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Resumen
En el presente estudio se realizé la extraccion de quitosano a partir de las escamas de paiche
(Arapaima gigas) mediante dos métodos (quimico e hindu) para su posterior aplicacion como
biopelicula en dos vegetales de primera gama: uvilla y tomate cherry. Para la extraccion se
realizaron cinco repeticiones por cada método y se analizaron cuatro variables: rendimiento,
grado de desacetilacion (DDA), humedad y cenizas. Una vez extraido el quitosano, se evalué
su efecto como recubrimiento considerando seis variables fisicoquimicas: grados Brix, acidez
titulable, pH, humedad, dureza y delta E (variacion de color). Se elaboré un disefio factorial AxB
con cuatro repeticiones, el factor A incluy6 tres formulaciones de quitosano (CHQ, CHH y N/A)
y el factor B involucré a dos tipos de soluciones filmogénicas (AL y AG). El procesamiento
estadistico fue realizado en los paquetes de software IBM SPSS Statistics 29 y Statistica v10.0.
El quitosano obtenido mediante el método hindu presenté una mejor apariencia, rendimiento
(13.41 £ 0.80%) y DDA (77.08 + 1.70%). No obstante, también fue el que obtuvo un mayor
porcentaje de humedad (7.84 £ 0.15%) y cenizas (78.86 + 0.81%). El recubrimiento con los
mejores resultados fue el quitosano obtenido por método hindd (CHH) en combinacién con
almidon de yuca (AL), esto debido a que los dos tipos de vegetales recubiertos registraron un
menor incremento de los grados Brix, pH y delta E; al mismo tiempo que lograron retener la
acidez titulable, humedad y dureza luego de un periodo de almacenamiento de 14 dias a 8 °C.
Asimismo, este tratamiento tuvo un excelente efecto antimicrobiano y la mayor aceptabilidad

sensorial.

Palabras clave: Escamas de paiche, quitosano, biopeliculas, vegetales frescos.



Abstract
In the present study, chitosan was extracted from paiche (Arapaima gigas) scales by two
methods (chemical and Indian) for subsequent application as a biofilm on two first range
vegetables: cape gooseberry and cherry tomato. For the extraction, five replicates were carried
out for each method and four variables were analyzed: yield, degree of deacetylation (DDA),
moisture and ash content. Once the chitosan was extracted, its effect as a coating was
evaluated considering six physicochemical variables: degrees Brix, titratable acidity, pH,
moisture, hardness and delta E (color variation). An AxB factorial design with four replicates
was developed, factor A included three chitosan formulations (CHQ, CHH and N/A) and factor B
involved two types of filmogenic solutions (AL and AG). Statistical processing was performed in
IBM SPSS Statistics 29 and Statistica v10.0 software packages. The chitosan obtained by the
Indian method presented better appearance, yield (13.41 £ 0.80%) and DDA (77.08 £ 1.70%).
However, it also had the highest percentage of moisture (7.84 + 0.15%) and ash (78.86 +
0.81%) content. The coating with the best results was the chitosan obtained by the Indian
method (CHH) in combination with cassava starch (AL), because the two types of coated
vegetables showed a lower increase in Brix, pH and delta E; at the same time, they managed to
retain titratable acidity, moisture and hardness after a 14-day storage period at 8 °C. Likewise,

this treatment had an excellent antimicrobial effect and the highest sensory acceptability.

Keywords: Paiche scales, chitosan, biofilms, fresh vegetables.



Introduccion

La region amazonica del Ecuador alberga una especie de pez de agua dulce de gran
relevancia ecoldgica, cultural y econémica: el paiche (Arapaima gigas). Su carne es
especialmente valorada por su exquisito sabor y calidad nutricional (Reinoso, 2021). Sin
embargo, para asegurar una gestién acuicola apropiada y maximizar los beneficios para los
productores locales, es esencial abordar el aprovechamiento integral de este espécimen
(Alcantara et al., 2006).

Recientemente, la Universidad de las Fuerzas Armadas, Sede Santo Domingo, ha
llevado a cabo un proyecto de vinculacion titulado “Estudio del manejo del paiche y su
influencia en la composicién y valoracion nutricional para su aprovechamiento en la industria
agroalimentaria”. Este proyecto se presenta como una alternativa valiosa para diversificar la
oferta de productos semielaborados y en conserva de la asociacién de produccion acuicola
“‘“ASOARAPAIMA” en la provincia de Sucumbios, contribuyendo significativamente a la
investigacion en este ambito.

En este contexto, surge la propuesta de aprovechar no solo la carne del paiche, sino
también sus escamas, con el objetivo de extraer compuestos bioactivos, como el quitosano.
Esta iniciativa representa un enfoque biotecnoldgico innovador, a pesar del escaso niumero de
estudios existentes sobre la obtencion de quitosano a partir de las escamas de esta especie en
particular (Carneiro, 2022). Adicionalmente, las propiedades antimicrobianas, antioxidantes y
filmogénicas de este polimero natural podrian aprovecharse para su aplicacion como
biopelicula en vegetales frescos (I Gama) como lo son la uvilla y el tomate cherry.

Al prolongar la vida util de los productos y reducir el crecimiento de microorganismos,
estas biopeliculas podrian contribuir a la seguridad alimentaria y al mantenimiento de la calidad
de los alimentos de primera gama. En un momento en que la sostenibilidad y la innovacion son
esenciales en la industria, esta investigacion promete ofrecer soluciones valiosas para enfrentar

los retos presentes en la conservacion y calidad de los productos agroalimentarios.



Capitulo |
Objetivos
Objetivo General
Establecer el proceso de obtencion de quitosano a partir de las escamas de paiche
(Arapaima gigas), considerando distintos métodos de extraccion y su aplicaciéon como

biopelicula en distintos vegetales frescos (I Gama).

Objetivos Especificos

Realizar la extraccion de quitosano a partir de las escamas de paiche (Arapaima gigas),
mediante el método quimico y el método hindu.

Identificar el mejor método de extraccion evaluando el rendimiento y las propiedades
fisicoquimicas del quitosano obtenido a partir de las escamas de paiche (Arapaima gigas).

Formular soluciones filmogénicas de quitosano combinado con dos tipos de
polisacaridos (almidén de yuca y agar-agar) para su aplicacion como biopeliculas.

Analizar el efecto de las soluciones filmogénicas enriquecidas con quitosano, al ser

aplicadas como biopeliculas en dos tipos de vegetales frescos (I Gama).



Hipétesis

Hipétesis Nula

Ho: El método de extraccion (método quimico e hindu) no afecta al rendimiento y a las
propiedades fisicoquimicas del quitosano obtenido a partir de escamas de paiche.

Ho: La formulacién de quitosano (CHH, CHQ y N/A) no influye en la efectividad de las
biopeliculas para la conservacién de vegetales frescos (I Gama).

Ho: El tipo de solucién filmogénica (almidén de yuca y agar-agar) no influye en la
efectividad de las biopeliculas para la conservacién de vegetales frescos (I Gama).

Ho: El efecto de las interacciones entre la formulacién de quitosano y el tipo de solucién
filmogénica no influyen en la efectividad de las biopeliculas para la conservacién de vegetales

frescos (I Gama).

Hipétesis Alternativa

Ha: El método de extraccion (método quimico e hindu) afecta al rendimiento y a las
propiedades fisicoquimicas del quitosano obtenido a partir de escamas de paiche.

Ha: La formulacién de quitosano (CHH, CHQ y N/A) influye en la efectividad de las
biopeliculas para la conservacion de vegetales frescos (I Gama).

Ha: El tipo de solucién filmogénica (almidén de yuca y agar-agar) influye en la
efectividad de las biopeliculas para la conservacion de vegetales frescos (I Gama).

Ha: El efecto de las interacciones entre la formulacion de quitosano vy el tipo de solucion
filmogénica influyen en la efectividad de las biopeliculas para la conservacion de vegetales

frescos (I Gama).



Capitulo Il
Estado del Arte

La necesidad de polimeros biodegradables para envases primarios, incluidas
biopeliculas comestibles, ha fomentado el desarrollo de nuevos materiales como una
alternativa para reducir la cantidad de residuos y el impacto ambiental (Thomas et al., 2020c).
El uso de biopeliculas comestibles es un método natural de empacado primario que tiene
muchas propiedades funcionales, como proteger los alimentos de los efectos adversos del
entorno y contener ingredientes activos (Broek & Boeriu, 2020). La formulacion de este tipo de
biopeliculas requiere utilizar al menos un componente (macromolécula) capaz de formar una
matriz estructural con suficiente cohesividad y se ha reportado que solo los polimeros de alto
peso molecular, pueden producir dicha estructura (Crini & Lichtfouse, 2019; Ooi et al., 2021).

En este contexto, el quitosano emerge como un candidato prometedor para aplicaciones
en recubrimientos comestibles semipermeables y actualmente varios estudios han reportador
que su aplicacion ha logrado mejorar la vida util de frutas y verduras perecederas durante el
tratamiento postcosecha (Maharsih et al., 2021; Ooi et al., 2021; Tokatli & Demirdéven, 2020).
Ademas, se conoce que la produccion de este biopolimero puede realizarse aprovechando la
abundancia de los desechos marinos como son las escamas de pescado (Hermiyati et al.,
2019; Florencia et al., 2022; Tello, 2017; Fuentes, 2021). Sin embargo, estas biopeliculas
también tienen algunos inconvenientes que restringen su uso en condiciones especificas,
debido a su baja resistencia a la difusiéon del vapor de agua y su resistencia a la traccion
relativamente baja, especialmente en ambientes himedos (Thomas et al., 2020c). Como
resultado, existen una serie de estrategias que se han utilizado en la literatura, como la
reticulacién o mezcla con otros biopolimeros (lipidos, polisacaridos, proteinas, nanocristales de
celulosa, etc.), para reducir su sensibilidad al agua (Kim, 2010). La mezcla de polimeros es uno
de los métodos mas eficaces para obtener nuevos materiales con las propiedades deseadas

(Rhim et al., 2006); por esta razén, resulta esencial investigar mas a fondo esta tematica.



Fundamentacion Teorica
Paiche

El paiche, pirarucu o arapaima (Arapaima gigas) es un pez noble que habita
exclusivamente en la cuenca del rio Amazonas en Ameérica del Sur, el cual es descrito como
una especie rustica originaria del periodo Jurasico (Bezerra et al., 2013). El nombre pirarucu,
como se le llama en Brasil, proviene del filo linglistico tupi que significa “pez rojo”, debido al
color de las escamas, el abdomen y la cola como se muestra en la Figura 1 (Bezerra et al.,
2013). A. gigas es considerado como el pez de agua dulce y con escamas mas grande del
mundo, por lo que ha sido nombrado como el “gigante amazoénico”, ya que existen registros de
que puede llegar hasta los 200 kg de peso corporal y 4.5 m de largo en su entorno natural
(Alcantara et al., 2006; FAO, 2023). Al ser un pez que obtiene hasta el 95% de su consumo de
oxigeno mediante la respiracion, es capaz de tolerar niveles de oxigeno extremadamente bajos
en el agua (Du et al., 2019).

La combinacion de adaptaciones inusuales hace del paiche un candidato prometedor
para el desarrollo de la acuicultura intensiva en la Region Amazonica y a pesar de su dieta
carnivora, también presenta un excelente sabor de carne (Du et al., 2019). Este pez exhibe una
alta tasa de crecimiento con un extraordinario desarrollo de peso, lo cual resulta en un alto
valor de mercado (Reinoso, 2021). En el sistema de cria semi intensivo este pez puede
alcanzar los 10 kg de peso corporal durante el primer ano de engorde y la intensa
vascularizacion de su vejiga natatoria, le permite permanecer fuera del agua durante unos
treinta minutos, lo cual facilita su manipulacion (Bezerra et al., 2013). El paiche juvenil es el
unico pez en el mundo que puede engordar mas de 1 kg por mes en cautiverio y generalmente
esta listo para el sacrificio cuando alcanza un peso de entre 14 y 15 kg (Reinoso, 2021).

Aunque la intensa explotacion comercial de peces en su entorno natural provoco
perturbaciones ambientales y A. gigas ahora forma parte de la lista de animales en peligro de

extincién, el desarrollo de sistemas de crianza en cautiverio para su explotacion comercial ha



reducido sustancialmente la presion sobre las poblaciones (Alcantara et al., 2006). De esta
manera, la piscicultura se ha convertido en una alternativa para incrementar la produccion del
paiche en el mercado interno y constituye una practica econémicamente viable debido al alto
rendimiento del filete con piel, producto de gran valor comercial ya que no contiene huesos
intramusculares (FAO, 2023). Por otra parte, el rendimiento de cuero animal representa el 10%
del peso del pescado y en la industria se puede utilizar como materia prima para la produccién
de bolsos, zapatos, cinturones y prendas de vestir (Reinoso, 2021). Ademas, las escamas de
gran tamano se utilizan como papel de lija 0 adornos tipicos hechos a mano (Alcantara et al.,
2006). Actualmente, los esfuerzos de los investigadores se han enfocado en comprender
aspectos bioldgicos del paiche, entre ellos habitos alimentarios, patrén reproductivo y
comportamiento en ambiente natural y en cautiverio, sin embargo, el metabolismo del pez aun

posee varias facetas desconocidas (Reinoso, 2021).

Figura 1

Proceso de faenamiento del paiche adulto.

—
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Nota. Elaboracion propia. Proyecto de vinculacién de la Universidad de las Fuerzas Armadas.



Clasificacion Taxonoémica

El orden de los Osteoglossiformes son uno de los grupos vivos de teledsteos mas
antiguos y con una amplia distribucion geografica, estos se caracterizan por tener lenguas
huesudas o dientudas y se presume que surgieron en el Periodo Jurasico (hace 165 millones
de afos) posiblemente en el supercontinente Pangea, abarcando 6 familias, 29 génerosy
alrededor de 217 especies (Bezerra et al., 2013; Reinoso, 2021). Los géneros de
Osteoglossiformes actuales son endémicos en regiones tropicales de agua dulce, algunos
ejemplos incluyen: Papyrocranus, Gymnarchusy Pantondon (India y Africa), Scleropages
(Regiodn Indoaustraliana), Arapaima y Osteoglossum (América del Sur) (Bezerra et al., 2013). El
género Arapaima se encuentra descrito entre los 4 géneros de la familia Osteoglossidae y A.
gigas se considera una especie importante debido a su ubicacién en la base del arbol
filogenético de los teledsteos (véase Figura 2), ya que representa un vinculo entre los

teledsteos antiguos y los derivados de peces teledsteos (Bezerra et al., 2013).

