectivamente,
la realizacion de los recubrimientos se efectud en los laboratorios de la
Universidad Nacional de Tumbes en la ciudad de Tumbes, asimismo los
analisis de los efectos sobre los arandanos de las biorrecubrimientos se
realizaron en el laboratorio de Operaciones de la Universidad Nacional
de Trujillo en la ciudad de Trujillo. Los datos obtenidos fueron procesados
en Minitab 17.0.

3.1.4. Tipode estudio y disefio de investigacion

La presente investigacion tuvo un enfoque experimental, realizando un

método inductivo.
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3.1.5. Poblacion, muestray muestreo

La poblacién fue de 2 kg de arandanos con caracteristicas para su
exportacion cosechados en el departamento de la Libertad, la muestra

fue de 250 arandanos vy se realizé un muestreo aleatorio.
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3.2. Métodos

3.2.1. Produccién y caracterizacion de las nanoparticulas de quitosano

(NpQ)
3.2.1.1. Produccién delas nanoparticulas de quitosano

Se realizaron soluciones necesarias para la produccién de las
nanoparticulas de quitosano tal como se puede observar en la

figura 1,las que se detallan a continuacion.

a. Concentraciéon de acido citrico

Se prepar6 una solucion de acido citrico debido a su naturaleza afin
a los frutos y a sus caracteristicas organolépticas, la concentracion de
acido fue de 1.5% (p/v), seguidamente se disolvié el quitosano
sometido a 1000 rpm y a una temperatura aproximada de 35 °C por
espacio de 30 min se enfrié a temperatura ambiente y almaceno6 a 8
°C; el flujo del proceso de preparacién lo podemos observar en la
figura 1 (A).

b. Preparacion de solucién quitosano

Se preparé 335 ml de solucién de quitosano comercial (1% p/v)
disolviendo el polimero, en 335 ml de solucion de &acido citrico a
concentracion de 1.5% (p/v), utilizando para ello un agitador
magnético a 1500 rpm a 35 °C por 12 h. A partir de 25 ml de la solucién
de quitosano comercial al 1%, se obtuvo 125 ml de soluciénde
guitosano al 0.2%, se enfrid a temperatura ambiente y se almacenda 8
°C; el flujo del proceso de preparacién lo podemos observar en la
figura 1 (B).
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c. Concentracion de tripolifosfato de sodio

De una solucion de tripolifosfato de sodio (TPP) al 1%, se preparo la
solucion de TPP al 0.1% (p/v), necesaria para la obtencion de las
nanoparticulas de quitosano. Para su preparacion, se diluyo la
solucién de TPP al 1% en agua destilada a 1000 rpm por 30 min.
Finalmente, la solucion de TPP diluida al 0.1% se almacend a
temperatura ambiente; el flujo del proceso de preparacion lo podemos

observar en la figura 1 (C).

d. Obtencidon de nanoparticulas de quitosano

Se logré obtener nanoparticulas de quitosano en solucién acuosa
siguiendo la metodologia de gelacioén ionica: se agregaron gotas de
50 ul de la solucion de tripolifosfato de sodio (TPP) al 0.1% (ver el
anexo 2(b) para su mejor comprension), con ayuda de una
micropipeta se vertio gotas de 0.5 ml de TPP a la solucion de
quitosano al 0.2% en proporcién de 1 a 1, bajo agitacion magnética a
1500 rpm y temperatura ambiente, obteniéndose soluciones de TPP-
guitosano. Finalmente, se ultra centrifugaron las soluciones obtenidas
a 15000 rpm y 20 °C durante 30 min para separar las nanoparticulas,
de las particulas de mayor tamafio que se encuentran en el
precipitado obteniéndose en el sobrenadante las nanoparticulas de
quitosano de menor tamario; el flujo del proceso de obtencion lo

podemos observar en la figura 2.

3.2.1.2. Caracterizacién de las nanoparticulas de quitosano

Se procedi6 a evaluar la concentracion de nanoparticulas en el
sobrenadante por el método de gravimetria utilizando una estufa al vacio,
este analisis fue realizado en el laboratorio de ingenieria forestal y medio

ambiente de la Universidad Nacional de Tumbes; se realizé la medicion
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del tamafo de las nanoparticulas, asi como su potencial Z, ejecutando
esta fase en la escuela profesional de fisica y matematica de la
Universidad nacional de Trujillo, donde se cuenta con equipo adecuado
como el Dynamic Light Scattering (DLS) y el Difractometro de rayos X,
evaluando 5 ml de las muestras con periodos de obtencion de 9 y 45 dias

previos al analisis.

a. Gravimetria

Se determind la concentracion de nanoparticulas de quitosano
mediante el analisis gravimétrico pesando primero la placa Petri, luego
se tar0 para obtener el peso inicial de la solucion de nanoparticulas de
quitosano. Posterior a esto, utilizando una estufa al vacio se seco por
un espacio de 4 h; se enfrié en el desecador 30 min., para finalmente
pesar el recipiente en la balanza analitica y por diferencia de pesos
determinar la concentracion de nanoparticulas en la solucién

expresada en porcentaje.

b. Dynamic light Scattering (DLS)

Este andlisis se realizé utilizando el equipo de Dynamic Light
Scattering (DLS) & Laser Doppler Electrophoresis System- Malvern
Zetasizer ZS90.

c. Difraccion derayos X

Este andlisis se realizé con la ayuda del equipo Brunker D8 Advance
a 40 Kv y 40 mA, con radiacion de CuKa (A= 1.54 A). El intervalo

analizado fue 206 de entre 5 — 80°.
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Determinar el
guitozano

Determinar 2l acido
citrico

ey (B)

Pesar =l acddo citrico Pesar el guitosana

Disahser &l acido citrico
al 1.5% en agua destilada

Disolver el gquitasanao
al 1% en acido citrico

Mezclar 2 35°C, 15040
FPM = 12 h.

Mezclar a 357C, 1000
RPBA x 30 min.

Enfriar y almacenar a
0.

Ernifriar y slmacenar
3E°C

Diluir guitosano del 15
al 0.2% en cido citrico
31000 rpm x 30 min

almacenara 3 *C

Figura 1. Flujograma de soluciones componentes.

FUENTE: Elaboracion propia
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Ceterminar la goma de
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rdszclara 1000 RPR % S0
in.

Enfriar y almacenara T°
ambiznte.

Diluir en agua destilada d=
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almacenar a T° ambisnte. |

Disolver la goma de tara
al 1% en agua destilada
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Enfriar v almacanara &
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Mezclar guitosano al 0.2%
con TPP al 0.1% a 1500 RPM

Ultracentrifugar la solucion
a 15000 RPM x 30 min.

Obtener las QNps (el
sobrenadante)

Almacenar a 8 °C

Caracterizar las Nps de Q.