Figura 2

Clasificacion taxonémica del A. gigas.
Species:
Arapaima gigas

Genre: Arapaima
Sub-family: Heterotidinae
‘ Family: Arapamidae (Osteoglossidae)
Order: Osteoglossiformes
Subdivision: Osteoglossophorma
| Division: Teleostei
Sub-Class: Actinopterygii
Class: Osteichthyes
Sub-phylum: Vertebrata
Phylum: Chordata

Kingdom: Animalia

Nota. Por Bezerra et al., 2013.
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Habitat

Es un pez nativo de la cuenca hidrografica del Amazonas, excepto las areas de Bolivia 'y
el sur de Peru (Alcantara et al., 2006). No obstante, se estima que hace 30 afios, fue
introducido accidental o intencionalmente desde la cuenca del rio Ucayali a la cuenca de Madre
de Dios en Peru y ahora se ha extendido por toda la cuenca amazdnica del norte de Bolivia
(FAQ, 2023). Se ha informado que el paiche también ha sido introducido en China, Filipinas,
Singapur, Tailandia, Cuba y México (Reinoso, 2021). A. gigas tiene estrategias para adaptarse
a las variaciones diarias y anuales del nivel del agua y a diversos ambientes de llanura aluvial,
asi como a temperaturas que oscilan entre 14 y 31 °C (Bezerra et al., 2013). A. gigas vive
principalmente en aguas blancas de las llanuras aluviales del Amazonas, las tierras bajas de la
region de Varzea, incluidos bosques inundados, rios, lagos y drenajes costeros, generalmente
hasta los primeros rapidos importantes o cascadas de un rio (Alcantara et al., 2006). Durante la
sequia se encuentran principalmente en lagos y en el canal principal que atraviesa el sistema
de llanura aluvial; algunos también se encuentran en areas poco profundas de los conductos de
rios y lagos (Bezerra et al., 2013).
Morfologia

A. gigas tiene un cuerpo subcilindrico y extendido que se va aplanando gradualmente
desde el origen de la aleta dorsal (Reinoso, 2021). La cabeza plana y el espacio entre los ojos
es pequefo en relacion con el cuerpo y corresponde aproximadamente al 10% del peso total
(Alcantara et al., 2006). Existen 58 placas 6seas de diferentes tamafos distribuidas en la
superficie de la cabeza; cada una de estas placas tiene de 6 a 8 poros en su extremo posterior
(Bezerra et al., 2013). La boca superior del pez es grande y oblicua, con prognatismo en la
mandibula inferior, la aleta dorsal se origina en el tercio posterior del cuerpo y sus ultimos
radios pasan mas alla del origen caudal (FAO, 2023). La aleta anal comienza dos filas de
escamas detras del origen de la dorsal y la aleta caudal es redondeada; las aletas abdominal y

ventral son mucho méas tardias (FAO, 2023).
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Caracteristicas de las Escamas. El cuerpo del A. gigas esta cubierto de escamas
elasmoideas (véase Figura 3), compuestas por una capa exterior altamente mineralizada que
proporciona resistencia a la penetracion a través de su dureza, y una capa interior de laminillas
colagenosas (50 - 60 mm de espesor para cada una) mas ductil, siguiendo un patrén tipo
Bouligand, que le confiere un alto grado de deformabilidad (Yang et al., 2019; Yang et al.,
2014). La capa exterior de las escamas del paiche contiene crestas y protuberancias en
pequefas areas divididas (~3 mm?), que se cree que mejoran la flexibilidad de las escamas,
generando asi una ceramica “ductil’ (Yang et al., 2019). El resultado es una escama dura con
una resistencia excepcional al agrietamiento por la penetracion de los dientes de los

depredadores (Reinoso, 2021).

Figura 3

Morfologia y escamas del paiche adulto.

Nota. Elaboracion propia. Proyecto de vinculacion de la Universidad de las Fuerzas Armadas.
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Quitosano

El quitosano (Numero CAS 9012-76-4) es un biopolimero policationico, que se obtiene
de la desacetilacion parcial o total de la quitina, compuesto de unidades de D-glucosamina
(GlIcN) y N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) unidas por enlaces glicosidicos p-(1—4) como se
muestra en la Figura 4 (Dotto et al., 2017). Cuando la fraccién de unidades de GIcN es superior
al 50%, el polimero se denomina comunmente quitosano y el numero de unidades glicosidicas
de GlIcN se denomina grado de desacetilacion (DDA) (Davis, 2011). Quitina, por otro lado, es el
término utilizado cuando la fraccién de unidades glicosidicas N-acetiladas son superiores al
50% y el numero de unidades de GIcNAc se denomina grado de acetilacién (DA), por lo que,
matematicamente: DDA = 1 — DA (Jennings & Bumgardner, 2016; Crini, 2022; Davis, 2011). Se
sabe que los grupos NH» y OH de la estructura del quitosano son los principales responsables

de sus propiedades y de sus ilimitadas aplicaciones potenciales (Broek & Boeriu, 2020).

Figura 4
Representacion esquematica de quitina completamente acetilada, quitosano completamente

desacetilado y quitosano comercial.

CH,0OH CH,OH

Quitina  \cocn, Quitosano
CH,0H Quitosano comercial NH,

OH
OH 0 0

DA 1-DA
NHCOCH, CH,0H

Nota. Adaptado de Crini, 2022.
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Existen ciertos parametros para diferenciar la quitina del quitosano ademas del DDA,
por ejemplo, el quitosano es altamente reactivo e hidrolizable por lipasas, a diferencia de la
quitina (Crini, 2022); ademas, sus propiedades tecnolégicas como la versatilidad en
implementacién de biomateriales también son diferentes (Dotto et al., 2017). Otra definicién
para distinguir la quitina del quitosano se basa en su diferencia de solubilidad en agua, de
hecho, la quitina es un material inerte e insoluble en agua porque sus cadenas de
macromoléculas hidréfobas tienen un bajo contenido de grupos amino (Jennings &
Bumgardner, 2016). La quitina también es insoluble en acidos diluidos, bases diluidas,
concentradas y disolventes organicos; solo es soluble en altas concentraciones de soluciones
de acido clorhidrico, sulfurico y fosférico (Broek & Boeriu, 2020). Por otra parte, el quitosano
como biopolimero hidréfilo es soluble en acidos diluidos (pH < 6) como el acido acético acuoso
ya que los grupos amino libres protonados en la GIcN facilitan la solubilidad de la molécula
polimérica (Broek & Boeriu, 2020; Kim, 2010; Davis, 2011).

El quitosano es un polimero no téxico, biodegradable, de alto peso molecular y muy
similar a la celulosa, una fibra vegetal (Hasan et al., 2022). Dependiendo de la fuente y el
procedimiento de preparacion, su peso molecular puede oscilar entre 300 y mas de 1000 kDa
con un DDA del 30% al 95% (Kim, 2010), aunque por convencion, solo los polimeros con mas
del 50% de DDA se denominan quitosano (Jennings & Bumgardner, 2016). Las propiedades
funcionales del quitosano (véase Tabla 1), como la formacién de biopeliculas, la actividad
antimicrobiana y el uso como agente espesante, estan relacionadas con su peso molecular y
DDA (Thomas et al., 2020b). Estos dos parametros son muy importantes porque afectan las
posibles aplicaciones de los quitosanos en diversos campos. Por ejemplo, el quitosano de bajo
peso molecular tiene baja viscosidad, lo que limita sus aplicaciones y sus oligdmeros no forman
peliculas (Kim, 2010). Ademas, el efecto antimicrobiano del quitosano es mas fuerte si el peso

molecular es superior a 100 kDa y tiene un DDA alto (Kim, 2010).
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Propiedades del Quitosano

Tabla 1

Propiedades detalladas del quitosano.

Tipo de propiedad

Descripcién

Fisicoquimicas

Biologicas

Tecnolbgicas

Aminopolisacarido lineal con alto contenido de nitrégeno.
Biopolimero hidrofilico con alta cristalinidad y reactividad.
Base débil, nucledfilo potente: pKa ~ 6,3 - 6,5

Soluble en soluciones acidas diluidas.

Insoluble en agua y disolventes organicos.

Capacidad de formar enlaces de hidrogeno.

Propiedades electrostaticas, quelantes y complejantes.
Retencién de agua, conductividad idnica y comportamiento reoldgico.
No toéxico, biodegradable y biocompatible.

Propiedades de microencapsulacién y bioadhesion.

Efecto antimicrobiano: fungicida y bactericida.

Antiacido, antioxidante, antiinflamatorio y efecto analgésico.
Antidiabético, anticancerigeno y antitumoral.

Estimulacion de la regeneracién ésea y curaciéon de heridas.
Polielectrolito a pH acido.

Propiedades tensoactivas y de biosorcion.

Agente hidratante, coagulante y floculante.

Viscosidad y capacidad de gelificacion.

Alta versatilidad: soluciones, biosorbentes, fibras, biopeliculas, etc.

Nota. Adaptado de Crini, 2022; Broek & Boeriu, 2020; Jennings & Bumgardner, 2016.
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Aplicaciones del Quitosano

Este biopolimero destaca por ser altamente susceptible a la modificacidon quimica a
través de uno de sus tres grupos funcionales reactivos: el grupo amino, asi como los grupos
hidroxilo primario y secundario en C(2), C(3) y C(6) respectivamente (Hasan et al., 2022). La
presencia de estos grupos funcionales permite una facil modificacion del quitosano mediante
reacciones quimicas controladas ademas de poder alterar quimicamente sus propiedades en
solucion (Thomas et al., 2020b). Por este motivo, debido a sus propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas unicas, existen aplicaciones en diversos sectores de interés comercial (véase Tabla
2), como son la industria alimentaria, agricultura, agroquimica, acuacultura, cosmetologia,
biomedicina, farmacéutica, biotecnologia, tratamiento de aguas residuales, industrias del papel,
los textiles, el cemento y la produccién de combustibles (Thomas et al., 2020a; Thomas et al.,
2020b; Crini, 2022; Dotto et al., 2017; Davis, 2011; Kim, 2010).
Tabla 2

Principales areas de aplicacion del quitosano.

Area de aplicacién Ejemplos

Industria alimentaria  Aditivos, agentes antimicrobianos, espesantes, agentes
encapsulantes, precipitaciones de proteinas, conservantes de frutas y
verduras, nutracéuticos, industria de bebidas, agentes clarificantes,
agentes reguladores de la acidez, enologia, biopeliculas comestibles,
empaques activos.

Agricultura Elicitor, mejora del suelo, suplemento y aditivo alimenticio, tratamiento
de semillas, sanidad vegetal, biopesticida, conservacion de frutas,

acuacultura.
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Area de aplicacién

Ejemplos

Biomedicina

Biotecnologia

Cosmetologia

Aguas residuales

Industrial papelera

Industrial textil

Otros

Administracion de medicamentos, formulaciones terapéuticas,
vectorizacion de medicamentos, vacunas, adhesivos, hilos
quirurgicos, cicatrizacion de heridas, piel artificial, medicina
regenerativa, sustitutos éseos, implantes, odontologia, oftalmologia,
dermatologia, inmunologia, hematologia, terapia génica, terapia
contra el cancer, bioimagen, medicina veterinaria.

Microbiologia, enzimologia, recuperacion celular, separaciéon de
proteinas, biosensores, biodispositivos, analisis metabdlico de fluidos.
Productos para el cuidado de la piel y la higiene bucal, champu,
fragancias, desodorantes, antitranspirantes, cosmecéuticos.
Biosorcion de metales y colorantes, biocoagulacion, biofloculacién,
clarificacion, biofiltracion, eliminaciéon de olores, deshidratacion de
lodos, agente antiincrustante, desnitrificacion bioldgica, filtracion por
membrana, ultrafiltracion asistida por polimeros.

Fabricacién de papel, aditivos en el proceso de produccion, industria
tabacalera, papel autocopiativo, papel higiénico, agente complejante.
Fabricacién de fibras y tejidos, ropa interior sanitaria, material médico
textil, cosmetotextiles.

Separacion de disolventes, detergentes, plasticos, pinturas,
cromatografia, disolventes verdes, produccion de biodiésel, industria
petrolera, industria del cemento, catalisis, electroquimica, puntos

cuanticos, disolventes eutécticos profundos, eliminaciéon de CO..

Nota. Adaptado de Crini, 2022; Hasan et al., 2022; Dotto et al., 2017.
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Fuentes del Quitosano

El quitosano es el segundo biopolimero natural mas abundante después de la celulosa
en términos de disponibilidad, con una disponibilidad de mas de 10 gigatoneladas (1x10") al
afio (Jennings & Bumgardner, 2016). Actualmente, los crustaceos marinos (especialmente
camarones, cangrejos y langostas) son la principal fuente de extraccion comercial de quitosano
porque una gran cantidad de desechos estan disponibles como subproductos renovables y de
bajo costo de la industria pesquera en muchos lugares del mundo (Crini & Lichtfouse, 2019).
Otras fuentes menores de origen acuatico usadas comunmente para obtener quitosano a
escala de laboratorio incluyen a los calamares, sepias, moluscos, celentéreos y escamas de
ciertos peces (Dotto et al., 2017). En cuanto a las fuentes terrestres destacan los hongos y
setas, insectos (escorpiones, arafas, escarabajos, mosquitos, cucarachas, abejas, avispas,
hormigas, grillos, langostas, mariposas), ciertos microorganismos (algas, levaduras, esporas) y
los nematodos (Thomas et al., 2020b).
Produccién de Quitosano

En general, se utilizan 3 métodos principales para la obtencién de quitosano: el proceso
quimico convencional, el método enzimatico y el método fermentativo (Dotto et al., 2017;
Thomas et al., 2020a; Broek & Boeriu, 2020). En la Figura 5 se puede visualizar una
comparacion de estas tres metodologias utilizadas para la obtencion de quitosano. En el
proceso convencional y enzimatico, las fuentes comiunmente son crustaceos, insectos o
moluscos (Dotto et al., 2017). En primer lugar, la quitina se aisla de las materias primas
mediante varios tratamientos quimicos o mediante proteasas, que eliminan cenizas, proteinas,
colores y sabores (Broek & Boeriu, 2020). Luego, la quitina se convierte en quitosano mediante
desacetilacion alcalina o un grupo de enzimas denominadas quitina desacetilasas (Dotto et al.,
2017). La purificacion se puede realizar mediante varias etapas de disolucion, precipitacion,

centrifugacion y, finalmente, se emplea la etapa de secado (Jennings & Bumgardner, 2016).
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Por otra parte, en el proceso fermentativo, el quitosano se obtiene a partir de hongos
principalmente (Broek & Boeriu, 2020). Inicialmente, la biomasa fungica que contiene complejos
de glucano con quitina o quitosano se obtiene mediante fermentacion (Broek & Boeriu, 2020).
Luego, la biomasa se separa del medio de fermentacion mediante filtracion, se seca y se
realizan pasos secuenciales para extraer el quitosano (Dotto et al., 2017). Se sabe que cada
proceso tiene ventajas e inconvenientes, pero, en el presente trabajo, sélo se abordara el
proceso convencional ya que es el mas comun y se utiliza industrialmente.

Figura 5

Comparacion de los tres principales métodos de produccién de quitosano.

Enzymatic Chemical Fermentation

Seafood wastes
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Nota. Por Crini & Lichtfouse, 2019.
Pretratamiento. El paso de pretratamiento agrupa todas las actividades necesarias en
la preparacién de la biomasa para la extraccién de quitosano, esto puede comprender la

eliminacién de tejidos blandos mediante raspado, ebullicion y presién (Dotto et al., 2017).
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También se aplica un tratamiento fisico para modificar el tamafio del material, incluido el corte,
la molienda y el tamizado en tamafios mas pequefos para facilitar el proceso de extraccion
(Kurniawan et al., 2019). Se recomienda obtener tamafos de particula de la materia prima en
numeros de malla N20, N40, N50 y N60 para asegurar un mejor rendimiento (Samar et al.,
2013; Putri et al., 2021). De igual forma, se recomienda secar la muestra pretratada a 80°C en
un horno de aire caliente durante 2 o 3 dias (Varun et al., 2017).

Desmineralizacién. El objetivo principal de esta etapa es la reduccién del contenido de
cenizas (contenido mineral) en la materia prima pretratada, las cenizas estan compuestas
principalmente por carbonatos, fosfatos y otras sales minerales (Varun et al., 2017). La
desmineralizacién se realiza principalmente con una proporcion de materia prima y solucion de
1:10 (p/v), utilizando soluciones diluidas de acido clorhidrico (HCI) en un rango de
concentracién de 1 al 10% (v/v), bajo agitacion y temperatura ambiente (20 - 30 °C), durante
periodos de tiempo cortos (1 - 3 h) (Dotto et al., 2017). Este tratamiento asegura la eliminacion
completa del contenido mineral, sin degradacién de las cadenas poliméricas de quitina (Varun
et al., 2017). Esta reaccion utiliza acido clorhidrico para descomponer el carbonato de calcio en
cloruro de calcio con la liberacién de agua y didxido de carbono (Thomas et al., 2020b).
También se pueden utilizar otros acidos, como el acido nitrico (HNO3), acido sulfurico (H2SO.),
acido formico (HCOOH), acido acético (CH3COOH) y acido etilendiaminotetraacético (EDTA);
estos acidos son eficaces, pero pueden provocar dafios en la estructura de la quitina, por
ejemplo, despolimerizacion (Dotto et al., 2017). Posteriormente, las cascaras desmineralizadas
se filtran al vacio y se lavan con agua destilada durante 30 minutos hasta que el pH se vuelva
neutro, finalmente, se secan en un horno a unos 60°C durante 24 horas (Thomas et al., 2020b).