Gravimetria

Dvnamic light scattering Difraccion
DLS de rayos X

Figura 2. Flujograma de proceso de nanoparticulas de quitosano

FUENTE: Elaboracion propia
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3.2.2. Produccioén del recubrimiento

La produccion de los recubrimientos se realizé con las soluciones de
quitosano al 1%, nanoparticulas de quitosano al 1%, las cuales se
obtienen con la misma metodologia mencionada en la produccion de las
nanoparticulas de quitosano (ver figura 2), ademas de las soluciones ya
mencionadas se agreg6 un plastificante en solucion al 1% de origen
vegetal conocido como goma de tara el cual a continuacion se detalla su

produccion.

3.2.2.1. Preparacion de solucion de goma de tara

Como plastificante se utilizé goma de tara; para la preparacion de esta
solucién se pesé goma de tara en polvo, la cual fue diluida en agua
destilada a 1500 rpm y 35° C por 12 h obteniéndose asi una solucion de
goma de tara al 1% (p/v); el flujo del proceso de obtencion lo podemos

observar en la figura 2 (C).

3.2.2.2. Codificacién de las soluciones

Las formulaciones que se realizaron contenian soluciones con
concentraciones expresadas en porcentajes que se explican a

continuacion.

a. Quitosano (Q)

Se determiné quitosano al 1% como base estructural del
recubrimiento, debido a que a concentraciones mayores al 2% en
estudios anteriores demuestra su efectividad como agente antifingico
y no se pretendia que se le atribuya el efecto antifingico al quitosano

sino alas nanoparticulas de quitosano.
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b. Nanoparticulas de quitosano (QNp)

Como agente antifingico al 1%, debido a los resultados arrojados por

el analisis gravimétrico.

c. Goma detara (GT)

Se determiné al 1% para asegurar en el recubrimiento la propiedad

de flexibilidad y asi evitar su rotura.

d. Aguadestilada (Ad)

Se determind incluir solo agua destilada a una solucion para poder

utilizarla como testigo.

3.2.2.3. Formulacién delos recubrimientos

En este paso se procedié con la mezcla de las soluciones compuestas
por quitosano al 1%, goma de tara al 1% y nanoparticulas de quitosano
al 1%. Para poder evaluar sus efectos sobre la conservacion del
arandano (Vaccinium myrtillus), se trabajé con diferentes formulaciones
gue posiblemente podian cumplir con el objetivo del proyecto de
investigacion, la solucién que obtuvo mayor efecto de inhibicién fingica
se aplico al fruto para evaluar su efecto en la conservacion de la fruta.
Se efectuaron cuatro formulaciones principales como posibles agentes

antifingicos y otras cuatro formulaciones como testigos.

a. Formulaciones principales

Las formulaciones principales tuvieron como componentes a las
nanoparticulas de quitosano, las cuales previamente se probé in vitro,
en el laboratorio su efecto inhibitorio en los hongos para luego poder
utilizarlas directamente en los arandanos.
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Formulacion 1

Esta formulacién estuvo compuesta al 100% por nanoparticulas de
quitosano para poder probar su efecto inhibitorio en los hongos
extraidos de arandanos.

Formulacion 2

Esta formulacion estuvo compuesta al 75% de nanoparticulas de

quitosano, 15% de quitosano y 10% de goma de tara.

Formulacién 3

Esta formulacién estuvo compuesta al 50% de nanoparticulas de

quitosano, 40% de quitosano y 10% de goma de tara.

Formulacién 4

Esta formulacién estuvo compuesta al 25% de nanoparticulas de

quitosano, 65% de quitosano y 10% de goma de tara.

Formulaciones testigo

Estas formulaciones por su mismo nombre indican que tuvieron como
fin ser testigos frente a las formulaciones que incluia nanoparticulas

entre sus componentes.

Formulacién 5

Esta formulacién testigo tuvo un 90% de solucién de quitosano al 1%

y un 10% de solucion de goma de tara al 1%.
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Formulacién 6

Esta formulacién se constituyé 100% de solucion de quitosano al 1%.

Formulacion 7

Esta formulacion testigo tuvo un 100% de solucion de goma de tara
al 1%.

Formulacién 8

Esta formulacion testigo tuvo un 100% de agua destilada.

Cuadro 4. Composicién delas formulas y testigos

Formulaciones % QNp %Q %Gt %Ad
F1 100% 0% 0% 0%
F2 75% 15% 10% 0%
F3 50% 40% 10% 0%
F4 25% 65% 10% 0%
F5 (testigo) 0% 90% 10% 0%
F6 (testigo) 0% 100% 0% 0%
F7 (testigo) 0% 0% 100% 0%
F8 (testigo) 0% 0% 0% 100%

FUENTE: Elaboracion propia

3.2.2.4. Preparaciéon de recubrimientos de nanoparticulas de

guitosano abase de quitosano/goma De Tara

Habiéndose preparado las diferentes soluciones que componen los
recubrimientos en funcién a sus formulaciones se procedio a elaborar

recubrimientos de nanoparticulas de quitosano combinadas con
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quitosano y goma de tara. En un matraz se procedio a preparar 100
ml de solucién por cada formulacion, siendo mezcladas a 500 rpm
agregando cada 30 min la solucion de cada componente de la
formulacién. Una vez homogeneizadas, las soluciones se dejaron en
reposo por un lapso de 24 h a 5 °C para descartar la presencia de
burbujas de aire y asi obtener finalmente los recubrimientos de

nanoparticulas de quitosano, tal y como se muestra en la figura 3.

Para comprobar el antagonismo con los hongos se procedi6 a elaborar
peliculas a partir del recubrimiento liquido, es por ello por lo que se
procedié a secar a 65 °C por 5 h, obteniéndose de esta manera
peliculaslas cuales fueron cortadas en circulos de 5 mm con la ayuda
de un perforador, almacenandolas a 25 °C +- 2 y con una humedad
relativa del 53% (Navarro et al,2019).

r M

Formular las soluciones

bezclar cada formulacion
z 500 RPM x 20 min.

a "

Cejar reposar por 24 hra verter on placas de
T amb. acrilicos de 12 x 12 cm

Secar 3 b5 "C w5 his.

Almacenar a 8 °C

Secortar &n circulas di
, J Smm de dim

Figura 3. Flujograma de la elaboracion del recubrimiento

FUENTE: (Elaboracién propia)
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3.2.3. Hongos utilizados paralas pruebas in vitro

Las marchas que se emplearon en para el analisis microbiolégico se
basaronen la tesis de Zevallos (2017); el flujo del proceso de andlisis

microbiologico lo podemos observar en la figura 4.

3.2.3.1. Aislamiento de hongos a partir de arandano (Vaccinium

myrtillus)

a. Preparacion y adicion de los materiales y sustancias a utilizar.

Se prepard 15 gramos de agar PDA, calentandolo hasta obtenerlo
completamente transparente, este caldo de 400 ml, se colocé en una
autoclave junto con 500 ml de agua destilada, asas microbiolégicas,
todo esto se esterilizd a 121 °C por 15 min a 1 atm después de 45
min, aproximadamente se retird de la autoclave y el agar se coloco
en el equipo de bafio maria para esterilizar manteniendo su estado

liquido a una temperatura de 55 °C.

b. Seleccion del arandano con evidente proliferacion de hongos en su

superficie.

Se obtuvo ardndano directo del campo luego se seleccioné el
ardndano que evidencié tener en su superficie algun dafio por un
hongo, el cual se manipul6é con guantes de latex y coloco en bolsas
de plasticos con hielo para su conservacion dentro de una caja

térmica (cooler).

c. Desafeccion y lavado de arandanos.

Se preparé una desinfeccion del arandano seleccionado, con

hipoclorito de sodio al 1 %, alcohol al 75 %y 500 ml de agua destilada
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estéril. Fue necesario esterilizar 5 vasos precipitados de 250 ml, agua
destilada, pizas, placas Petri, porta bisturi.

Sembrado de hongos de arandanos en agar

El arandano que se desinfectd, pasé a ser cortado con un bisturi
estéril un area de 1 cmz?, esta superficie se aplicoé en el agar PDA,
previamente habiendo adicionado penicilina de 200 000 ul por 200 ul,

para evitar la proliferacion de bacterias.

Proliferacion de hongos.

La proliferacion se dio de 5 a 7 dias, pero se debi6 tener en cuenta
esta informacién debido a que algunos hongos, crecen mas rapido
gue otros. Una vez hubieron proliferado se pusieron en refrigeracion

para conservarlos y evitar su deterioro.

Purificacion y conservacion de los hongos

Una vez que se visualizé macroscépicamente el crecimiento de los
hongos, se purificaron dos veces para asegurar la limpieza y
conservacion del hongo. Tomando con una espatula de Drigalski una
porcién minima del medio de cultivo purificado, dejando por el mismo

tiempo a temperatura ambiente logrando que el hongo prolifere.

Sembrado y conservacion de hongos.

Se aplicé agar PDA en tubos de 100 ml y se puso en la autoclave
para esterilizar a una temperatura de 121 °C. por 15 miny 1 atm. Una
vez enfriados se inclinaron con cuidado hasta que el agar solidifico.

Se preparé la camara de trabajo estéril para sembrar de las placas a
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3.2.3.2.

los tubos, siendo flameadas las bocas de los tubos e introduciendo

con cuidado la muestra de hongo en los tubos.

Antagonismo de hongos de arandano con el recubrimiento.

a. Inhibicién de hongos.

Las soluciones se dispersaron en 5 pl sobre circulos de 5 mm de
diametro de papel filtro simple, debidamente esterilizadas en una
autoclave a 120 °C por 15 min, previamente. Posteriormente los
circulos impregnados de las formulaciones y testigos se
procedieron a secarlos en la estufa a 60 °C por 24 h para luego
proceder a realizar el mismo procedimiento de impregnacion para
potenciar el efecto inhibitorio que se intentd probar en los cuatro
distintos hongos.

Se procedio a realizar la distribucion de los discos con las
formulaciones impregnadas y preliminarmente tratados para poder
comprobar el efecto inhibitorio que tendrian las diferentes
formulaciones sobre los hongos realizando la siembra de los
hongos en el centro de las placas con PDA de la misma forma los
discos fueron colocados con un intervalo de espacio de 2 cm
desde el centro en donde se sembré el hongo hacia el exterior y
un espacio de 3 cm entre los discos por lo que se colocaron 4
circunferencias impregnadas en cada placa, dos formulaciones y
dos testigos en cada una. Se procedio arevisar las placas cada 3,
5y 7 dias después de haber realizado este procedimiento. El

experimento se replico 4 veces.
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3.2.3.3.

Identificacion de los hongos de arandano.

Identificacion los hongos por su género con la ayuda de una clave

dicotémica.

Se identificaron los hongos de las placas, con ayuda del
microscopio y la clave dicotomica como guia, para determinar el

género.

Extraccién de ADN mediante un proceso para cada hongo

seleccionado.

Solucién lisis:

= Se pesaron en la balanza 0.03 g. de la muestra.

= La muestra se pondra en un microtubo.

= Se vertié 600 pl de la solucion lisis.

= Se homogenizo6 con el micromacerador.

= Se puso 10 min. en la maquina de bafio Maria a 75°C.
= Se saco el microtubo y se enfrié por 5 min.

» Una vez frio se vertié 700 pl de cloroformo.

* Luego se mezclo en el agitador vértex por 20 s.

= Se hizo reposar (decantar) por 5 min.

= Se puso a centrifugar por 5 min.

Solucién de precipitacion:

= En un microtubo nuevo se vertié 900 pl de agua destilada.

= 100 pl de solucién de precipitacion se adiciono.

= Se saco la solucién lisis (primer tubo) de la centrifugadora y
se obtuvo tres etapas (ADN, tejido o contaminante,

cloroformo).
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Del ADN se sac6 200 pl de solucién con mucho cuidado y se
adiciond la solucion de precipitacion.

= Seincubo a bafio Maria a 75 °C por 5 min.

= Se dej6 enfriar.

= Se centrifug6 por 10 min.

= Sevacié el liquido en un frasco.

= Luego el resto se eché en un papel absorbente por 1 min.

Solucién del disolvente:

= A esa misma muestra se vertié 150 ul de la solucion
disolvente e incubar a bafio Maria a 75 °C por 5 min.

= Se enfrid y se sometio avoértex por 20 s.

= Se centrifugo y de la muestra se extrajo 150 ul y se mezclo
con 300ul de etanol absoluto.

= Se mezclé a vortex por 20 s.

= Se centrifug6 por 5 min.

= Se obtuvo un sobre nadante en la superficie del microtubo.

= Enla parte inferior estuvo una telita o boton llamado PELLET
— ADN.

= Luego se eliminé el sobrenadante y se puso boca abajo por
10 min sobre papel absorbente.

= Se adicion6 300 ul de agua puray se puso a bafio Maria por
5 min.

= Se utilizo el vortex para homogenizar por 20 s.

= Se congelo la muestra 'y se conservo.

= Se amplifico y se mando a secuenciar utilizando primer.
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c. Determinacion de la especie microbiana

Para la identificacion de los hongos, se realizé una PCR utilizando
el iniciador o primer de la regién Espaciadora Transcriptora Interna
(ITS).

Cuadro 5. Primer usados para laidentificacién de hongos

Organismos | Primer | Direccién Se(gyer;?)ia Referencia
TCCGTAGGTGA
ITS1 Forward ACCTGCGG _
Hongos White et al.
ms4 | Reverse | TCCTCCGCTTA (1990)
TTGATATGC

FUENTE: (Elaboracion propia)

Cada reaccion se realizé en un volumen final de 25 pul con los
siguientes componentes: 2.5 pl de Taq Buffer (10 X), 0.5 ul de
dNTP (10 mm), 0.6 ul de cada primer ITS1 e ITS4 (15 pm), 2.5 de
MgCL2 (25 mm), 0.1 ul de Tag DNA polimerasa (5 U/ul) 1 ul de ADN
para el hongo y 2 pul para bacterias. Las condiciones de
amplificacion para hongos estan descritas en el cuadro 6. Los
productos fueron secuenciados e identificados utilizando el
software de la herramienta de busqueda y alineamiento local
basico (BLAST). Luego los hongos aislados identificados, fueron
conservados en medio LB y congelados en CryoCare a -80 °C
(Cornejo, 2016).
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Cuadro 7. Condiciones de PCR para la amplificacion de la
region Espaciadora Interna ITS en la identificacion de los
hongos.