Desproteinizacion. En este proceso, se emplea un tratamiento con alcalis para eliminar
el contenido de proteinas adherido a los desechos de los crustaceos (Broek & Boeriu, 2020),
entre los reactivos comunmente utilizados se encuentra el hidroxido de sodio (NaOH), hidréxido

de potasio (KOH), carbonato de sodio (Na2CO3), bicarbonato de sodio (NaHCO3), carbonato de
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potasio (K2CO3), hidroxido de calcio [Ca(OH)2], sulfito de sodio (Na2S0O3), bisulfito de sodio
(NaHSO:3), bisulfito de calcio [CaHSO3], fosfato de sodio (NasPO.), y sulfuro de sodio (NaxS)
(Thomas et al., 2020b). La opcidén mas comun es el uso de NaOH en una proporcion de materia
prima y solucion de 1:20, 1:10, 1:8 o 1:5 (p/v), concentracién del 1 al 10% (v/v) bajo agitacion
continua, la temperatura utilizada en esta operacién varia de 20 a 100 °C y el periodo de
tiempo varia de 2 a 72 horas (Fuentes, 2021; Tello, 2017; Varun et al., 2017; Putri et al., 2021).
La desproteinizacion requiere un control efectivo del tiempo y la temperatura, ya que las altas
temperaturas y periodos de tiempo prolongados pueden provocar despolimerizacién y
desacetilacién (Thomas et al., 2020b). Una forma alternativa de desproteinizacion es el
tratamiento enzimatico con proteasas como la pepsina, tripsina y papaina, esta alternativa
enzimatica es mas suave, pero menos eficaz que el tratamiento alcalino (Dotto et al., 2017).
Despigmentacion. Esta operacion se encarga de eliminar pigmentos y olores (Fuentes,
2021). Para este fin se utilizan habitualmente etanol, acetona, permanganato de potasio
(KMnQ,), hipoclorito de sodio (NaOCI) o perédxido de hidrégeno (H202) con concentraciones
que van desde el 2% al 6,5% (p/v) (Tello, 2017; Dotto et al., 2017). Si la materia prima son los
crustaceos, en este paso se puede emplear la extraccion con disolventes para la recuperacion
de un pigmento rosa-anaranjado denominado astaxantina, el cual es conocido por su actividad
antioxidante (Dotto et al., 2017). Es importante resaltar que, a los pasos antes mencionados de
desmineralizacién y desproteinizacion les siguen varios lavados consecutivos con agua
destilada hasta alcanzar un pH neutro (Fuentes, 2021). El producto de la desmineralizacion,
desproteinizacion y desodorizacion/despigmentacién es la quitina, la cual luego puede secarse
para su uso posterior o desacetilarse inmediatamente para producir quitosano (Tello, 2017).
Desacetilacién. La reaccion de desacetilacién es el paso mas importante en el que la
quitina se convierte en quitosano debido a que los grupos acetamido en la posicion C-2 se
convierten en grupos amino (NH2) (Broek & Boeriu, 2020). Cuando el porcentaje de grupos

amino alcanza alrededor del 50% o mas, el polimero se vuelve soluble en medios acidos
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acuosos y se llama quitosano (Kim, 2010). Existen dos métodos de desacetilacion quimica
(homogéneo y heterogéneo) que permiten obtener quitosano con diferentes DDA para
aplicaciones especificas como lo indica la Figura 6. Se puede realizar un proceso de
desacetilacién homogéneo en dos pasos para producir quitosano soluble con un DDA de entre
48% y 55% (Hasan et al., 2022). Este proceso produce desacetilacion con grupos acetilo
distribuidos uniformemente a lo largo de la cadena de la estructura del quitosano (Hasan et al.,
2022). En la desacetilacion homogénea la quitina se trata con NaOH al 40 - 50% (p/v) a
temperatura ambiente (25 °C) durante 3 horas seguidas de una disolucién en hielo picado a
aproximadamente 0 °C (Thomas et al., 2020b).

También se puede realizar una desacetilacion heterogénea en un proceso de un solo
paso con quitina solida para obtener un DDA del 85 al 99% (Kim, 2010). En estas condiciones,
principalmente las zonas amorfas se ven afectadas, lo que lleva a un patron de distribucion
irregular del residuo de N-acetil-D-glucosamina (Broek & Boeriu, 2020). La desacetilacion
heterogénea se realiza comunmente con concentraciones altas de alcali acuoso del 40 al 50 %
(p/v), a temperaturas mas altas (100-160°C) y se prefiere para fines industriales (Broek &
Boeriu, 2020).

Los principales factores que afectan la reaccién de desacetilacidon son la concentracion
de alcali, el tiempo de reaccion, la relacion solido-liquido, la temperatura y el tamafo de las
particulas de quitina (Dotto et al., 2017). Se estan investigando algunas técnicas alternativas
para mejorar o sustituir la hidrélisis alcalina convencional, que incluyen medios enzimaticos,
explosién de vapor, desacetilacion asistida por microondas y desacetilacién asistida por

ultrasonidos (Dotto et al., 2017; Samar et al., 2013).
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Relacion entre las caracteristicas del quitosano y sus aplicaciones.
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Nota. MW: peso molecular y DD: grado de desacetilacion. Adaptado de Crini, 2022.

Purificacion. En este paso, el producto de la desacetilacion se disuelve en medio

acido generando una solucion viscosa con una fraccion insoluble, la cual esta compuesta por

impurezas, principalmente cenizas que no fueron eliminadas por completo en el paso de

desmineralizacién (Thomas et al., 2020b). A continuacion, esta solucién viscosa se centrifuga o
filtra y se desecha la fraccién insoluble, luego se anade un alcali, formando una suspension con
el quitosano precipitado (Davis, 2011). Posteriormente la suspensioén se centrifuga nuevamente
generando quitosano puro (90 - 95%) en forma de pasta, los pasos mencionados anteriormente
se pueden repetir muchas veces con el objetivo de obtener un quitosano de alta pureza
(>99%), cuyo precio por kg varia desde los 1000 a los 1300 ddlares americanos (Dotto et al.,
2017).

Secado. Finalmente, esta ultima operacién en la obtenciéon de quitosano es muy

importante para garantizar el contenido de humedad necesario para el almacenamiento del
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producto, sin provocar alteraciones en el material (Davis, 2011; Espinales & Hojas, 2020). En
general, después del secado, el producto deseado debe contener un contenido de humedad
inferior al 10% (base humeda), para asegurar buenos aspectos fisicoquimicos y microbiolégicos
durante periodos prolongados de almacenamiento (Arantes et al., 2014). La polimerizacion y
las reacciones de Maillard son las principales alteraciones que se deben evitar durante la
operacién de secado (Arantes et al., 2014). Algunas técnicas generalmente utilizadas son el
secado en bandeja por conveccion, secado en lecho fluido, secado por aspersion, secado al
sol, secado en horno, secado por infrarrojos, liofilizacién y secado sobrecalentado a baja
presion (Dotto et al., 2017).

Biopeliculas de Quitosano

Como envase activo para alimentos, el quitosano se puede aplicar a los alimentos en
forma de una biopelicula o recubrimiento comestible (Elsabagh et al., 2023). En general, el
quitosano regula el intercambio de gases, inhibe la tasa de respiracion y reduce la tasa de
produccion de etileno durante el periodo de almacenamiento de frutas (Zarate et al., 2023). Se
ha informado que el quitosano es fungistatico y bacteriostatico, es capaz de inducir respuestas
de defensa del huésped, incluida la acumulacién de hidrolizados antifiingicos y fitoalexinas
(Samar et al., 2013; Xing et al., 2016). Ademas, los estudios muestran que la aplicacion de
quitosano tiene un efecto beneficioso en la preservacién de la firmeza, la acidez titulable, el
contenido de agua, el contenido de sélidos totales y el mantenimiento del color en vegetales
frescos perecederos (Crini & Lichtfouse, 2019; Ooi et al., 2021).

Efecto Antioxidante de las Biopeliculas de Quitosano. Se ha informado que el
quitosano es un polimero con excelentes propiedades antioxidantes, esta actividad se
correlaciona con la fuente del material, el peso molecular y el DDA como se establece en la
Tabla 3 (Samar et al., 2013). Por ejemplo, se ha demostrado que los recubrimientos que
contienen 1, 2 y 3% de quitosano con un alto grado de DDA prolongaron la calidad del fruto de

guayaba (Psidium guajava) durante el almacenamiento, a través del aumento de la capacidad
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de eliminacion de radicales (Crini & Lichtfouse, 2019; Kim, 2010). Ademas, la presencia de
recubrimientos de quitosano contribuye a un aumento en la actividad de las enzimas
antioxidantes que controlan el metabolismo de las especies reactivas de oxigeno (Samar et al.,
2013). Se ha registrado que el recubrimiento de rodajas de melon recién cortadas con una
biopelicula de quitosano podria mejorar la firmeza, el color y mantener el contenido de vitamina
C y carotenoides, lo que podria prolongar su vida util hasta 15 dias (Carvalho et al., 2016). Este
recubrimiento también redujo los niveles de radical peroxido de hidrégeno y condujo a un bajo
grado de peroxidacion lipidica; la alta calidad visual y las bajas enzimas asociadas al
pardeamiento enzimatico también se encontraron en las rodajas de melén tratadas con
quitosano (Carvalho et al., 2016).

Tabla 3

Relacioén entre los parametros estructurales y actividades biolégicas del quitosano.

Actividad biolégica Relacion con el parametro estructural
Analgésico Directamente proporcional al DDA
Antimicrobiano Directamente proporcional al DDA y PM
Antioxidante Directamente proporcional al DDA

Inversamente proporcional al PM

Biodegradabilidad Inversamente proporcional al DDA y PM
Biocompatibilidad Directamente proporcional al DDA
Cristalinidad Inversamente proporcional al PM
Solubilidad Directamente proporcional al DDA
Viscosidad Directamente proporcional al DDA

Nota. DDA: grado de desacetilcacion. PM: peso molecular. Adaptado de Hasan et al., 2022.
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Efecto Antibacteriano de las Biopeliculas de Quitosano. Recientemente se han
propuesto varios mecanismos de actividad antimicrobiana del quitosano. Una de las hipétesis
afirma que el quitosano podria inhibir el crecimiento de bacterias al formar complejos con
elementos o nutrientes esenciales (Crini & Lichtfouse, 2019). Otro mecanismo potencial de
actividad antimicrobiana del quitosano puede estar relacionado con la unién del quitosano
cargado positivamente a la superficie bacteriana cargada negativamente, lo que conduce a una
fuga intracelular y, en consecuencia, a la muerte celular (Xing et al., 2016). La presencia de
grupos amino (NHs*) de la glucosamina en el quitosano provoca la capacidad de interactuar
directamente con la membrana celular, el acido teicoico en las bacterias Gram positivas y los
lipopolisacaridos en las bacterias Gram negativas son responsables de crear enlaces con el
quitosano (Elsabagh et al., 2023). De esta manera, se crea una capa impermeable alrededor de
la célula, que impide el transporte de sustancias esenciales al interior (Elsabagh et al., 2023). El
ultimo mecanismo propuesto de actividad antimicrobiana del quitosano incluye la interaccion
entre el quitosano y los productos de hidrdlisis del ADN microbiano, lo que conduce a la
inhibicion del ARNm y la sintesis de proteinas (Varun et al., 2017).

Efecto Antifungico de las Biopeliculas de Quitosano. Segun la literatura, el
quitosano tiene una gran actividad antifungica contra hongos sensibles al quitosano (Crini,
2022). La hipotesis predice que el quitosano con carga positiva puede interactuar con los
fosfolipidos con carga negativa de la membrana celular del hongo sensible, provocando la
destruccion de la membrana y la entrada a la célula, en cambio, la membrana celular de los
hongos resistentes al quitosano forma una barrera para el quitosano y este polisacarido
permanece en la superficie exterior (Crini & Lichtfouse, 2019). Se ha concluido que la razén de
la diferencia en la permeacion entre hongos resistentes y sensibles al quitosano radica en que
las membranas plasmaticas de los hongos sensibles tienen mas acidos grasos poliinsaturados
que los hongos resistentes, lo que sugiere que su permeabilizacion por el quitosano puede

depender de la fluidez de la membrana (Palma et al., 2010). Se ha demostrado que el
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quitosano de origen fungico con bajo peso molecular y alto DDA tiene la mayor actividad
antifungica contra Candida spp. (Tayel et al., 2010). También se ha registrado su efectividad
con altas zonas de inhibicion contra cuatro hongos fitopatégenos diferentes: Rhizoctonia solani,
Fusarium oxysporum, Colletotrichum accutatum y Phytophthora infestans (Divya et al., 2018).
Formulacion de Biopeliculas Basadas en Quitosano

Aunque las biopeliculas de quitosano tienen propiedades reconocidas que les permiten
ser aplicados en sistemas alimentarios, también tienen algunos inconvenientes que restringen
su uso en condiciones especificas, debido a su baja resistencia a la difusién del vapor de agua
y su resistencia a la traccion relativamente baja, especialmente en ambientes humedos
(Thomas et al., 2020c). Como resultado, existen una serie de estrategias que se han utilizado
en la literatura, como la reticulacién o mezcla con biopolimeros (lipidos, polisacaridos,
proteinas, nanocristales de celulosa, etc.), para reducir su sensibilidad al agua (Kim, 2010). La
mezcla de polimeros es uno de los métodos mas eficaces para obtener nuevos materiales con
las propiedades deseadas (Rhim et al., 2006). Mezclando quitosano con otros componentes
con diferentes propiedades mecanicas, de permeabilidad y épticas se pueden obtener peliculas
con propiedades adaptadas a la aplicacién deseada (Thomas et al., 2020c).

Combinacién con Plastificantes. En comparacion con las peliculas plasticas
sintéticas, una limitacion importante de las biopeliculas a base de quitosano son sus
propiedades mecanicas, especialmente su capacidad de elongacion y uno de los medios mas
comunes para mejorar este aspecto es agregar un plastificante a la formulacion (Dotto et al.,
2017). Los plastificantes son aditivos utilizados para fabricar peliculas con mayor porcentaje de
alargamiento a la rotura y mas flexibles, necesarios para facilitar el procesamiento y las
aplicaciones de los polimeros (Dotto et al., 2017). Los tipos de plastificantes ampliamente
utilizados en las peliculas de quitosano son polioles (glicerol, sorbitol y polietilenglicol),
azucares (glucosa y sacarosa) y lipidos (Davis, 2011). El glicerol es el plastificante mas

utilizado en la elaboracién de polimeros biodegradables, especialmente en biopeliculas de
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quitosano ya que reduce los valores de resistencia a la traccién y aumenta el alargamiento
relativo porcentual a rotura (Broek & Boeriu, 2020). Sin embargo, el efecto del glicerol en la
matriz de quitosano depende del solvente utilizado, pH de la solucién, grado de desacetilacion,
peso molecular y tiempo de almacenamiento, entre otros (Broek & Boeriu, 2020).