Etapa Temperatura Tiempo | #Ciclos
Desnatwralzacion | ggoc | emin. | 1
Desnaturalizacion 94°C. 30 s.

Alineamiento 54°C. 45 s. 35
Extension 72°C. 45 s.
Extension final 72°C. 5 min. 1

FUENTE: (Elaboracién propia)
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Determinar agar PDA | Obtencion de ardndanos

Pezar agar POA | :
Seleccionar arandano con
dano fangico
Calentar y diluir &l agar
FOu
Desinfectar v lavar el
Esterilizar PDA y materizles 3 utilizar en arandano
autoclave a 121 *C x 15 miny 1 atm.

penicilinz del arandano en agar FOA

| Acondicionar con | Seccionar y sembrar &l hongo

Purificar |3 siermbra de los
hongos

Clasificar y zambrar al hongo
en placa

sembrar y almacenar hongos
en tubos de ensayo

Identificar los hongos

Enfrentzr los hongos con las
peliculas de cadz formulacion

Eeleccionar formulacion con
mayor antagonismao

Figura 4. Flujograma del andlisis microbiolégico

FUENTE: (Elaboracion propia)
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3.2.4. Pruebadel recubrimiento en arandanos

Los pasos que se siguieron para realizar las pruebas a los arandanos con el
recubrimiento investigado se explican a continuacién y lo podemos ver

resumido en la figura 5.

3.2.4.1. Obtencion del ardndano (Vaccinium myrtillus)

La materia prima consisti6 de 1 kg de arandano (Vaccinium myrtillus)
fresco de exportacidon, mediante la compra a un fundo que exporta
ardndano hacia USA en el departamento de La Libertad, con
caracteristicas Optimas de madurez fisiolégica para exportacién en
cuanto a color, tamafio, textura suave y firme, sin dafio fisico ni dafio
microbiolégico aparente, considerdndose la contaminacion por el

ambiente en donde se han desarrollado.

3.24.2. Selecci6on del arandano

La seleccion de la fruta se realizé en el laboratorio Forestal y Medio
Ambiente, por la adecuada infraestructura y la factible utilizacion de
equipos y materiales para la ejecucion de esta etapa, con la finalidad de
llevar un control del producto en lo que se refiere al estudio del
recubrimiento. Se formaron 3 muestras de 5 arandanos cada una para
cada dia. Los arandanos escogidos tenian las caracteristicas lo mas

similares posible en relacién con su tamafio y forma.

3.2.4.3. Aplicacién del recubrimiento al ardandano

Los arandanos fueron cubiertos por una capa de nanoparticulas
mediante la aspersion de la solucién con la formulacién 3, se colocaron
15 arandanos en cada placa Petri, 2 repeticiones y 1 testigo para poder

llevar un mejor control del ensayo, estos se colocaron en placas Petri

49



esterilizadas y se almacenaron a temperatura de refrigeracion (4 °C) por
un tiempo de 15 dias Luchsinger (2017), con una humedad relativa.
Previo al almacenamiento se evalud los parametros iniciales, y después
se estableci6 evaluar el fruto a los dias 4, 8, 12 y 15 dias de

almacenamiento.

Obtencidn del
arandano {Vaccinium
myrtillus).

Seleccion de
arandanos

Aplicacion del
recubrimiento al
arandano

Evaluacion de los
arandanos en
recubrimiento

Analisis de los datos
obtenidos

Figura 5. Flujograma de prueba del recubrimiento en arandanos

FUENTE: Elaboracion propia)
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3.2.4.4. Evaluacion delos arandanos con recubrimiento

Durante el periodo de 15 dias, se evaluaron los parametros de pérdida
de peso, pH, sdélidos solubles (°Brix), firmeza e imagenes

hiperespectrales, de los arAndanos con recubrimiento.

a. Peso

Se determin6 por lectura en una balanza digital marca Sartorius
modelo Entris 224I1-1S, con una precision de 0.0001 g (norma
INCOTEC 756). Se realizé la pesada de forma diaria con 3

repeticiones desde el dia 0 hasta el dia 15.

b. Soélidos Solubles

Se determind a partir del zumo de 20 frutos por tratamiento, midiendo
los grados °Brix, en un refractémetro marca KRUSS modelo DR 301-
95.

c. pH

Este parametro se determin6 con el potenciémetro. La medida se
realizd segun lo descrito por la norma (AOAC 945.10), se tomd una
muestra de 4 ml. de zumo y se introdujo el potencibmetro para

obtener la medida.

d. Imagenes Hiperespectrales

Esta medida se realiz6 en el laboratorio de operaciones de la
Universidad Nacional de Trujillo. Se utiliz6 el espectrometro de
imagenes hiperespectrales Headwall Photonics G4-389 para obtener
las imagenes espectrales de los arandanos durante 15 dias, para su

procesamiento y analisis en el software Matlab 2019.
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3.2.4.5.

Analisis delos datos obtenidos

Los resultados de los parametros obtenidos durante los 15 dias
de experimentacion fueron procesados en el software estadistico
Minitab 17.0 en el cual, mediante un analisis de varianza ANOVA
se determind la influencia de los factores en las variables de
salida. Posteriormente, mediante una prueba Tukey, se determind

la magnitud de las diferencias de los resultados obtenidos.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Obtencién de nanoparticulas de quitosano

Mediante la metodologia de gelificacion i6nica se obtuvo las nanoparticulasde
quitosano utilizando el 0.1 % de tripolifosfato (TPP) y quitosano en 0.2 %. Castro
(2014, p. 22) afirma que estos grupos amino protonados convierten al quitosano
en un poli cation capaz de interactuar con el TPP, una moléculaaniénica
multivalente, a través de interacciones electrostaticas. Aprovechando el alto
peso molecular del quitosano, se conté con mayor nimero de cargas positivas.
Estas pueden interaccionar con las cargas negativas del TPP que segun
Calderdn (2015, p. 52) mejora la eficiencia delmétodo de gelificacion idnica para
la obtencidén de nanoparticulas. Posteriormente se sec6 a vacio la formulacion

obtenida para transformarla en un polvo blanco.