Combinacién con Otros Polisacaridos. Diversos estudios han evaluado coémo afecta
la combinacion e interaccion del quitosano con otros polisacaridos como la celulosa, agar-gar,
kefiran, almidén, goma xantana, goma guar, entre otros (Maharsih et al., 2021; Rhim et al.,
2006; Tokatl & Demirddven, 2020; Yusof et al., 2019). Las modificaciones en las propiedades
de la pelicula debido a la interaccion entre polisacarido-polisacarido dependen de la estructura
y propiedades intrinsecas del polisacarido seleccionado (Crini & Lichtfouse, 2019). En el caso
del almidén, las interacciones quitosano-almidén son mas complejas, y las modificaciones en
las propiedades mecanicas y de barrera dependen del origen, estructura (relacién amilosa-
amilopectina) del almidén, las propiedades del quitosano y el disolvente utilizado (Crini &
Lichtfouse, 2019). La formulacién de soluciones filmogénicas de quitosano-almidén permite
lograr una disminucién de la resistencia a la traccion y del nivel de degradacion que presenta
cada polisacarido cuando se forman biopeliculas por separado (Yusof et al., 2019; Maharsih
et al., 2021).
Preservacion de Vegetales y Frutas de Primera Gama

Las verduras y frutas frescas que no han recibido ningun tratamiento de conservacién
(primera gama alimentaria) se caracterizan por ser alimentos muy perecederos ya que
contienen 80-90% de agua en peso (Dhall, 2013). Si se dejan sin cuticula, el agua comienza a
evaporarse rapidamente, lo que reduce la vida util del producto, entre la cosecha y el consumo
se producen pérdidas importantes en calidad y cantidad de frutas y hortalizas frescas (Zarate
et al., 2023). Cuando se recolecta el fruto se produce un cambio del equilibrio gaseoso entre el
consumo de oxigeno y la produccion de dioxido de carbono, en esta nueva condicion, las

células no se renuevan y las tasas de transferencia de gases aumentan, provocando una
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pérdida metabdlica y llevando el fruto a una maduracién gradual y eventual senescencia (Dhall,
2013). Ademas, la contaminacién de la pulpa de la fruta puede ocurrir a partir de la piel,
provocando deterioros bioquimicos como pardeamiento, desarrollo de sabores desagradables y
degradacion de la textura, disminuyendo la calidad de la fruta y aumentando el riesgo para el
consumidor debido a la presencia de microorganismos patégenos (Xing et al., 2016). Por
ejemplo, varios tipos de Salmonella, asi como E. coli O157:H7, han estado implicados en
brotes transmitidos por alimentos por el consumo de meldn y sandia (Harris et al., 2003). La
extension éptima de la vida postcosecha de los productos alimenticios depende criticamente de
tres factores: (1) reduccion de la desecacion, (2) reduccion del proceso fisioldgico de
maduracién y senescencia, y (3) reduccion del inicio y la tasa de crecimiento microbiano (Harris
et al., 2003). Es en esta situacién, en la que los recubrimientos comestibles podrian contribuir a
extender la vida util de frutas y verduras frescas al reducir la humedad y la migracion de
solutos, el intercambio de gases, la respiracion y la oxidacion (Dhall, 2013).
Generalidades de la Uvilla

La uvilla, uchuva o aguaymanto (Physalis peruviana) es una planta originaria de los
Andes sudamericanos perteneciente a la familia de las Solanaceas (Carpio et al., 2018). Esta
planta produce frutos jugosos parecidos a bayas de color amarillo anaranjado, con un diametro
entre 1,25 - 2,50 cm y un peso entre 4 - 10 g, dependiendo de las condiciones de cosecha
(Agudelo et al., 2023; Carpio et al., 2018). La uvilla produce un fruto climatérico caracterizado
por un sabor agridulce y fresco, textura y aroma agradable, el cual, a su vez, tiene un alto valor
nutricional debido a la notable presencia de compuestos como vitaminas (acido ascoérbico,
tiamina, riboflavina y niacina) y minerales (calcio, fésforo y hierro) (Cardenas et al., 2021; Vega
et al., 2020; Munoz et al., 2021). Ademas, tiene un alto contenido en carotenos y otros
compuestos minoritarios que favorecen su capacidad antioxidante y le confieren un efecto
hepatoprotector, antimutagénico, depurativo, fortalecedor del sistema inmunolégico y reductor

del colesterol, el azucar en sangre (Agudelo et al., 2023; Mufioz et al., 2021).
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Caracteristicas Postcosecha de la Uvilla. No obstante, la forma mayoritaria de
comercializacion es fresca, lo que convierte al fruto de la uvilla en un alimento altamente
perecedero debido a su contenido de humedad, sensibilidad al etileno, alta actividad
respiratoria y la incidencia de procesos de maduracién que aceleran el fenémeno de
senescencia y determinan el detrimento de su textura, sabor y aroma; limitando asi su vida util
entre 10 y 12 dias, aproximadamente (Agudelo et al., 2023; Cardenas et al., 2021).
Generalidades del Tomate Cherry

El tomate cherry, tomate cereza, tomate pasa o tomate uva (Solanum lycopersicum var.
cerasiforme), es una planta herbaceas anual o perenne de la familia Solanaceae (Z. Yang
et al., 2023; Reis et al., 2015). Esta variedad de tomate es delicada y de apariencia pequena,
presenta un periodo reproductivo corto y un periodo de suministro largo (Tsouvaltzis et al.,
2023). El tomate cherry, que es basicamente una fruta, pero a veces se considera una verdura,
es bastante popular y se consume en todo el mundo (Z. Yang et al., 2023). El fruto se presenta
numerosamente (15 - 50) en racimos largos, se caracteriza por tener una forma redonda, un
color brillante, sabor intenso tipicamente agridulce y tener un peso entre 10y 30 g (Razali et al.,
2021; Kumar et al., 2020; Z. Yang et al., 2023). Ademas, destacan por ser resistentes a las
enfermedades y tolerantes a una humedad relativa elevada (> 80%) (Z. Yang et al., 2023).

El tomate cherry es una gran fuente de vitaminas, minerales y fibra, importantes para la
nutricion y la salud humana (Reis et al., 2015). No obstante, el valor nutricional del tomate se
atribuye principalmente a componentes de alta capacidad antioxidante, como el licopeno, -
caroteno y fenoles solubles totales; cuya concentracion se ve afectada tanto por factores pre
como postcosecha (Tsouvaltzis et al., 2023). El contenido de licopeno del tomate cherry supera
los 10 mg/100 g de peso fresco y su ingesta se ha relacionado con una menor incidencia y
gravedad de varios tipos de cancer y enfermedades cardiacas (Z. Yang et al., 2023). Por otra
parte, el B-caroteno exhibe fuertes funciones quimioprotectoras y una mayor actividad de la

provitamina A en el metabolismo humano (Tsouvaltzis et al., 2023).
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Caracteristicas Postcosecha del Tomate Cherry. El fruto del tomate cherry es
climatérico y perecedero con una vida util corta que oscila entre 15 y 21 dias dependiendo de
las condiciones de almacenamiento (Kumar et al., 2020). El color es el rasgo externo mas
importante para evaluar el estado de maduracién y vida postcosecha y, a su vez, incide en la
decision del consumidor sobre su compra (Razali et al., 2021). Los cambios de color de verde a
naranja y luego a rojo que se observan durante la maduracién de los frutos del tomate, se
deben a la sintesis de carotenoides, especificamente licopeno y B-caroteno, asi como a la
descomposicién de la clorofila, debido a la conversion de cloroplastos en cromoplastos (Razali
et al., 2021). El color externo de los frutos del tomate se determina mediante colorimetros que
miden la luminosidad (L*), asi como los parametros a* y b* (Z. Yang et al., 2023). Durante la
maduracién de los frutos de tomate, el parametro a* y la relaciéon a*/b* aumentan, mientras que
el angulo de tonalidad, el parametro b* y la luminosidad (L*) disminuyen (Z. Yang et al., 2023).
Por otra parte, estos frutos, que normalmente se cosechan inmaduros, tienen una firmeza
elevada inicialmente, lo que los hace resistentes al manejo postcosecha, pero disminuye
durante su maduracién (Razali et al., 2021). Durante la maduracién de los frutos del tomate se
producen varios cambios en la estructura de los polisacaridos de las paredes celulares
(pectinas, hemicelulosas, celulosas), dando lugar a una disminucién de la firmeza (Reis et al.,
2015). Estos cambios se aceleran por la actividad de enzimas, como las poligalacturonasas,

hidrolasas y liasas (Kumar et al., 2020).
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Capitulo Il
Metodologia
Ubicacion del Area de Investigacion
El presente trabajo de investigacion fue desarrollado en el Laboratorio de Bromatologia
y Biociencias del Campus IASA Il de la Universidad de las Fuerzas Armadas “ESPE”, Extension
Santo Domingo de los Tsachilas, localizada en la Parroquia Luz de América, Hacienda Zoila

Luz, via Quevedo km. 24 margen izquierdo.

Figura 7

Mapa de ubicacién del Campus IASA Il

700000 710000

EL ESFUERZC

o

1
690000 700000 710000

Nota. Adaptado de Mapa de ubicacion area administrativa, académica y de produccion del

IASA I, por Uday, 2013.
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Tipo de Investigacién

El presente proyecto se realizé en base a un tipo de investigacion experimental desde
que se realizé la extraccion de quitosano de las escamas de paiche aplicando dos métodos
(quimico e hindu), hasta que se evaluo el efecto de este compuesto en la conservacién de
vegetales frescos (tomate cherry y uvilla) mediante la elaboracion de biopeliculas en
combinacion con distintas soluciones filmogénicas (almidén de yuca y agar-agar).

Enfoque y Técnicas de Recoleccion de Datos

Se empled un enfoque de investigacion mixto. La aplicacion del método cuantitativo
mediante protocolos experimentales y equipos analiticos permitié la medicion de las variables
de rendimiento, grado de desacetilacién (DDA), humedad y cenizas de los dos tipos de
quitosano obtenidos para poder determinar el mejor método de extraccion; en cuanto al estudio
de la conservacion de vegetales frescos, esta metodologia hizo posible la cuantificacion de
variables adicionales como tiempo de gelificacién, grados Brix, acidez titulable, pH, humedad,
dureza, variacion de color (delta E) y la contaminacion bacteriana.

Por otra parte, el método cualitativo hizo posible la evaluacion organoléptica de los
vegetales frescos recubiertos con distintas biopeliculas, esto mediante la recopilacion de las
percepciones subjetivas de consumidores mediante fichas sensoriales. Los atributos evaluados
fueron el color, aroma, sabor, textura y aceptabilidad general en base a una escala hedonica
compuesta por 5 categorias descriptivas.

Fuentes de Recopilacién de Informacién

Los fundamentos tedricos y la metodologia experimental se recolectaron a partir de una
exhaustiva revision bibliografica teniendo como fuentes principales de informacion a libros,
articulos cientificos y normativas técnicas. Y como fuentes secundarias a tesis de pregrado y

postgrado.
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Disefio Experimental
Tipo de Disefio Experimental para el Estudio de la Conservacion de Vegetales Frescos

Con el propdsito de evaluar los dos métodos de extracciéon de quitosano (método
quimico e hindu) a partir de las escamas de paiche, se realizaron 5 réplicas por cada método
obteniendo un total de 10 unidades experimentales y se aplicé una prueba t de Student bilateral
para muestras independientes con un nivel de significancia de p < 0,05. También se evalué la
magnitud del efecto en las variables dependientes con el estadistico d de Cohen.

Para el analisis de la efectividad de las biopeliculas en la conservacion de vegetales
frescos, se desarrollé un DBCA (disefio de bloques completos al azar) con arreglo factorial AxB
(3x2) en donde el factor A hace referencia a la formulacion de quitosano y el factor B a la
solucion filmogénica. De esta manera, se definieron 6 tratamientos, se realizaron 4 réplicas por
cada uno y se obtuvo un total de 24 unidades experimentales. Finalmente, se aplic6 un ANOVA
(analisis de varianza) con un nivel de significancia de p < 0,05.

El procesamiento estadistico de los datos y la generacion de graficos fueron realizados

utilizando el software IBM SPSS Statistics 29, Statistica v10.0 y Microsoft Excel.

Variables Dependientes de la Prueba t de Student
¢ Rendimiento (%) e Humedad (%)

e Grado de desacetilacion (%) e Cenizas (%)

Variables Dependientes del ANOVA
e Grados Brix (°Bx) e Humedad (%)
e Acidez titulable (%) e Dureza (kgf)

° pH e DeltaE
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Factores y Niveles del Diseno Factorial

Tabla 4

Factores y niveles a evaluar en el estudio de la conservacion de vegetales frescos (I Gama).

Factores de estudio Simbologia Niveles
Factor A: Formulacion de quitosano a0 CHH

al CHQ

a2 N/A
Factor B: Solucion filmogénica b0 AL

b1 AG

Nota. CHH: Quitosano obtenido por método hindu. CHQ: Quitosano obtenido por método

quimico. N/A: Sin aplicar quitosano. AL: Almidén de yuca. AG: Agar-agar.

Tratamientos del Diseno Factorial

Tabla 5

Tratamientos a comparar en el estudio de la conservacion de vegetales frescos (I Gama).

Tratamientos Simbologia

Descripcion

T1

T2

T3

T4

T5

T6

a0 + b0

a0 + b1

al+ b0

al+Db1

a2 + b0

a2 + b1

Quitosano obtenido por método hindu + almidén de yuca
Quitosano obtenido por método hindu + agar-agar
Quitosano obtenido por método quimico + almidén de yuca
Quitosano obtenido por método quimico + agar-agar

Sin aplicar quitosano + almidén de yuca

Sin aplicar quitosano + agar-agar
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Anadlisis Estadistico del Disefio Factorial
Tabla 6
Esquema del anélisis de varianza (ANOVA) para evaluar la conservacion de vegetales frescos

(I Gama) mediante la aplicacion de biopeliculas basadas en quitosano.

Fuente de Suma de Grados de = Cuadrados F de Fisher Valorp
variacion cuadrados libertad medios

Factor A SCa 2 CMa CMa / CMEe p (F>F")
Factor B SCs 1 CMg CMg / CMe p (F > FB)
Interaccion AxB  SCas 2 CMas CMas /CMe  p (F > F*®)
Réplicas SCr 3 CMr CMr /CMe  p (F>FF)
Error SCe 15 CMe

Total SCr 23

Analisis Funcional del Diseno Factorial
Para evaluar los tratamientos en el disefio factorial AxB que obtuvieron una diferencia

estadisticamente significativa, se realizé la prueba post-hoc de Tukey (p < 0,05).

Analisis de Componentes Principales

Con el propdsito de simplificar la interpretacion del conjunto de datos completo, con los
resultados fisicoquimicos tanto de la uvilla como del tomate cherry, se realizé un analisis de
componentes principales (PCA) con una extraccion fija de 3 factores y un método de rotacion

Quartimax.



Materiales

Extraccion y Evaluacién del Quitosano

Tabla 7

Recursos utilizados en la extraccion y evaluacion del quitosano.

36

Equipos Insumos Reactivos Muestras
Licuadora Tamiz N° 20 Agua destilada Escamas de
Estufa Balones de aforo Hipoclorito de sodio 3% (v/v)  paiche molidas
Mufla Embudo Buchner Acido clorhidrico 7% (v/v)

Balanza analitica
Campana
extractora de
gases
Planchas de
agitacién y
calentamiento
Termdmetros
digitales
Micromolino
vibratorio

Potenciometro

Matraz de Erlenmeyer

Vasos de precipitado
Desecador
Agitadores
magnéticos
Espatulas

Varillas de agitacion
Guantes de calor
Probetas

Pipetas

Propipetas

Gasas estériles
Crisoles

Pinzas metalicas
Soporte universal

Bureta

Acido clorhidrico 5% (v/v)
Hidroxido de sodio 4% (p/v)
Hidroxido de sodio 40% (p/v)
Hidroxido de sodio 50% (p/v)
Acido acético 1% (v/v)
Hidréxido de sodio 0.1 N

Acido clorhidrico 0.1 N




Preparacion y Evaluacion de las Soluciones Filmogénicas

Tabla 8

Recursos utilizados en la preparacién y evaluacién de las soluciones filmogénicas.
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Equipos Insumos Reactivos Muestras
Planchas de Vasos de precipitado  Agua destilada Quitosano extraido
agitacion y Balones de aforo Glicerol (GL) por método quimico

calentamiento
Balanza analitica
Refrigerador

Crondmetro

Probetas

Pipetas
Propipetas

Papel aluminio
Guantes de calor
Agitadores
magnéticos

Espatulas

Almidon de yuca (AL)
Agar-agar (AG)

Acido acético 1% (v/v)

(CHQ)
Quitosano extraido
por método hindu

(CHH)

Recubrimiento de los Vegetales Frescos

Tabla 9

Recursos utilizados en el proceso de recubrimiento de los vegetales frescos.