De acuerdo con Calderon (2015), el método de gelacién iénica es un método
ampliamente usado para la preparacion de nanoparticulas de quitosano.
También se le conoce como reticulacion idnica, este es generado por una auto
agregacion entre el quitosano o sus derivados y macromoléculas de carga
opuesta, o cuando existe un agente reticulante. Ademas, afirma que entre las
ventajas de este método cabe destacar que evita el uso de altas temperaturas,
solventes organicos o procesos drasticos como la sonicacion, que unido a la
naturaleza poli catidnica del quitosano les confieren a estas sustancias, la
capacidad para asociar de forma eficiente y preservar la estabilidad y

bioactividad de macromoléculas terapéuticas contra su degradacion.
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4.2. Caracterizacion de nanoparticulas de quitosano
4.2.1. Gravimetria

Al aplicar este método se obtuvo un porcentaje de nanoparticulas
dentro de la solucién cercana al 1% para ser mas exacta fue

99.9088%, los célculos a continuacion.

_ 337524 — (33.7533 + 0.9877)

HO
& 0.9877

H % = 99.9088

(@) (b) (€)

Figura 6: Caracterizacién de nanoparticulas de quitosano
por Gravimetria.

(a) Peso de la placa, (b) peso de muestra de la solucion de
QNp vy (c) peso final de la solucibn de QNp sometida a la
estufa al vacio.
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4.2.2. Difraccion por rayos X

Intensidad (Unid. Arbitrarias)

10 20 30 40 50 60
260 (grados)

Figura 7. Caracterizacion de nanoparticulas de quitosano por DRX.

De acuerdo con Xie et al (2013) la presencia de area de picos centrado a
22° 20 se les asigna a cadenas de quitosano alineadas a través de
interacciones moleculares. Ademas, Lamarra et al (2017) indica que la
presencia de los picos cercanos al 22° 26 se les puede atribuir a la presencia
de compuestos cristalinos como TPP, que han sido desplazados debido a la

presencia de goma de tara (Cevallos, N. & Medina, D., 2019).

4.2.3. Dynamic light Scattering (DLS)

Luego de secar a vacio la formulacién de nanoparticulas de quitosano,
se obtuvo un polvo blanco. En el Cuadro 7 se muestra las caracteristicas

de didmetro y potencial Z.
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Cuadro 7: Caracterizacion con DLS de las nanoparticulasde

quitosano.
Parametros / Dias Dia 1 Dia 30
Diametro 13647.6 nm 49840.2 nm
Potencial Z 0.00 0.00

Como se puede apreciar en el Cuadro 7, los resultados del diametro para
el dia uno como el dia treinta, muestran valores bastante elevados, y una
tendencia a incrementar en el tiempo. Estos valores contrastan la
investigacion de Calderén (2015) en la que se afirma que el rango de
tamafio de las nanoparticulas es de 120 nm a 252 nm. Se considera que
estos valores elevados de diametro se deben a la capacidad higroscépic a

de las nanopatrticulas y la relaciéon quitosano/TPP.

Jang y Lee (2008), afirman que cuando el quitosano y el TPP se mezclan
en la solucién acuosa de acido acético, se forma espontaneamente nano
complejos compactos con una carga superficial total positiva, y la
densidad de la carga superficial se ve reflejada en los valores de
potencial Z.

De acuerdo con Hunter (2013), el potencial Z es una herramienta
importante para el entendimiento del estado de la superficie de las
nanoparticulas y predice la estabilidad y bioactividad de macromoléculas
terapéuticas contra su degradacion. Ademas, Hartig (2007), concluy6
gue el rango el potencial zeta estable en suspensién acuosa ha sido
empiricamente definido como mayor de +/- 30 mV. Lo propuesto por los
autores pueden explicar también las altas medidas de diametro

obtenidas, ya que al contar con un potencial Z de mas cero, se puede
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considerar que estas no son muy estables y tienden a formar
aglomerados.

4.3. Elaboracion de recubrimientos de nanoparticulas de quitosano abase de

quitosano/goma De Tara

A partir del polvo blanco de nanoparticulas de quitosano se elaboré las 8
formulaciones a base de quitosano/goma de tara de acuerdo con el Cuadro 4.
El resultado se puede observar en la figura 8.

Figura 8. Formulaciones de nanoparticulas de quitosano

La adicion de goma de tara al quitosano permitié obtener recubrimientos con
propiedades mecanicas mas estables. Segun Kester y Fennema (1986) los
recubrimientos digeribles vienen siendo una gama variada de diferentes
sustancias como carbohidratos, proteinas y lipidos en combinacion con otras o
con una sola sustancia en su formulacién. Ademas, Garcia (2008) afirma que
igualmente podrian desarrollarse a partir de componentes amigables con el
medio ambiente “como almidones, ceras, gel, entre otros”. Asimismo, Bosquez
(2007) argumenta que las peliculas de polisacaridos poseen caracteristicas muy
favorables como barrera a los gases ademas de su poder de fijacion a la forma

irregular de productos hortofruticolas.
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4.4, ldentificacion de los hongos.

Mediante el proyecto de la Universidad Nacional de Tumbes “Recubrimientos
basados en quitosano de alto peso molecular derivado de pluma de pota
(Dosidicus gigas), nanoparticulas de quitosano ZnO para inhibir los
microorganismos que atacan la fruta de exportacion en el Norte del PerG y su
efecto sobre la vida util” se determinaron los hongos extraidos de los arandanos,

teniendo como resultado lo siguiente.

Cuadro 8. Especies de hongos identificadas extraidas de arandano

Especie identificada | Tamafio de la secuencia Porcentgje de
s identidad (%)
(nucleotidos)
Alternaria alternata 539 100.00
Exserohilum rostratum 563 100.00
Alternaria longipes 543 100.00
Fusarium solani 539 100.00

4.5. Medicion de poder antifungico.

Una vez obtenidas las formulaciones se pasa a medir su poder antifungico,
colocandolas en placas Petri cultivadas previamente con Alternaria alternata.
Los resultados se pueden observar en la Figura 9, donde podemos apreciar
gue la formulaciébn 2 presenté mayor retardo de crecimiento microbiano.
Llegandose a concluir que la concentracion éptima para el recubrimiento seria

la que presenta un porcentaje del 75% de nanoparticulas de quitosano.
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Figura 9. Efecto del retardo microbiano in vitro

(1) Formulacion 1, (2) formulacion 2, (C1) quitosano al 1%, (C2) agua.

En el presente estudio, las nanoparticulas de quitosano tuvieron un efecto
inhibitorio significativo (p-valor <= 0.05) sobre el crecimiento micelial de
Alternaria alternata, porque su desarrollo fue el éptimo a comparacién de
otras, las formulaciones de nanoparticulas de quitosano 1 (66%), 2 (73%), 3
(65%), 5 (40%), 6 (35%) y 7(41%) mostraron una inhibicién del hongo con
respecto al testigo. Segun Bautista-Bafios et al. (2003) el uso de sustancias
naturales como quitosan (polimero de glucosamina y N-acetilo
glucosamina), extractos vegetales y aceites esenciales, representan una
alternativa importante para el control de hongos fitopatbgenos. Ademas,
Cruafies y Locaso (2011) afirma que los recubrimientos a base de quitosano
retienen la acidez, resultando ser eficaz contra la accién del microbiota
evidenciando un aumento del 65% a 69% en funcién al testigo, resultado

semejante al de la presente investigacion.
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4.6. Conservacion del arandano en funcibn de sus caracteristicas

fisicoquimicas.