Equipos

Insumos

Reactivos

Muestras

Refrigerador

Vasos de precipitado
Varillas de agitacion
Placas de Petri

Colador metalico

Agua destilada
Acido citrico 2% (p/v)
Solucion filmogénica

AL 5% + GL 1%

Uvillas

Tomates cherry
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Equipos

Insumos

Reactivos

Muestras

Pelicula transparente
de uso alimenticio
Papel Parafilm
Pinzas metalicas

Tijeras metalicas

Solucién filmogénica

AG 5% + GL 1%

Solucién filmogénica

AL 5% + GL 1% + CHH 1%
Solucién filmogénica

AL 5% + GL 1% + CHQ 1%
Solucién filmogénica

AG 5% + GL 1% + CHH 1%
Solucién filmogénica

AG 5% +GL 1% + CHQ 1%

Analisis Fisicoquimicos de los Vegetales Recubiertos

Tabla 10

Recursos utilizados en los analisis fisicoquimicos de los vegetales recubiertos.

Equipos Insumos Reactivos Muestras
Balanza analitica Vasos de precipitado  Agua destilada Uvillas
Plancha de Soporte universal Etanol al 70% (v/v) recubiertas

calentamiento

Potenciometro

Refractometro

Penetrometro

Teléfono celular

Mortero de porcelana
Gotero plastico
Gasas estériles
Bureta

Malla metalica

Hidréxido de sodio 0.1 N

Fenolftaleina al 1% (p/v)

Tomates cherry

recubiertos




Anadlisis Microbiolégicos de los Vegetales Recubiertos

Tabla 11
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Recursos utilizados en los analisis microbiolégicos de los vegetales recubiertos.

Equipos

Insumos

Reactivos

Muestras

Balanza analitica
Plancha de
agitacion y
calentamiento
Autoclave
Micropipeta
Camara de flujo
laminar
Contador de

colonias digital

Puntas de micropipeta
Gradilla para puntas
Matraz de Erlenmeyer
Mortero de porcelana
Tubos de ensayo con tapa
Papel Kraft

Guantes de calor

Gradilla plastica

Algodon

Gasas estériles

Pipetas

Propipetas

3M Placas Petrifilm™ para
Enterobacterias (EB)

3M Placas Petrifilm™ para
Aerobios (RAC)

3M Placas Petrifilm™ para
Coliformes (CC)

3M Placas Petrifilm™ para

E. coli (EC)

Agua destilada
Etanol al 70% (v/v)
Agua de peptona

tamponada

Uvillas recubiertas
con el mejor
tratamiento
Tomates cherry
recubiertos con el

mejor tratamiento
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Métodos
Acondicionamiento de las Escamas

La metodologia utilizada para el pretratamiento de las escamas de paiche se desarrolld
en base a los estudios realizados por Samar et al. (2013), Fuentes (2021) y Tello (2017).

Lavado y Secado de Escamas Crudas. 300 g de escamas se lavaron vigorosamente
con agua destilada a 80 °C para remover cualquier tipo de impureza adherida, luego se
colocaron en una bandeja de aluminio y se secaron en una estufa a 70 °C durante 24 horas
hasta obtener un peso constante.

Molienda y Tamizado de Escamas Secas. Las escamas secas se trituraron en una
licuadora Oster BLST4655 de 600W a la menor velocidad durante 5 minutos con intervalos de
enfriamiento de 15 minutos, este proceso se repitié hasta producir un material granulado
homogéneo que después se tamizé utilizando un tamiz malla N° 20 (840 pm).

Desinfeccion y Despigmentacion de Escamas Secas. Las escamas molidas se
sumergieron lentamente en una solucién de hipoclorito de sodio (NaOCI) al 3% (v/v) siguiendo
una relacion de 3:10 (p/v), se dejo reposar durante 1 hora a temperatura ambiente en una
campana extractora de gases.

Filtraciéon y Neutralizacion de Escamas Despigmentadas. La mezcla se filtro
utilizando 3 capas de gasas estériles en un embudo Blchner acoplado a un matraz, se
descarto el solvente residual y se realizaron 4 lavados consecutivos a las escamas
despigmentadas con agua destilada hasta obtener un pH cercano a 7.

Secado de Escamas Despigmentadas. La materia prima despigmentada se secd en
una estufa a 70 °C durante 12 horas hasta obtener un peso constante.

Extraccion del Quitosano Mediante el Método Quimico

El método quimico de extraccion de quitosano se desarrollé en base a los estudios

realizados por Thomas et al. (2020b), Hasan et al. (2022), Varun et al. (2017), Younes y

Rinaudo (2015), Varma y Vasudevan (2020).
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Desmineralizacién de Escamas. Se sumergié el material despigmentado en una
solucion de acido clorhidrico (HCI) al 7% (v/v) siguiendo una relacion de 3:10 (p/v), luego se
dejo reposar durante 1 hora a temperatura ambiente en una campana extractora de gases.

Filtraciéon y Neutralizacion de Escamas Desmineralizadas. Pasado este tiempo, la
solucion se filtré utilizando 3 capas de gasas estériles en un embudo Biichner acoplado a un
matraz, se descarté el solvente residual, se realizaron 4 lavados consecutivos con agua
destilada y se ajusto el pH con una solucion 0,1 N de hidréxido de sodio (NaOH) hasta alcanzar
un valor cercano a 7.

Secado de Escamas Desmineralizadas. Las escamas desmineralizadas y
neutralizadas se secaron en una estufa a 70 °C durante 12 horas hasta obtener un peso
constante.

Desproteinizacion de Escamas. Se mezcld el material desmineralizado con una
solucion de hidroxido de sodio (NaOH) al 4% (p/v) siguiendo una relacién 3:10 (p/v), se sometio
a un proceso de agitacién continua a 300 rpm durante 1 hora a 70 °C en una campana
extractora de gases.

Filtracién de Escamas Desproteinizadas. Pasado este tiempo, la solucion se filtrd
utilizando 3 capas de gasas estériles en un embudo Blichner acoplado a un matraz, se
descart6 el solvente residual e inmediatamente se procedié con la etapa de desacetilacion.

Desacetilacion de la Quitina. Se mezcld el material desproteinizado con una solucién
de hidréxido de sodio (NaOH) al 40% (p/v) siguiendo una relacién 3:5 (p/v), se sometié a un
proceso de agitacién continua a 300 rpm durante 1 hora a 100 °C en una campana extractora
de gases.

Filtracion y Neutralizacion del Quitosano. Pasado este tiempo, la solucion se filtré
utilizando 3 capas de gasas esteériles en un embudo Buchner acoplado a un matraz, se

descart6 el solvente residual, se realizaron 4 lavados consecutivos con agua destilada y se
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ajusto el pH con una solucion 0,1 N de acido clorhidrico (HCI) hasta alcanzar un valor cercano
ar’.
Extraccion del Quitosano Mediante el Método Hindu

El método hindu de extraccion de quitosano se adapto del protocolo desarrollado por
Madhavan (1974) en el Instituto Central de Tecnologia Pesquera (CIFT) de la India.

Desproteinizacion de las Escamas. Se sumergié el material despigmentado en una
solucion de hidréxido de sodio (NaOH) al 4% (p/v) siguiendo una relacion 3:10 (p/v), se sometid
a un proceso de agitacién continua a 300 rpm durante 1 hora a 70 °C en una campana
extractora de gases.

Filtraciéon y Neutralizacion de Escamas Desproteinizadas. Pasado este tiempo, la
solucion se filtré utilizando 3 capas de gasas estériles en un embudo Biichner acoplado a un
matraz, se descarté el solvente residual, se realizaron 4 lavados consecutivos con agua
destilada y se ajustd el pH con una solucion 0,1 N de acido clorhidrico (HCI) hasta alcanzar un
valor cercano a 7.

Desmineralizaciéon de las Escamas. Se mezcl6 el material desproteinizado con una
solucion de acido clorhidrico (HCI) al 5% (v/v) siguiendo una relacion 3:10 (p/v), se dej6 reposar
durante 1 hora a temperatura ambiente en una campana extractora de gases.

Filtraciéon y Neutralizacion de Escamas Desmineralizadas. Pasado este tiempo, la
solucion se filtré utilizando 3 capas de gasas estériles en un embudo Biichner acoplado a un
matraz, se descarto el solvente residual, se realizaron 4 lavados consecutivos con agua
destilada y se ajusto el pH con una solucion 0,1 N de hidréxido de sodio (NaOH) hasta alcanzar
un valor cercano a 7.

Desacetilacion de la Quitina. Se mezcl6 el material desmineralizado con una solucion
de hidroxido de sodio (NaOH) al 50% (p/v) siguiendo una relacion 3:5 (p/v), se sometié a un

proceso de agitacioén continua a 300 rpm durante 1 hora a 100 °C.
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Filtracidon y Neutralizacion del Quitosano. Pasado este tiempo, la solucion se filtro
utilizando 3 capas de gasas estériles en un embudo Blchner acoplado a un matraz, se
descarté el solvente residual, se realizaron 4 lavados consecutivos con agua destilada y se
ajusto el pH con una solucion 0,1 N de acido clorhidrico (HCI) hasta alcanzar un valor cercano
ar’.

Procesamiento del Quitosano

Secado. Los granulos de quitosano obtenidos por ambos métodos se secaron en una
estufa durante 48 horas a 50 °C segun lo indica Arantes et al. (2014), con el propésito de evitar
su despolimerizacion.

Molienda. Concluido el tiempo de secado, se procedié a pulverizar los granulos de
quitosano obtenidos por ambos métodos en un micromolino vibratorio FRITSCH durante 3
minutos empleando la amplitud de oscilacién minima (1 mm).

Almacenamiento. Se pesaron los dos tipos de quitosano pulverizado, se colocaron en
frascos de vidrio rotulados y previamente secados hasta obtener un peso constante, se taparon
y se almacenaron en un desecador hasta su posterior uso.

Prueba Cualitativa de Solubilidad de Quitosano

La prueba cualitativa para verificar la obtencion del quitosano se realizé mediante el
método de solubilidad recuperado del trabajo de Yusharani et al. (2019). Se homogeneiz6 0,1 g
de cada muestra en 5 mL de una solucién de &cido acético al 1% (v/v) y al observar un proceso
de gelificacion inmediato, se corroboroé la presencia de quitosano.

Evaluacion del Rendimiento de Quitosano

El rendimiento de quitosano obtenido en cada método se calculé como el peso seco de
quitosano en relacién con el peso humedo de las escamas de paiche crudas, segun lo indica
Qamarul et al. (2019). Para esto se aplico la siguiente formula:

R—P2 x 100
" P1



44

Siendo:

R: Rendimiento de quitosano (%).

P1: Peso humedo de las escamas crudas (g).

P2: Peso seco de quitosano extraido (g).
Evaluacion de las Propiedades Fisicoquimicas del Quitosano

Grado de desacetilacion (DDA). Para determinar el DDA de ambas muestras se utilizd
la técnica de titulacion cuya metodologia fue adaptada de Qamarul et al. (2019) y del trabajo de
Pérez y Vilas (2018). Se disolvieron completamente 0,1 g de las dos muestras de quitosano en
50 mL de acido clorhidrico 0,1 M a temperatura ambiente. Bajo agitacién constante, las
soluciones se valoraron con hidréxido de sodio 0,1 My se registré el volumen necesario para
alcanzar un pH de 3,75. La valoraciéon continué hasta un pH de 8 y se registré el volumen total
de la solucién utilizada de hidréxido de sodio (NaOH). EI DDA se calculé usando la siguiente

ecuacion:

N x (V2-V1
vz-vy)

DDA =CX
w1

100

Siendo:

DDA: Grado de desacetilacion del quitosano (%).

C: Masa molar del monémero de quitosano completamente desacetilado (161,16 x 103

g/mol).

V1: Volumen (mL) requerido para alcanzar el primer punto de equivalencia (pH 3,75).

V2: Volumen (mL) requerido para alcanzar el segundo punto de equivalencia (pH 8).

N: Concentracion de la solucién de NaOH (0,1 mol/L).

W: Masa de la muestra de quitosano (0,1 g).

Humedad. El contenido de humedad total se adapto6 del estudio de Espinales y Hojas
(2020). Se colocaron dos crisoles en una estufa por 30 minutos a 120 °C hasta obtener un peso

constante y terminado este tiempo se enfriaron en un desecador. Se pes6 cada crisol en una
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balanza analitica (M2) y se agregé 1 g de cada muestra de quitosano (MO). Posteriormente se
colocaron en una estufa a 130 °C durante 2 horas, pasado este tiempo se dejaron enfriar en un
desecador y se registro el peso final de los crisoles con la muestra seca (M1). El contenido de
humedad se calcul6 mediante la formula:

H_Ml—MZ
T MO

x 100

Siendo:

H: Humedad en porcentaje de masa (%).

M1= Peso del crisol y la muestra seca (g).

M2= Peso del crisol seco (g).

MO= Peso de la muestra humeda (g).

Cenizas. El contenido de ceniza total se adapté del estudio de Espinales y Hojas
(2020). Se colocaron dos crisoles en una estufa por 30 minutos a 120 °C hasta obtener un peso
constante y terminado este tiempo se enfriaron en un desecador. Se peso cada crisol en una
balanza analitica (M2) y se agregé 1 g de cada muestra de quitosano (MO). Posteriormente se
colocaron en una mufla a 600 °C durante 3 horas, pasado este tiempo se dejaron enfriar en un
desecador y se registré el peso final de los crisoles con la muestra calcinada (M1). El contenido

de cenizas se calculé mediante la formula:

M1 — M2
C=——

x 100
MO

Siendo:

C: Ceniza total en porcentaje de masa (%).
M1= Peso del crisol y la muestra calcinada (g).
M2= Peso del crisol seco (g).

MO= Peso de la muestra humeda (g).
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Preparacion de las Soluciones Filmogénicas

La formulacién de las soluciones filmogénicas se desarrollé en base a los estudios
realizados por Frazdo et al. (2017), Ojeda et al. (2020), Maharsih et al. (2021) y Yusof et al.
(2019).

Solucion Base de Almidén de Yuca. Se prepard una solucion de almidon al 5% (p/v) y
glicerol al 1% (v/v), disolviendo 25 g de almidén de yuca en 500 mL de agua destilada, se
agrego 5 mL de glicerol y se homogeneizé durante 30 minutos a 70 °C y 300 rpm.

Adicién de Quitosano al 1% Obtenido por Método Quimico. Se disolvioé 2 g de
quitosano en 200 mL de acido acético al 1% (v/v) a 40 °C durante 30 minutos y 300 rpm.
Después, se agrego la solucion de quitosano-acido acético a 200 mL de la solucién de almidén-
glicerol y se mezclé a 40 °C y 300 rpm hasta conseguir una solucion filmogénica homogénea.

Adicion de Quitosano al 1% Obtenido por Método Hindu. Se disolvié 2 g de
quitosano en 200 mL de acido acético al 1% (v/v) a 40 °C durante 30 minutos y 300 rpm.
Después, se agrego la solucion de quitosano-acido acético a 200 mL de la solucién de almidén-
glicerol y se mezclé a 40 °C y 300 rpm hasta conseguir una solucion filmogénica homogénea.

Solucién Base de Agar-Agar. Se prepar6 una solucién de agar-agar al 5% (p/v) y
glicerol al 1% (v/v), disolviendo 25 g de agar-agar en 500 mL de agua destilada, se agregé 5
mL de glicerol y se homogeneizé durante 30 minutos a 70 °C y 300 rpm.

Adicién de Quitosano al 1% Obtenido por Método Quimico. Se disolvio 2 g de
quitosano en 200 mL de acido acético al 1% (v/v) a 40 °C durante 30 minutos y 300 rpm.
Después, se agrego la solucion de quitosano-acido acético a 200 mL de la solucion de agar-
glicerol y se mezclé a 40 °C y 300 rpm hasta conseguir una solucion filmogénica homogénea.

Adicion de Quitosano al 1% Obtenido por Método Hindu. Se disolvié 2 g de
quitosano en 200 mL de acido acético al 1% (v/v) a 40 °C durante 30 minutos y 300 rpm.
Después, se agrego la solucion de quitosano-acido acético a 200 mL de la solucion de agar-

glicerol y se mezclé a 40 °C y 300 rpm hasta conseguir una solucion filmogénica homogénea.
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Evaluacion del Tiempo de Gelificacion de las Soluciones Filmogénicas

Este procedimiento se basé en la normativa INEN 1520 para evaluar el tiempo de
gelificacién en postres de gelatina (INEN, 1986¢). Se tomo una alicuota de las soluciones
filmogénicas y se dividié en 6 porciones iguales en vasos de precipitado de 25 mL. Se
colocaron en refrigeracion a una temperatura de 8 °C y se registro la hora inicial. Se visualizé la
muestra al transcurrir la primera hora y se continud la observacion en intervalos de 30 minutos,
hasta completar tres horas. Se registro el tiempo de gelificacion de cada solucién cuando al
invertir cada recipiente, el gel no se derramaba.

Recubrimiento de los Vegetales Frescos

Desinfeccion. Se sumergieron los vegetales frescos a utilizar en 1000 mL de una
solucion de acido citrico al 2% (p/v) durante 5 minutos.

Recubrimiento por Inmersion. Se sumergieron 4 uvillas y 4 tomates cherry en cada
una de las 6 soluciones filmogénicas durante 5 minutos como lo indica Vazquez et al. (2023).
Las soluciones filmogénicas evaluadas fueron: almidon de yuca al 5%; agar-agar al 5%;
almidén de yuca al 5% + quitosano al 1% (método quimico); almidén de yuca al 5% + quitosano
al 1% (método hindu); agar-agar al 5% + quitosano al 1% (método quimico); y agar-agar al 5%
+ quitosano al 1% (método hindu).

Secado y Almacenamiento. Se retiraron cuidadosamente los vegetales recubiertos
con pinzas metalicas estériles y se colocaron en un colador previamente desinfectado con
etanol al 70%, se escurrieron durante 1 minuto para eliminar el exceso de solucién filmogénica.
Se colocaron 4 muestras de cada vegetal recubierto sobre cajas de Petri estériles sin tapa, se
envolvieron con una pelicula transparente autoadherente y se sellaron con papel Parafilm.
Finalmente se rotulé cada placa de Petri y se almacenaron en un refrigerador a 8 °C durante 14

dias.



48

Anadlisis Fisicoquimico de los Vegetales Recubiertos

Sélidos solubles totales (SST). Se utilizé un refractometro digital Mettler Toledo
MyBrix, el cual se calibro previamente con agua destilada. Se trituré cada muestra, se coloco 1
gota sin diluir en el centro de la celda y se realizé la medicion directa de grados Brix (°Bx)
segun lo indica Romero et al. (2020).

pH. El potencial de hidrégeno se midié siguiendo el procedimiento sugerido por la
normativa INEN 389 para conservas vegetales (INEN, 1986b). Se trituré 25 gramos de cada
muestra, se agrego agua destilada en proporciéon 1:1 (p/v), se llevo a ebullicion durante 30
minutos hasta homogeneizar completamente la muestra, se filtré6 con gasas estériles y se midié
el pH con el potencidometro.

Acidez Titulable. Para determinar la acidez titulable, se tomd como referencia la
normativa INEN 381 para conservas vegetales sélidas (INEN, 1986a). Se trituré cada muestra,
se peso 25 gramos, se mezcld en un vaso con 50 mL de agua destilada, se dejé hervir durante
30 minutos y se filtrd la solucion. Se aford la muestra filtrada a 250 mL y se recuperd 25 mL de
la dilucion resultante en un vaso de precipitado. Se anadié rapidamente de 10 a 50 mL de una
solucion 0,1 N de hidréxido de sodio (NaOH), agitando hasta alcanzar pH de 6. Se continud
agregando lentamente la solucion hasta obtener pH de 7, luego se adiciond la solucién gota por
gota, registrando el volumen de la misma y el pH obtenido después de cada adicion, hasta
alcanzar un pH de 8,3 aproximadamente. Usando interpolacion, se establecié el volumen
exacto para llegar a un pH de 8,1. Se utilizé el acido citrico anhidro como referencia y la
siguiente férmula para estimar la acidez en productos sélidos:

A_V1><N1><M
N V2

Siendo:
A: Valor de acidez (g de acido por 100 g de muestra).

V1: Volumen de NaOH empleado para la titulaciéon de la alicuota (mL).
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N1: Normalidad de la solucién de NaOH (0,1 N).

M: Peso molecular del acido de referencia (192,12 g/mol).

V2: Volumen de la alicuota utilizada para la titulacion (25 mL).

Humedad. El procedimiento para estimar el contenido de humedad de los vegetales
frescos se adapto del estudio de Zhang et al. (2023). Se colocaron dos crisoles en una estufa
por 30 minutos a 120 °C hasta obtener un peso constante y terminado este tiempo se enfriaron
en un desecador. Se peso cada crisol en una balanza analitica (M2) y se agregd 0.01 g de
cada muestra de vegetal recubierto (M0O). Posteriormente se colocaron en una estufa a 105 °C
durante 1 hora, luego se secaron a 80 °C hasta obtener un peso constante, pasado este tiempo
se dejaron enfriar en un desecador y se registré el peso final de los crisoles con la muestra
seca (M1). El contenido de humedad se calculé mediante la féormula:

M1 — M2
H=——F——

X 100
MO

Siendo:

H: Humedad en porcentaje de masa (%).

M1= Peso del crisol y la muestra seca (g).

M2= Peso del crisol seco (g).

MO= Peso de la muestra humeda (g).

Dureza. Se utilizé un penetrémetro digital Turoni BC-TR53215 con un puntal de 6 mm
de diametro y se realizaron 3 mediciones en distintas partes del fruto de forma perpendicular y
ejerciendo una presion constante, se registro el valor promedio de la dureza en unidades de
kilogramo-fuerza (kgf) segun lo indica Sarango (2023).

Color. La evaluacion del color se realizé utilizando el sistema de coordenadas L*a*b*
definido por la International Commission on lllumination (CIE), en donde L* se refiere a
luminosidad (0 indica negro, 100 indica blanco); a* se refiera a la intensidad rojo/verde (+a

indica rojo, -a indica verde) y b* se refiere a la intensidad amarillo/azul (+b indica amarillo, -b
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indica azul) (Mendoza & Rodriguez, 2012). Para esto, se utilizé un teléfono celular con la
aplicacion movil Color Picker para evaluar el espacio de color L*a*b* de cada una de las
muestras recubiertas, mediante fotografias con flash dentro de una caja negra y siempre a la
misma muestra segun lo indica Zhao et al. (2023). Después se calculd la diferencia total de

color de cada tratamiento definida como la variable Delta E (AE) mediante la siguiente formula:

AE = /(L; — LDZ + (a3 — a})2 + (b; — b})?

Siendo:

AE: Diferencia total de color.

L3: Valor de luminosidad de vegetales frescos pretratamiento (40,50 para el tomate
cherry y 49,91 para la uvilla).

L%: Valor de luminosidad de vegetales frescos postratamiento.

aj: Valor de intensidad rojo/verde de vegetales frescos pretratamiento (49,60 para el
tomate cherry y 25,11 para la uvilla).

a5: Valor de intensidad rojo/verde de vegetales frescos postratamiento.

bi: Valor de intensidad amarillo/azul de vegetales frescos pretratamiento (31,59 para el
tomate cherry y 50,23 para la uvilla).

b5: Valor de intensidad amarillo/azul de vegetales frescos postratamiento.

Analisis Organoléptico. Se elabord una ficha sensorial de 6 parametros (color, aroma,
textura, sabor y aceptabilidad) para cada vegetal evaluado estableciendo una escala heddnica
de 5 puntos, siendo el valor mas alto el mejor. Esto se realizo en base a las escalas definidas

por Ramirez (2012) y Alvarez y Pefia (2016) para vegetales frescos y minimamente

procesados.
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Anadlisis Microbiolégico de los Vegetales Recubiertos

Preparacion de las Muestras. En una camara de flujo laminar, se trituré una muestra
de vegetal recubierto por el mejor tratamiento establecido previamente mediante los analisis
fisicoquimicos y la evaluacién sensorial, se filtré con gasas estériles y se realizé una dilucion
1:10 (p/v) en agua de peptona tamponada empleando una micropipeta.

Cultivo en 3M Placas Petrifilm™ para Recuento de Enterobacterias (EB). En una
camara de flujo laminar, se tomé una alicuota de 1 mL de la muestra diluida con una
micropipeta, se levanté de forma parcial la lamina de proteccion de la placa y se afadio la
alicuota en el centro de la lamina inferior. Se volvié a colocar cuidadosamente la lamina
protectora y se ubico el molde circular de plastico con la cara lisa hacia arriba presionando
suavemente durante 1 minuto hasta que la muestra se distribuyera de forma correcta. Se retird
el molde y se incubé la placa en una estufa a 30 °C durante 24 horas.

Cultivo en 3M Placas Petrifiim™ para Recuento Rapido de Aerobios (RAC). En una
camara de flujo laminar, se tomd una alicuota de 1 mL de la muestra diluida con una
micropipeta, se levantd de forma parcial la lamina de proteccion de la placa y se afadio la
alicuota en el centro de la lamina inferior. Se volvio a colocar cuidadosamente la lamina
protectora y se ubico el molde circular de plastico con la cara lisa hacia arriba presionando
suavemente durante 1 minuto hasta que la muestra se distribuyera de forma correcta. Se retiré
el molde y se incubd la placa en una estufa a 30 °C durante 72 horas.

Cultivo en 3M Placas Petrifiim™ para Recuento de E. coli (EC). En una camara de
flujo laminar, se tomé una alicuota de 1 mL de la muestra diluida con una micropipeta, se
levanté de forma parcial la lamina de proteccion de la placa y se afiadio la alicuota en el centro
de la lamina inferior. Se volvid a colocar cuidadosamente la lamina protectora y se ubicé el
molde circular de plastico con la cara lisa hacia arriba presionando suavemente durante 1
minuto hasta que la muestra se distribuyera de forma correcta. Se retird el molde y se incub6 la

placa a 35 °C durante 48 horas.
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Cultivo en 3M Placas Petrifilm™ para Recuento de Coliformes (CC). En una cadmara
de flujo laminar, se tomé una alicuota de 1 mL de la muestra diluida con una micropipeta, se
levanté de forma parcial la ldmina de proteccion de la placa y se afiadio la alicuota en el centro
de la lamina inferior. Se volvio a colocar cuidadosamente la lamina protectora y se ubicé el
molde circular de plastico con la cara lisa hacia arriba presionando suavemente durante 1
minuto hasta que la muestra se distribuyera de forma correcta. Se retird el molde y se incubd la
placa en una estufa a 35 °C durante 24 horas.

Recuento de Microorganismos. Se estim¢ la cantidad total de UFC por mililitro de
muestra diluida para cada una de las 3M Placas Petrifilm™ empleando un contador de colonias
digital J2-ISOLAB y aplicando la siguiente ecuacion:

UFC  NxF

mL V

Siendo:
N: NUimero de colonias identificadas.
F: Factor de dilucion (107™).

V: Volumen de la alicuota (1 mL).
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Balance de Materiales
Figura 8

Balance de materiales del proceso de acondicionamiento de las escamas de paiche.
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Rendimiento del Pretratamiento de las Escamas

Peso final (escamas acondicionadas)

X 100%
Peso inicial (escamas crudas) °

_181.26¢

o —— 0,
30000 < 100%

R =60.42%
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Figura 9

95

Balance de materiales de la extraccion de quitosano mediante método hindd.
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Rendimiento de la Extraccion por el Método Hindu

Peso final (quitosano en polvo
- @ polvo) _ 100%

Peso inicial (escamas crudas)
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Figura 10
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Balance de materiales de la extraccion de quitosano mediante el método quimico.

Método quimico
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Rendimiento de la Extraccion por el Método Quimico

_ Peso final (quitosano en polvo)

X 100%
Peso inicial (escamas crudas) 0

_27.69g

o —— 0,
300.00g < 100%

R =9.23%
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Capitulo IV
Resultados del Estudio de la Conservacion de Vegetales Frescos
Extraccion de Quitosano
Tabla 12

Caracteristicas generales del quitosano extraido de las escamas de paiche.

Parametros Método hindu Método quimico
Prueba de solubilidad Positivo en AA 1% (v/v) Positivo en AA 1% (v/v)
Apariencia Material granular Polvo fino

Color Blanco amarillento Blanco brillante

Olor Inodoro Olor quimico tenue

Nota. AA: Acido acético.

Tabla 13
Resultados de la evaluacion de las propiedades fisicoquimicas de los dos métodos de

extraccion de quitosano a partir de las escamas de paiche.

Métodos de extraccion

d de
Parametro t p
Método hindu Método quimico Cohen
Rendimiento (%) 13,41 10,80 9,24 £ 0,34 10,771 <0,001*** 6,812
DDA (%) 77,08 £1,70 67,82 +1,22 9,879 <0,001*** 6,248
Humedad (%) 7,84 £0,15 6,70 £ 0,29 7,772 <0,001*** 5,916
Cenizas (%) 78,86 + 0,81 76,24 + 0,90 4,836 0,001** 3,059

Nota. Nivel de significancia: *** p < 0.001; ** 0.001 < p <0.01; * 0.01 <p <0.05. DDA: Grado de

desacetilacion.



Figura 11

Analisis de las variables evaluadas en la extraccion de quitosano.
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La Tabla 12 establece que el compuesto extraido por ambos métodos fue efectivamente
quitosano debido a que tuvo una alta solubilidad en acido acético al 1% (v/v) con un
consecuente proceso de aglutinacion, lo que concuerda con el estudio de Hossain et al. (2019)
en el que se aplico la misma prueba cualitativa y se obtuvo una solubilidad de alrededor del 97
%. Este fendmeno se relaciona con el DDA, ya que segun Tello (2017), el quitosano se
solubiliza en acidos diluidos al aumentar su capacidad hidrofilica cuando mas del 50% de los
grupos aminos son protonados, lo cual no sucede con la quitina. La Tabla 12 también
demuestra que existieron diferencias en cuanto a la apariencia, el color y el olor de cada tipo de
quitosano extraido.

La Tabla 13 muestra los resultados de la prueba t de Student bilateral, en la cual se
determina que existioé una alta diferencia significativa entre ambos métodos de extraccion en
cuanto a las 4 variables estudiadas. Ademas, el tamano del efecto representado mediante la d
de Cohen fue mayor a 1 en todos los casos, indicando un efecto considerablemente grande, es
decir, existe una influencia sustancial del método de extraccion en estas variables
dependientes. La Figura 11 indica que el quitosano obtenido mediante el método hindu
presento en promedio un mayor rendimiento (13,41 £ 0,80%), DDA (77,08 + 1,70%), humedad
(7,84 £ 0,15%) y cenizas (78,86 £ 0,81%) que el quitosano obtenido por el método quimico.

El menor grado de DDA del quitosano obtenido por método quimico se podria relacionar
con una menor concentracion de NaOH (40%) utilizada durante el proceso de desacetilacién de
la quitina, esta misma relacion se encontré en el estudio de Hermiyati et al. (2019), en el que el
DDA se redujo del 74% al 47,58% cuando se disminuy6 la concentracion de NaOH del 60% al
50%, respectivamente. No obstante, en el presente trabajo, el rendimiento de la extraccién por
ambos métodos (véase Figuras 9 y 10) fue mayor en comparacion al obtenido por Carneiro
(2022), en el que también se aplicé un proceso de extraccion heterogéneo, pero sin
acondicionar previamente las escamas de paiche, obteniendo en promedio un rendimiento del

7,67%.
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El mayor rendimiento de quitosano en este estudio podria estar relacionado con la
etapa de pretratamiento de las escamas (véase Figura 8), especificamente, con el proceso de
molienda. Samar et al. (2013) corrobora este supuesto, ya que, en su estudio sobre la
extraccion de quitosano a partir de residuos de camardén con diferentes tamarfios de particulas y
concentraciones de NaOH, descubrid una relacion inversamente proporcional del tamafo de
particula de la materia prima utilizada, con el rendimiento y DDA final del quitosano. De esta
forma, Samar et al. (2013) logré obtener un rendimiento del 85,39% y DDA del 78,83% cuando
se utilizé un tamario de particula de la materia prima de 840 ym (malla N° 20) y una
concentracion de NaOH del 50%.