4.6.1. Variacion degrados Brix.

La Figura 10 nos muestra la distribucién de la media de los valores de
°Brix durante el tiempo de almacenamiento. Pudiéndose rescatar que no
existe una tendencia marcas de que ninguno de los dos presentes valores

mayoreso menores con respecto al otro.

Comportamiento de °Brix de los ardndanos durante el almacenamiento

DIAS * TRATAMIENTOS TRATAMIENTOS
15 —&— SR
- @R

Mean of Bx

Figura 10. Comportamiento de los °Brix de las muestras de arandanos

durante el almacenamiento.

En la Figura 10 podemos observar los valores promedios que tuvieron las
medidas de °Brix durante el tiempo de almacenamiento, pudiendo observar
gue los valores se encuentran entre los valores de 10 y 15 °Brix. Resultado
gue concuerda con lo propuesto por Buzeta (1997) que concluydé que los
rangos de solidos solubles totales de frutos maduros deben estar entre 10 y
15 °Brix en arandanos frescos. Sin embargo, los resultados que obtuvo
Vasquez (2019) para arandano recubierto con aloe vera muestran rangos

de 14.67 y 15.67 °Brix, hecho que en cierta parte contrasta lo obtenido en la
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presente investigacion, ya que los datos obtenidos en mayor parte no se
encuentran dentro de este rango. Esto se puede dar debido a que ambos
estudios presentan ardndanos con diferentes indices de maduracion durante

la realizacién de los experimentos.

Cuadro 9. Andlisis de varianza (ANOVA) para °Brix de las muestras de

arandano
V. ENTRADA GL ADJ SS ADJ MS F p- Value

DIAS 13 30.840 2.372 0.79 0.664
TRATAMIENTOS 1 7.802 7.802 2.61 0.111
ERROR 69 206.195 2.988

FALTA DE AJUSTE 13 60.435 4.649 1.79 0.068
ERROR PURO 56 145.759 2.603

TOTAL 83 244.8360

El Cuadro 9 nos muestra el analisis de varianza (ANOVA) para la variable
°Brix, los dias de almacenamiento y los tratamientos aplicados sobre el
arandano. Este Cuadro nos muestra que ni los dias de almacenamiento ni
aplicados al arandano resultaron tener una influencia significativa en los
°Brix del ardndano. Resultado que corrobora lo expuesto por Costantini
(2018) que no encontré diferencias significativas para los valores de solidos
solubles totales (°Brix) para fresa con y sin recubrimiento a base de
nanoparticulas de quitosano. Ademas, Cruafies y Locaso (2011)
encontraron que la aplicacibn de recubrimientos de quitosano
biodegradables sobre arandanos no influye de manera significativa en los

sélidos solubles totales.
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4.6.2. Variacion del pH

Tal como se muestra en la gréafica de la Figura 11, los datos de pHdurante
el tiempo de almacenamiento para ambos tratamientos no mostraron una
tendencia de superioridad o inferioridad con respecto a los valores de las
distintas muestras. Estos resultados tienen relacion con lo encontrado
por Galleta et al. (1990) que encuentran valores de pH para arandanos
de entre 3.0y 3.4.

Comportamiento del pH de los ardndanos durante el almacenamiento
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Figura 11. Comportamiento del pH de los ardandanos durante el
almacenamiento

La Figura 11 nos muestra el comportamiento que tuvo el andlisis de pH
durante el tiempo que permanecieron almacenadas. Pudiéndose
observar que no existe una tendencia marcada de disminucién o aumento
durante el almacenamiento. Estos resultados se contrastan con la
investigacién de Restrepo y Aristizabal (2010) que argumentan que el
aumento de los valores de pH durante el almacenamiento demuestra el
proceso de senescencia del producto, ademas se menciona que el
aumento del pH tiene que ver con los procesos de reblandecimiento,

coloracion, entre otros vinculados con la maduracion.
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Cuadro 10. Andlisis de varianza (ANOVA) para pH de las muestras
de arandanos

V. ENTRADA GL ADJ SS ADJ MS F p- Value
DIAS 13 2.7761 0.21352 1.32 0.221
TRATAMIENTOS 1 0.0610 0.061 0.38 0.541
ERROR 69 11.1270 0.16126
FALTA DE
13 2.7679 0.21292 1.43 0.177
AJUSTE
ERROR PURO 56 8.3590 0.14927
TOTAL 83 13.9640

El Cuadro 10 nos indica el analisis de varianza (ANOVA) hacia el pH de los
grupos de arandanos. Este Cuadro nos revela la ausencia de influencia
significativa de las variables estudiadas sobre el pH, ya que los valores de p
son 0.05. Este resultado corrobora lo encontrado por Vasquez (2019) que al
aplicar “recubrimientos en base de penca sabila con cera de abeja” sobre el
ardndano sus resultados no mostraron significancia (p-valor=0.6592) sobre
los valores de pH obtenidos en el estudio. Igualmente, los resultados de
Abanto (2018) encontraron una diferencia minima entre los valores de pH de
arandanos recubiertos con miel de abeja y arandanos recubiertos con
quitosano. Estos resultados nos pueden indicar que el pH puede estar
siendo influenciado por otras variables como el indice de madurez,

ambientes agrondémicos y operaciones postcosecha (Vasquez, 2019).

4.6.3. Variaciéon del peso

En la Figura 12 se puede observar que la variable % pérdida de peso
disminuy6 en funcion al paso de los dias que permanecieron almacenados
frente a los arandanos que no tenian tratamiento. Distinguiéndose en
comparacion de las muestras de arandano recubiertas con recubrimientos

comestibles, cuyos resultados son menores.
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Comportamiento %pp de los arandanos durante el almacenamiento

Mean of %

Fitted Means
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Figura 12. Comportamiento de la %pp de las muestras de arandano

Gomez et al. (2002) argumenta que la merma de peso en el fruto podria
darse por el intercambio de gases a lo largo del proceso de respiracién y
transpiracion los que reducen el contenido de agua. Tal como se puede
apreciar en la figura 12, el aumento del % de pérdida de peso demuestra

gue durante el almacenamiento hubo una pérdida de agua debido al

intercambio de gases durante la transpiracion de la fruta.

Cuadro 11. Andlisis de varianza (ANOVA) para % pérdida de peso (%pp)

de las muestras de arandanos

V. ENTRADA

GL

ADJ SS

ADJ MS F p- Value
DIAS 13 703.49 54.115 12.72 0.000
TRATAMIENTOS 1 60.26 60.261 12.38 0.001
ERROR 69 281.63
FALTA DE AJUSTE 13 21.05 0.35 0.34 0.980
ERROR PURO 56 260.59
TOTAL 83 1045.38
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El Cuadro 11 nos muestra el analisis de varianza (ANOVA) de la variable
%pp y las variables de entrada dias y tratamientos. Obteniendo como
resultados que ambas variables de entrada influyen significativamente en la

variable de %pp.

Abanto (2018) obtiene en su estudio que los arandanos recubiertos con
guitosano presentaron menor peso final que los recubiertos por cera de
abeja, es decir, el quitosano solo como recubrimiento no cumple de manera

efectiva como barrera permeable para vapor de agua.

Moncayo et al. (2016) reporta que el aditamento de ceras y lipidos optimizan
las caracteristicas de barrera de recubrimientos elaborados con proteinas,
logrando la prolongacién de la vida de anaquel mediante la reduccion de la
merma de peso. Segun Dhall (2013) en general, recubrimientos a base de
polisacaridos presentan barreras de vapor de agua. Sin embargo, Chocano
(2009) afirma que el componente goma de tara es altamente hidrofila, lo que
conlleva a que retenga gran cantidad de agua. Lo propuestopor los anteriores
autores se corrobora con lo encontrado en esta investigacion, ya que a pesar
de haberse demostrado que la aplicacion de recubrimiento si influye
significativamente en la pérdida de peso podemos observar en la figura 10
gue la diferencia no es amplia. Lo que asiente que ni las nanoparticulas de
quitosano, quitosano y goma de tara son barreras muy efectivas en la

transferencia de vapor de agua.

4.6.4. Variacion delafirmeza
Los valores obtenidos para firmeza muestran una ligera mejora de la firmeza

en los ardndanos recubiertos con los recubrimientos de nanoparticulas de

quitosano con base en quitosano y goma de tara.
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La figura 13 nos muestra las medias de los valores de firmeza obtenidos
durante el tiempo de almacenamiento. Pudiéndose observar que los valores
de los arandonos recubiertos son mayores gque los arandanos sin recubrir.
Pero, esta diferencia se mantiene hasta el dia 7, luego los valores obtenidos
fueron igual o0 menores a los arandanos sin recubrir. Resultados que se
corroboran con la investigacion de Garcia et al. (2001) que al afiadir glicerol
como plastificante en recubrimientos comestibles a base de almidon para su
aplicacién en frutillas, estas mejoraron sus propiedades de resistencia

mecanica.
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Figura 13: Comportamiento de firmeza de las muestras de arandonos

durante el almacenamiento

De acuerdo con Martinez (2010) la aplicacion de recubrimientos a base de
quitosano da resultados positivos con respecto a la firmeza y control de
podredumbres. Hecho que se corrobora con la Figura. 11 en la que se muestra
la significancia de los tratamientos sobre la firmeza del arandano durante los
dias de almacenamiento.
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Cuadro 12. Andlisis de varianza (ANOVA) para firmeza de las muestras
de arandanos

V. ENTRADA GL ADJ SS ADJ MS F p- Value
DIAS 13 10759 827.6 1.66 0.089
TRATAMIENTOS . 2884 2883.9 58 0.019
ERROR 69 34315 497.3

FALTA DE AJUSTE 13 7229 556.1 115 0.340
ERROR PURO 56 27086 483.7

TOTAL 83 47958

Cabe recalcar que el valor de significancia para la variable dias no resulté
significativo. Se cree que este resultado se debe a que el tiempo de
almacenamiento se realizé en condiciones de refrigeracion (4°C) lo que
permitié conservar mejor el arandano. Nufiez-Barrios et al. (2005) coincide en
las conclusiones de su investigacién, afirmando que el almacenamiento a
temperaturas inferiores a la del medio ambiente, tiene repercusiones en

términos de firmeza, pérdida de peso y velocidad de respiracion.

67




4.7.lIméagenes Hiperespectrales

Para determinar cuales son los componentes principales se realizo la prueba
PCA y se trabajo en las longitudes de onda de entre 900 y 1700 nm. Este

proceso se realizé durante los 12 dias de almacenamiento.
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Figura 14: Analisis de componentes principales (PCA): (A) Analisis de
discriminacién de PC arandanos sin recubrimiento, (B) Anélisis de

discriminaciéon de PC ardndanos con recubrimiento

Segun Lorente et al. (2012) “el método PCA es un método de aprendizaje sin
supervision y se utiliza a menudo para la seleccion de caracteristicas, reduccion
de la dimension de datos y resolver la multicolinealidad”. Ademas, menciona
gue el analisis discriminante es una técnica estadistica a partir de dos clases a
mas y crea una funcién que separa con mayor precision a los elementos de
conjunto. Lo propuesto por los autores anteriormente se puede observar en la
Figura 12(A) donde se ve una diferenciacion o agrupamiento de las muestras
pertenecientes a las primeras dos muestras, mas adelante la distribucién no
permite diferencias agrupaciones entre las muestras. Mientras que en la Figura
12(B) no se puede diferenciar agrupacion entre los componentes principales en

ninguna de las muestras. Se considera que esto se debe ala similitud entre los
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parametros y componentes de las muestras, hecho que impide poder
discriminar o agruparlas; recalcando asi, que las muestras con recubrimiento
presentaron mas similitudes y menos discriminacion entre los componentes de
las muestras, lo que nos indica que el recubrimiento disminuyé el cambio de los

componentes principales de una muestra a otra.
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Figura 15. Andlisis de componentes principales (PCA): (A) Longitud de
onda para muestras de ardndanos sin recubrimiento, (B) Longitud de

onda para muestras de arandano con recubrimiento

Para poder interpretar las Figuras 13(A) y 13(B) nos basamos en lo propuesto
por Travers (2013) el menciona que este procedimiento convierte una matriz de
datos de variables correlacionadas entre si en un nuevo grupo de variables
independientes que influyen en una variable concluyente llamadas Componentes
principales (PC’s). Los PC’s estan regulados de forma en que el primer PC
pertenece a la varianza con mayor participacion, el segundo PC’s pertenece a la

segunda varianza con mayor participacion y asi sucesivamente.

Tal como podemos observar en la Figura 13(A) ambos componentes principales
muestran picos alrededor de las longitudes de onda 960, 1070, 1100, 1160, 1280,
1350, 1420, 1460 y 1670 nm. Lo que nos muestra segun Leiva-Valenzuela y Lu
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(2013) presencia de grupos —OH atribuidos a la presencia de agua cuando la
grafica muestra picos entre 970 a 980 nm. Este resultado es respaldado por el
estudio de Sinelli (2008) para arandanos donde relaciona los picos en la regién
967 nm con —OH de agua. Ademas, esta figura nos muestra los dos componentes
principales del arandano, que segun Pérez-Marin et al. (2009) los picos de
alrededor de las regiones de 970 y 1400 nm pertenecen a bandas de absorcion
de agua y las regiones de 945 y 1300 nm corresponde a la degradacion de
azucares. Por lo que podemos argumentar que los dos componentes principales
encontrados en la Figura 13(A) y 13(B) representan al agua y los sélidos solubles
totales como componentes principales. Logrando destacarse una menor
proporciones de agua en la superficie de las muestras de ardndanos con
recubrimientos. Esto se debe a que como se pudo ver anteriormente el

recubrimiento permite disminuir la pérdida de peso por transpiracion del fruto.