De acuerdo con el estudio de Tello (2017), el quitosano extraido por el método hindu
cumple con las especificaciones comerciales en cuanto a DDA (> 70%) y humedad (< 10%).
Sin embargo, no cumple con el limite aceptable de cenizas (< 2%) al tener un valor muy alto de
impurezas, esto se relaciona con el elevado nivel de mineralizacion de las escamas de
pescado, especialmente las de paiche (Arapaima gigas); esto lo confirma Carneiro (2022), el
cual registré en promedio un contenido de cenizas del 31,16% en este tipo de escamas.
Ademas, en el trabajo de Carneiro (2022) se obtuvo un porcentaje similar de cenizas (75,76 %)
en el quitosano extraido a partir de las escamas de paiche.

Por otra parte, los valores de cenizas obtenidos en el presente estudio han sido
menores en comparacion con investigaciones en las que se han utilizado las escamas de otros
especimenes como fuente primaria para la extraccién de este biopolimero. Especificamente,
Florencia et al. (2022) extrajo quitosano a partir de las escamas de pargo rojo (Lutjanus spp.) y
obtuvo en promedio un valor del 89,54% de cenizas, de igual manera, Hermiyati et al. (2019)
obtuvo un 88,50% de cenizas al utilizar las escamas del pez ballesta estrellado (Abalistes
stellaris). Tello (2017) report6 un contenido de cenizas del 89,69% en el quitosano extraido de

las escamas de la trucha arcoiris (Oncorhynchus mykiss).
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Evaluacion de las Soluciones Filmogénicas
Tabla 14

Tiempo de gelificacion de las distintas soluciones filmogénicas.

Formulacién de quitosano Solucién filmogénica Tiempo de gelificacién
CHH 1% AL 5% + GL 1% 12 min
CHH 1% AG 5% + GL 1% 10 min
CHQ 1% AL 5% + GL 1% 25 min
CHQ 1% AG 5% + GL 1% 15 min
N/A AL 5% + GL 1% 90 min
N/A AG 5% + GL 1% 13 min

Nota. CHH: Quitosano obtenido por método hindu. CHQ: Quitosano obtenido por método

quimico. N/A: Sin aplicar quitosano. AL: Almidon de yuca. AG: Agar-agar. GL: Glicerol.

La Tabla 14 indica que la solucién filmogénica con un menor tiempo de gelificacion
promedio (10 minutos) fue la compuesta por quitosano obtenido por método hindu al 1% (p/v),
agar-agar al 5% (p/v) y glicerol al 1% (v/v). Por otra parte, la solucion filmogénica compuesta
unicamente de almidon de yuca al 5% (p/v) y glicerol al 1% (v/v) fue la que tuvo un mayor
tiempo de gelificacion (1 hora y 30 minutos).

En este caso se visualizdé una disminucion del tiempo de gelificacion del almidén y agar-
agar, cuando se combinan con quitosano obtenido por método hindu, a diferencia de la
combinacion con quitosano obtenido por método quimico. Esto coincide con los hallazgos
reportados en el estudio de Ganiji et al. (2007), en el cual se afirma que el tiempo de gelificacion
tiende a disminuir a medida que se incrementa el DDA del quitosano. Ademas, un menor
tiempo de gelificacion permite un recubrimiento mas rapido y uniforme cuando se aplican

biopeliculas de quitosano en diferentes tipos de alimentos (Ganiji et al., 2007).



Anadlisis de Varianza del Diseno Factorial Para el Tomate Cherry

Grados Brix

Tabla 15

ANOVA para los sélidos solubles totales (°Bx) del tomate cherry.
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FV SC gl CMm F p
Factor A: Formulacion de quitosano 1,275 2 0,561 781,316 <0,0001***
Factor B: Solucion filmogénica 1,123 1 0,113 157,857 <0,0001***
Interaccién A*B 0,034 2 0,017 23,639 <0,0001***
Réplicas 0,005 3 0,002 2,341 0,1145
Error 0,011 15 0,001
Total 1,286 23

Nota. Suma de Cuadrados Tipo Ill. *** p <0.001; ** 0.001 <p < 0.01; *0.01 <p <0.05.

En la Tabla 15 se demuestra que existi6 diferencia significativa en los grados Brix para

la formulacion de quitosano (Factor A), solucién filmogénica (Factor B) y la interaccion entre

ambos factores (AxB). Las réplicas no registraron diferencia significativa.

Acidez Titulable
Tabla 16

ANOVA para la acidez titulable del tomate cherry.

FV SC gl CM F p
Factor A: Formulacion de quitosano 0,004 2 0,002 722,346 <0,0001***
Factor B: Solucién filmogénica 4,0x10* 1 4,0x10% 143,486 <0,0001***
Interaccion A*B 1,3x10* 2 6,4x10° 22,874 <0,0001***
Réplicas 2,3x10° 3 7,7x10° 2,769 0,1145
Error 4,2x10° 15 2,8x10°
Total 0,005 23

Nota. Suma de Cuadrados Tipo Ill. *** p < 0.001; ** 0.001 < p <0.01; *0.01 <p < 0.05.

En la Tabla 16 se demuestra que existié diferencia significativa en la acidez titulable

para la formulacion de quitosano (Factor A), solucion filmogénica (Factor B) y la interaccion

entre ambos factores (AxB). Las réplicas no registraron diferencia significativa.



pH
Tabla 17

ANOVA para el pH del tomate cherry.
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FV SC gl CM F p
Factor A: Formulacion de quitosano 0,314 2 0,157 89,565 <0,0001***
Factor B: Solucion filmogénica 0,017 1 0,017 9,728 0,0070**
Interaccién A*B 0,023 2 0,011 6,415  0,0097**
Réplicas 0,012 3 0,004 2,210 0,1292
Error 0,026 15 0,002
Total 0,392 23

Nota. Suma de Cuadrados Tipo Ill. *** p <0.001; ** 0.001 < p <0.01; *0.01 <p <0.05.

En la Tabla 17 se demuestra que existi6 diferencia significativa en el pH para la

formulacién de quitosano (Factor A), solucién filmogénica (Factor B) y la interaccion entre

ambos factores (AxB). Las réplicas no registraron diferencia significativa.

Humedad
Tabla 18

ANOVA para la humedad del tomate cherry.

FV SC gl CM F p
Factor A: Formulacion de quitosano 29935 2 14,968 4653,543 <0,0001***
Factor B: Solucion filmogénica 0,023 1 0,023 7,287 0,0165*
Interaccion A*B 1,192 0,596 185,289 <0,0001***
Réplicas 0,013 3 0,004 1,345 0,2973
Error 0,048 15 0,003
Total 31,212 23

Nota. Suma de Cuadrados Tipo Ill. *** p < 0.001; ** 0.001 <p <0.01; *0.01 <p <0.05.

En la Tabla 18 se demuestra que existié diferencia significativa en la humedad para la

formulacién de quitosano (Factor A), la solucion filmogénica (Factor B) y la interaccién entre

ambos factores (AxB). Las réplicas no registraron diferencia significativa.



Dureza
Tabla 19

ANOVA para la dureza del tomate cherry.

66

FV SC gl CMm F p
Factor A: Formulacion de quitosano 0,026 2 0,013 420,594 <0,0001***
Factor B: Solucién filmogénica 0,006 1 0,006 209,025 <0,0001***
Interaccién A*B 0,001 2 4,4x104 14,374 0,0003***
Réplicas 8,1x10° 3 2,7x10° 0,876 0,4754
Error 4,6x10* 15 3,1x10°
Total 0,034 23

Nota. Suma de Cuadrados Tipo Ill. *** p <0.001; ** 0.001 < p <0.01; *0.01 <p <0.05.

En la Tabla 19 se demuestra que existid diferencia significativa en la dureza para la

formulacién de quitosano (Factor A), la solucién filmogénica (Factor B) y la interaccion entre

ambos factores (AxB). Las réplicas no registraron diferencia significativa.

Delta E
Tabla 20

ANOVA para la variacion de color del tomate cherry.

FV SC gl CM F p
Factor A: Formulacion de quitosano 5,607 2 2,804 146,397 <0,0001***
Factor B: Solucion filmogénica 14,852 1 14,852 775,530 <0,0001***
Interaccién A*B 0,172 2 0,086 4,488 0,0297*
Réplicas 0,060 3 0,020 1,049 0,3996
Error 0,287 15 0,019
Total 20,979 23

Nota. Suma de Cuadrados Tipo Ill. *** p < 0.001; ** 0.001 <p <0.01; *0.01 <p <0.05.

En la Tabla 20 se demuestra que existié diferencia significativa en la variacién de color

para la formulacion de quitosano (Factor A), la solucion filmogénica (Factor B) y la interacciéon

entre ambos factores (AxB). Las réplicas no registraron diferencia significativa.



Anadlisis Funcional del Diseno Factorial Para el Tomate Cherry

Prueba de Significancia de Tukey Para el Factor A

Tabla 21

Resultados de la prueba de Tukey para el factor A en tomate cherry.
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Factor A: Formulacién de quitosano

Variables
CHH CHQ N/A

Grados Brix 8,12 A 8,318 8,64 €
Acidez titulable (%) 0,527 ~ 0,508 & 0,495°¢
pH 4,29 A 44258 457°¢
Humedad (%) 89,654 89,118 87,06 ¢
Dureza (kgf) 0,752 A 0,743 B 0,678 €
Delta E 2,84 A 34168 4,03°¢

Nota. CHH: Quitosano obtenido por método hindd. CHQ: Quitosano obtenido por método

quimico. N/A: Sin aplicar quitosano.

Respecto a la Tabla 21, los tomates cherry recubiertos con la formulacién de quitosano

obtenido por método hindu (CHH), obtuvieron en promedio un menor valor de grados Brix

(8,12), pH (4,29) y diferencia de color (2,84), mientras que presentaron una mayor acidez

titulable (0,527), contenido de humedad (89,65) y dureza (0,752).
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Figura 12

Diagramas de cajas y bigotes para el factor A evaluado en tomate cherry.
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La Figura 12 demuestra que los tomates cherry recubiertos con la formulacion de
quitosano obtenido por método hindu (CHH) con un DDA del 77,08 + 1,70% y una
concentracion del 1% (p/v) tuvieron un menor incremento de los grados Brix, pH y delta E.
Mientras que retuvieron de mejor manera la acidez titulable, la humedad y la dureza después
del periodo de almacenamiento de 14 dias a 8 °C.

Kibar & Sabir (2018) obtuvieron resultados similares al aplicar recubrimientos
comestibles de quitosano (DDA del 75 al 85%) en tomates frescos, evaluando diferentes
concentraciones (0,5%, 1% y 2%) y condiciones de almacenamiento (20 dias a 5 °C y 10 dias a
21 °C). Se registré que los tomates recubiertos con quitosano al 1% (p/v) fueron mas firmes,
tenian mayor acidez titulable y exhibieron menos cambios bioquimicos que la fruta de control al
final del almacenamiento tanto a 5 °C como a 21 °C (Kibar & Sabir, 2018). Ademas, la pérdida
de calidad visual se redujo significativamente en todas las concentraciones y condiciones de
almacenamiento en comparacion con el control (Kibar & Sabir, 2018).

Sree et al. (2020) también aplicd, en tomates frescos, recubrimientos de quitosano
extraido de residuos de camarén mediante la técnica de inmersion y evalud el efecto de
distintas concentraciones (0,5%, 1%, 2% y 2,5%) durante un periodo de almacenamiento de 30
dias a temperatura ambiente. Se registré que los tomates recubiertos con quitosano eran mas
firmes y tenian una mayor acidez titulable (Sree et al., 2020). También se observé que el
incremento en el pH y los SST fue menor en las muestras recubiertas que en la fruta de control
al final del almacenamiento, siendo la concentracion de quitosano del 2,5% (p/v), la mas
efectiva al extender de mejor forma la vida util de los tomates (Sree et al., 2020).

Por otra parte, Shiekh et al., (2013) afirma que el quitosano reduce la pérdida de
humedad y la tasa de respiracion en los frutos al formar una barrera adicional contra la difusion
de agua y el intercambio de gases a través de las estomas, disminuyendo asi la pérdida de
peso, retrasando el proceso de maduracion y extendiendo la vida util durante el

almacenamiento a diferentes temperaturas.
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Prueba de Significancia de Tukey Para el Factor B
Tabla 22

Resultados de la prueba de Tukey para el factor B en tomate cherry.

Factor B: Solucién filmogénica

Variables
AL AG

Grados Brix 8,29 A 8,43 B
Acidez titulable (%) 0,514 4 0,506 B
pH 4,40 A 4,458
Humedad (%) 88,64~ 88,578
Dureza (kgf) 0,741 4 0,708 8
Delta E 2,64 A 4218

Nota. AL: Almidon de yuca. AG: Agar-agar.

Respecto a la Tabla 22, los tomates cherry recubiertos con la solucién filmogénica de
almidon (AL), obtuvieron en promedio un menor valor de grados Brix (8,29), pH (4,40) y
diferencia de color (2,64), mientras que presentaron una mayor acidez titulable (0,514),

contenido de humedad (88,64) y dureza (0,741).



Figura 13

Diagramas de cajas y bigotes para el factor B evaluado en tomate cherry.
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La Figura 13 demuestra que los tomates cherry recubiertos con la solucion filmogénica
de almidén (AL) con una concentracion del 5% (p/v) tuvieron un menor incremento de los
grados Brix, pH y delta E. Mientras que retuvieron de mejor manera la acidez titulable, la
humedad y la dureza después del periodo de almacenamiento de 14 dias a 8 °C.

Esto concuerda con el estudio de Hernandez et al. (2011), en el que se aplicaron
peliculas comestibles en tomate con diferentes concentraciones de almidén de yuca (2%, 3% vy
4%) y se almacenaron durante 22 dias a 18° C. En este caso, el recubrimiento con la mayor
concentraciéon de almidon de yuca (4%), fue el que redujo de mejor manera la pérdida de peso
y firmeza, ademas de mantener una menor tasa de respiracion y retener el incremento de los
grados Brix (Hernandez et al., 2011). Incluso, permitié prolongar la vida util de los tomates
hasta por 4 dias adicionales, lo que respalda la efectividad de esta biopelicula (Hernandez
etal., 2011).

Por su parte, Adjouman et al. (2018) formuld recubrimientos para tomate a partir de una
combinacion de almidén de yuca al 4% (p/v) y aceite de cacahuete al 5% (v/v), con el propésito
de comparar su efectividad con la del recubrimiento comercial Semperfresh™, el cual se
encuentra formulado a base de éster de sacarosa. Los tomates fueron almacenados a 20 °C
durante 4 semanas y mostraron un retraso significativo (p < 0,05) en los cambios de firmeza,
peso, acidez titulable, pH, sélidos solubles totales, relacion SST/acidez y diferencia del color en
comparacion con Semperfresh™ vy el control sin recubrimiento (Adjouman et al., 2018). En
general, los recubrimientos a base de almidéon de yuca permitieron la conservacion de tomates
frescos hasta por un mes manteniendo los diferentes parametros clave de calidad (Adjouman

et al., 2018).



Prueba de Significancia de Tukey Para la Interaccién AxB
Tabla 23

Resultados de la prueba de Tukey para las interacciones AxB en tomate cherry.
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Interaccion AxB

Variables CHH CHQ N/A

AL AG AL AG AL AG

Grados Brix 8,074 8,17 B 8,28 ¢ 8,35°P 8,52 F 8,76 F

Acidez titulable (%) 0,533 4 0,520® 0,510 ¢ 0,507 © 0,499 P 0,491F

pH 430"  428A 4398  445C0 4510 4,63F
Humedad (%) 89,99” 89,328  89,06C  89,16C 86,87F  87,25°
Dureza (kgf) 0,777  0,728¢  0,754®  0,733¢  0,693° 0,664°F
Delta E 1,97 A 3,72° 2,618 4,22 3,35°¢ 4,70F

Nota. CHH: Quitosano obtenido por método hindd. CHQ: Quitosano obtenido por método

quimico. N/A: Sin aplicar quitosano. AL: Almidén de yuca. AG: Agar-agar.