Ademas, segun Forero (2017) el comportamiento inverso de los picos en las
regiones mencionadas por el autor se relaciona también con la variacion del
contenido de agua (se amenora durante el almacenamiento) y el contenido de

solidos solubles de la fruta que tiende a aumentar durante el almacenamiento.
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V. CONCLUSIONES

. Se logré elaborar los recubrimientos de quitosano/goma de tara (Caesalpinia
spinosa) en concentraciones de 75% 50% y 25% de solucion de nanoparticulas
de quitosano al 1%), las nanoparticulas de quitosano se elaboraron mediante el

proceso de gelificacién idnica.

El tamafio del diametro de las nanoparticulas de quitosano aumenta con
respecto al tiempo a causa del poder higroscopico del quitosano, ademas de la
naturaleza del equipo Dynamic Light Scattering (DLS) el cual mide el radio de

la higroscopia de la nanopatrticula, adicionando la falta de un estabilizante.

La formulacion numero 2 (con 75% de solucién de nanoparticulas de quitosano,
15% de solucién de quitosano y 10% de solucion de goma de tara) tuvo mayor
potencial antimicrobiano que las demas formulaciones teniendo un 73% de

retardo en el crecimiento fungico con respecto al testigo.

. Se encontrd evidencia significativa con respecto a la mejor conservacion del
arandano (Vaccinium myrtillus) en funcién al porcentaje de pérdida de peso, y
firmeza. En las muestras recubiertas de la formulacion numero 2, el
recubrimiento logro retardar en un 28.62% la pérdida de peso por transpiracion
del fruto con respecto al testigo, mientras que el recubrimiento logré disminuir

un 11.63% la pérdida de firmeza con respecto al testigo.

. Se determiné mediante la aplicacion de imagenes hiperespectrales que en los
arandanos recubiertos disminuyeron el cambio de los componentes principales
de una muestra a otra. Destacando menores proporciones de agua en la
superficie de las muestras de arandanos con recubrimientos por los picos de

alrededor de las regiones de 970 y 1400 nm. correspondientes a bandas de
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absorcion de agua y menores cambios en las regiones de 945 y 1300 nm.

relacionadas a degradacion de azucares.

Se concluye, que los arandanos (Vaccinium myrtillus) recubiertos con
nanoparticulas de quitosano, quitosano y goma de tara (Caesalpinia spinosa),
experimentaron una mejor conservacion en los pardmetros de pérdida de peso

y firmeza durante los primeros 5 dias de almacenamiento a 5 °C.
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VI. RECOMENDACIONES

Analizar la toxicidad de las nanoparticulas, y su influencia en productos de
consumo humano directo.

Estudiar el grado de mejora en las propiedades mecanicas (dureza), que puede

aportar el recubrimiento del arandano, con nanoparticulas de quitosano.

Estudiar el uso de un estabilizador en la produccion de nanoparticulas de
quitosano, debido a su propiedad hidrofilica de acumular agua a su alrededor

y alrededor de la nanoparticula, que se formé mediante la gelificacién ionica.

Examinar la utilizacion de una mayor concentracion de quitosano en la solucién de
quitosano preparada, para verificar el retardo o la inhibicién de las nanopatrticulas

sobre los hongos.
Examinar la fragilidad de los recubrimientos de fracturarse o romperse al momento

de desmoldar, para evitar el deterioro que permita medir de forma adecuada las
propiedades mecénicas del recubrimiento.
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VIIl. ANEXOS

ANEXO 1. Componentes del recubrimiento biodegradables de
quitosano/goma de tara con nanoparticulas de quitosano

ANEXO 2. Elaboracion de nanoparticulas de quitosano por
gelacionidnica.

a) Preparacion de solucion TPP al 0.1%
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b) Preparacion del TPP al 0.1% y Quitosano al 0.2% para la gelacion iénica.

C) Ultracentrifugacion para la obtencion de nanoparticulas de quitosano en el
laboratorio de la Universidad Mayor de San Marcos.
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ANEXO 3. Caracterizacion de las nanoparticulas de quitosano.

a) Andlisis del tamafio de nanoparticulas por DLS.

b) Analisis del tamafio de nanoparticulas por XDR.
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ANEXO 4. Elaboraciéon de soluciones componentes del
recubrimiento biodegradables de quitosano/goma de tara con
nanoparticulasde quitosano

a) Preparaciéon de la gomade Tara al 1%
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c) Preparacién de quitosano al 1%
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e) Acrilicos para la aplicacién del método de casting.

ANEXO 5. Andlisis microbiolégico del ardandano con

recubrimiento biodegradables de quitosano/goma de tara con
nanoparticulasde quitosano

a) Conservacion de los hongos.




b) Sembrado de hongos de arandanos en agar en PDA.

c) Medicidbn de la distancia entre redondelas con cada una de las
formulaciones.
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d) Vertido de 5 uml. de formulacion en cada redondela.

e) Sembrado de los hongos en las placas con cada una de las formulaciones
en las redondelas.
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ANEXO 7. Prueba Tukey para parametros fisicoquimicos de las
muestras de arandanos con y sin recubrimiento, durante su
almacenamiento.

Prueba Tukey para %pp

TRATAMIENTOS N MEAN Grouping
SR 42 5.55973 A

CR 42 3.96881 B
Prueba Tukey para pH

TRATAMIENTOS N MEAN Grouping
SR 42 3.49987 A

CR 42 3.44598 A
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iv.

Prueba Tukey para °Brix

TRATAMIENTOS N MEAN Grouping

SR 42
CR 42

12.4548 A
11.8452 A

Prueba Tukey para Firmeza

TRATAMIENTOS N MEAN Grouping

SR 42
CR 42

100.781 A
89.063 B




ANEXO 8. Prueba PCA para muestras discriminatorias: (a)
Muestras sin recubrimientos, (b) Muestras con recubrimiento

2
¢ 01C
| = ozc *
1.5 060 'v *k
¢ 07C ¢
1r B 08C
A (oC * v
v 10C .
— 05 * 11C . v "
= 12C
:?: 0 ___________________ u ____‘ ________
© ¢ m, ab
- A
Q05
c
[=]
g -1 =
5]
0% =]
-1.5
=]
21
-
-25 -0‘
3 ‘I i i i i i i i i
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Sample
3
v %
21 vy
A v
L %,
=1 = *
= u
g ¢ " aa
-— [ |
goFr—-—————"""=————— $F AR —— ]
=
[=]
& ¢ 01s
g = 028
a1 a A 035
- ;045
: 065
* A‘ - ¢ 07s
2 | = 085
¢nmn A 085
, = Ah v 10S
* 118
3 L . . . . . . . 125
5 10 15 20 25 30 35 40 45
Sample

95



ANEXO 9. Media y rango de desviacidon estandar de las longitudes
de onda del componente principal de las muestras de arandanos.
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ANEXO 10. Medida de Ph de las muestras de arandanos con
recubrimientoy su testigo.