Respecto a la Tabla 23, los tomates cherry recubiertos con el tratamiento CHH + AL,
obtuvieron en promedio un menor valor de grados Brix (8,07) y diferencia de color (1,97),
mientras que presentaron una mayor acidez titulable (0,533) y dureza (0,777). Por otra parte,
los tomates cherry recubiertos con el tratamiento CHH + AG fueron los que presentaron el
menor valor de pH (4,28), siendo estadisticamente similar al valor obtenido por el tratamiento

CHH + AL (4,30).



Figura 14

Graficos descriptivos para las interacciones AxB evaluadas en tomate cherry.
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La Figura 14 demuestra que los tomates cherry recubiertos con el tratamiento CHH + AL
con una concentracion del 1% (p/v) de quitosano y 5% (p/v) de almidén de yuca tuvieron un
menor incremento de los grados Brix, pH y delta E. Mientras que retuvieron de mejor manera la
acidez titulable, la humedad y la dureza después del periodo de almacenamiento de 14 dias a 8
°C.

Araujo et al. (2018) también analizé el efecto en tomates de un recubrimiento comestible
formulado a partir de quitosano y almidén de yuca, en combinacion con el aceite esencial de
Lippia sidoides Cham. y el extracto de cascara de granada (Punica granatum). Los tomates se
almacenaron durante 12 dias a temperatura ambiente y se descubrié que la mayoria de los
recubrimientos retrasaron la maduracion, disminuyeron los sélidos solubles totales y la pérdida
de peso, manteniendo una firmeza constante en comparacién con los tomates sin
recubrimiento (Araujo et al., 2018).

Yusof et al. (2019) explica la efectivad del tratamiento CHH + AL, en su estudio
caracterizo las propiedades estructurales y funcionales de este recubrimiento mediante la
espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) y descubridé que al mezclar estos
dos polimeros (quitosano y almidén de yuca), el recubrimiento resultante adquiere propiedades
fisicas mejoradas en comparacion a los recubrimientos formados con los polimeros por
separado. Yusof et al. (2019) descubrié que el desplazamiento de los picos y los cambios en
los espectros se debian al enlace de hidrégeno entre el OH y el NH3* del quitosano y el grupo
OH del almidén, estos cambios también demostraron que la adicion de glicerol promueve las
interacciones de enlaces de hidrégeno y el efecto de plastificacion debido a su naturaleza
hidrdfila.

Anaya et al. (2020) asocia la eficacia del recubrimiento CHH + AL para conservar la
dureza en el tomate cherry, con la incidencia del quitosano en la disminucién de la actividad
enzimatica de la poligalacturonasa y la pectinesterasa, las cuales son enzimas relacionadas

con el ablandamiento o pérdida de firmeza en el tomate. Anaya et al. (2020) también afirma que



77

la reduccion en la diferencia de color (delta E) debido a la aplicacion del tratamiento CHH + AL,
se encuentra estrechamente relacionada con la capacidad que tiene el quitosano para disminuir
la generacion de etileno, retrasando la maduracién y conservando la frescura y color distintivo
de diversas frutas y hortalizas.

Finalmente, la influencia de estos recubrimientos en las variables fisicoquimicas del
tomate cherry, contrasta con el estudio realizado por Kumar et al. (2020), en el cual se
evaluaron distintos materiales para el envasado pasivo en atmosfera modificada (PMAP) del
tomate cherry, brindandole especial atencién a un novedoso bionanocompuesto reforzado con
hidroxido de magnesio. Los tomates cherry fueron almacenados durante 24 dias a 10 °C y se
reporté una disminucion significativa (p < 0,05) en la concentraciéon de O, firmeza y acidez
titulable; y un incremento significativo (p < 0,05) en la concentracién de CO., pérdida de peso,
grados Brix y la diferencia total de color (delta E) (Kumar et al., 2020). Sin embargo, el tipo de
material de embalaje utilizado no tuvo un efecto significativo sobre las propiedades fisioldgicas,
fisicoquimicas y bioquimicas del tomate cherry (Kumar et al., 2020); a diferencia de lo que

sucedié con los recubrimientos evaluados en el presente estudio.
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Analisis de Varianza del Disefio Factorial Para la Uvilla
Grados Brix
Tabla 24

ANOVA para los sélidos solubles totales (°Bx) de la uvilla.

FV SC gl CMm F p
Factor A: Formulacion de quitosano 2,000 2 1.000 192,856 <0,0001***
Factor B: Solucién filmogénica 0,487 1 0,487 93,982 <0,0001***
Interaccién A*B 0,040 2 0,020 3,847 0,0448*
Réplicas 0,008 3 0,003 0,489 0,6968
Error 0,078 15 0,005
Total 2,613 23

Nota. Suma de Cuadrados Tipo lll. *** p < 0.001; ** 0.001 <p < 0.01; *0.01 <p <0.05.

En la Tabla 24 se demuestra que existio diferencia significativa en los grados Brix para
la formulacion de quitosano (Factor A), solucion filmogénica (Factor B) y la interaccion entre

ambos factores (AxB). Las réplicas no registraron diferencia significativa.

Acidez Titulable
Tabla 25

ANOVA para la acidez titulable de la uvilla.

FV SC gl CM F p
Factor A: Formulacion de quitosano 0,028 2 0,014 556,805 <0,0001***
Factor B: Solucion filmogénica 0,001 1 0,001 43,731 <0,0001***
Interaccion A*B 2,2x10* 2 1,1x10 4,486 0,0297*
Réplicas 1,9x10° 3 6,3x10° 0,254 0,8575
Error 3,7x10% 15 2,5x10°
Total 0,029 23

Nota. Suma de Cuadrados Tipo Ill. *** p < 0.001; ** 0.001 <p <0.01; *0.01 <p <0.05.

En la Tabla 25 se demuestra que existié diferencia significativa en la acidez titulable
para la formulacion de quitosano (Factor A), solucion filmogénica (Factor B) y la interaccion

entre ambos factores (AxB). Las réplicas no registraron diferencia significativa.



pH
Tabla 26

ANOVA para el pH de la uvilla.
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FV SC gl CMm F p
Factor A: Formulacion de quitosano 0,191 2 0,096 347,422 <0,0001***
Factor B: Solucion filmogénica 0,128 1 0,128 463,547 <0,0001***
Interaccion A*B 0,036 2 0,018 64,677 <0,0001***
Réplicas 0,002 3 0,001 2,962 0,0659
Error 0,004 15 2,8x10*
Total 0,361 23

Nota. Suma de Cuadrados Tipo Ill. *** p <0.001; ** 0.001 < p <0.01; *0.01 <p <0.05.

En la Tabla 26 se demuestra que existio diferencia significativa en el pH para la

formulacién de quitosano (Factor A), solucién filmogénica (Factor B) y la interaccion entre

ambos factores (AxB). Las réplicas no registraron diferencia significativa.

Humedad
Tabla 27

ANOVA para la humedad de la uvilla.

FV SC gl CM F p
Factor A: Formulacion de quitosano 53,593 2 26,796 21266,875 <0,0001***
Factor B: Solucion filmogénica 17,579 1 17,579 13951,442 <0,0001***
Interacciéon A*B 2,926 2 1,463 1161,214 <0,0001***
Réplicas 0,007 3 0,002 1,892 0,1744
Error 0,019 15 0,001
Total 74,124 23

Nota. Suma de Cuadrados Tipo Ill. *** p < 0.001; ** 0.001 <p <0.01; *0.01 <p <0.05.

En la Tabla 27 se demuestra que existié diferencia significativa en la humedad para la

formulacién de quitosano (Factor A), solucién filmogénica (Factor B) y la interaccion entre

ambos factores (AxB). Las réplicas no registraron diferencia significativa.



Dureza
Tabla 28

ANOVA para la dureza de la uvilla.
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FV SC gl CMm F p
Factor A: Formulacion de quitosano 0,109 2 0,055 856,406 <0,0001***
Factor B: Solucion filmogénica 0,002 1 0,002 24,601 0,0002***
Interaccion A*B 0,003 2 0,002 25,171 <0,0001***
Réplicas 0,001 3 1,8x10* 2,828 0,0740
Error 0,001 15 6,4x10°
Total 0,115 23

Nota. Suma de Cuadrados Tipo Ill. *** p <0.001; ** 0.001 < p <0.01; *0.01 <p <0.05.

En la Tabla 28 se demuestra que existio diferencia significativa en la dureza para la

formulacién de quitosano (Factor A), solucién filmogénica (Factor B) y la interaccion entre

ambos factores (AxB). Las réplicas no registraron diferencia significativa.

Delta E
Tabla 29

ANOVA para la variaciéon de color de la uvilla.

FV SC gl CM F p
Factor A: Formulacion de quitosano 5,202 2 2,601 301,602 <0,0001***
Factor B: Solucion filmogénica 1,421 1 1,421 164,772 <0,0001***
Interaccion A*B 1,129 2 0,565 65,455 <0,0001***
Réplicas 0,005 3 0,002 0,212 0,8866
Error 0,129 15 0,009
Total 7,887 23

Nota. Suma de Cuadrados Tipo Ill. *** p < 0.001; ** 0.001 <p <0.01; *0.01 <p <0.05.

En la Tabla 29 se demuestra que existié diferencia significativa en la variacién de color

para la formulacion de quitosano (Factor A), solucion filmogénica (Factor B) y la interaccion

entre ambos factores (AxB). Las réplicas no registraron diferencia significativa.
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Analisis Funcional del Disefio Factorial Para Ia Uvilla
Prueba de Significancia de Tukey Para el Factor A
Tabla 30

Resultados de la prueba de Tukey para el factor A en uvilla.

Factor A: Formulacién de quitosano

Variables
CHH CHQ N/A

Grados Brix 14,14 A 14,44 8 14,84 C
Acidez titulable (%) 1,775 4 1,758 B 1,696 ©
pH 3,954 4,03° 4,17 ©
Humedad (%) 79,88 4 78,67 B 76,28°
Dureza (kgf) 0,858 # 0,780 8 0,693 °¢
Delta E 2,97 A 3,428 4,10 ¢

Nota. CHH: Quitosano obtenido por método hindd. CHQ: Quitosano obtenido por método

quimico. N/A: Sin aplicar quitosano.

Respecto a la Tabla 30, las uvillas recubiertas con la formulacién de quitosano obtenido
por método hindu (CHH), obtuvieron en promedio un menor valor de grados Brix (14,14), pH
(3,95) y diferencia de color (2,97), mientras que presentaron una mayor acidez titulable (1,775),

contenido de humedad (79,88) y dureza (0,858).



Figura 15

Diagramas de cajas y bigotes para el factor A evaluado en uvilla.
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La Figura 15 demuestra que las uvillas recubiertas con la formulacion de quitosano
obtenido por método hindu (CHH) con un DDA del 77,08 + 1,70% y una concentracién del 1%
(p/v) tuvieron un menor incremento de los grados Brix, pH y delta E. Mientras que retuvieron de
mejor manera la acidez titulable, la humedad y la dureza después del periodo de
almacenamiento de 14 dias a 8 °C. Las uvillas postratamiento recubiertas con CHH cumplieron
con los requisitos de la normativa INEN 2485 para este tipo de frutas frescas, ya que
presentaron valores de acidez titulable y sdlidos solubles totales por debajo de los limites
establecidos para consumo: AT = 1,775 < 2,50 max y SST = 14,14 < 15,10 max (INEN, 2009).

Esto concuerda con el trabajo de Gonzalez et al. (2020), en el que se aplicaron
recubrimientos de quitosano (DDA del 85%) que incorporaron diferentes concentraciones del
aceite esencial de Ruda graveolens L. Las uvillas recubiertas se almacenaron durante 12 dias
a 18 °C y se registré que la aplicacion de los tratamientos en las frutas mejoro la estabilidad
fisicoquimica, evitando el consumo de acidos organicos como lo reflejan los resultados en la
acidez titulable, el pH, el indice de madurez y la estimacién de la pérdida de peso (Gonzalez et
al., 2020).

Por otra parte, Munoz et al. (2017) aplicd, mediante el método de aspersion, quitosano
al 1% (p/v) en combinacion con aloe vera estabilizado en una proporcién 80:20, utilizando como
agente plastificante al glicerol al 1% (v/v). Las uvillas recubiertas se almacenaron durante 21
dias a4 °C y 6 dias a temperatura ambiente, se reportd que estos recubrimientos logaron
mejorar la conservacion de los carotenoides totales y reducir la pérdida de peso, sin embargo,
no existié diferencia significativa para los valores de pH, grados Brix y acidez titulable en

comparacion con el grupo control sin recubrimiento (Mufioz et al., 2017).
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Prueba de Significancia de Tukey Para el Factor B
Tabla 31

Resultados de la prueba de Tukey para el factor B en uvilla.

Factor B: Solucién filmogénica

Variables
AL AG

Grados Brix 14,334 14,618
Acidez titulable (%) 1,750 A 1,736 B
pH 3,984 4,128
Humedad (%) 79,134 77,428
Dureza (kgf) 0,7854 0,769 8
Delta E 3,254 3,748

Nota. AL: Almidon de yuca. AG: Agar-agar.

Respecto a la Tabla 31, las uvillas recubiertas con la solucion filmogénica de almidon
(AL), obtuvieron en promedio un menor valor de grados Brix (14,33), pH (3,98) y diferencia de
color (3,25), mientras que presentaron una mayor acidez titulable (1,750), contenido de

humedad (79,13) y dureza (0,785).



Figura 16

Diagramas de cajas y bigotes para el factor B evaluado en uvilla.
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La Figura 16 demuestra que las uvillas recubiertas con la solucién filmogénica de
almidén (AL) con una concentraciéon del 5% (p/v) tuvieron un menor incremento de los grados
Brix, pH y delta E. Mientras que retuvieron de mejor manera la acidez titulable, la humedad y la
dureza después del periodo de almacenamiento de 14 dias a 8 °C. Las uvillas postratamiento
recubiertas con almidén de yuca cumplieron con los requisitos de la normativa INEN 2485 para
este tipo de frutas frescas, ya que presentaron valores de acidez titulable y sélidos solubles
totales por debajo de los limites establecidos para consumo: AT = 1,750 < 2,50 max y SST =
14,33 < 15,10 max (INEN, 2009).

Estos resultados concuerdan con los obtenidos por diversos autores, los cuales han
reportado la eficacia del almidén de yuca como recubrimiento comestible cuando se aplica en
vegetales frescos como el tomate (Adjouman et al., 2018; Araujo et al., 2018; Hernandez et al.,
2011), la guayaba (De Aquino et al., 2015) y la mora negra (Ojeda et al., 2020). Ademas, se ha
informado que estos tipos de recubrimientos comestibles aplicados en uvillas mediante el
método de inmersién, logran reducir la pérdida de firmeza y de humedad, mientras se
conservan los sélidos solubles totales hasta los 12 dias de almacenamiento (Agudelo et al.,

2023).
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Prueba de Significancia de Tukey Para la Interaccién AxB
Tabla 32

Resultados de la prueba de Tukey para las interacciones AxB en uvilla.

Interaccion AxB

Variables CHH CHQ N/A

AL AG AL AG AL AG

Grados Brix 14,054 14,22 8 14,26 B 14,63 € 14,69 © 15,00 P

Acidez titulable (%) 1,779 A 1,770 A 1,769 A 1,747 8 1,700 P 1,692 P

pH 3,854 4,06 © 3,948 4,13° 4,15 PE 419F
Humedad (%) 80,87 A 78,89 ¢ 79,878 7747° 76,66 F 7591F
Dureza (kgf) 0,882 4 0,834° 0,783°¢ 0,777°¢ 0,690 P 0,696 P
Delta E 2,804 3,138 2,884 3,96 € 4,07 ¢ 4,13°¢

Nota. CHH: Quitosano obtenido por método hindd. CHQ: Quitosano obtenido por método

quimico. N/A: Sin aplicar quitosano. AL: Almidén de yuca. AG: Agar-agar.

Respecto a la Tabla 32, las uvillas recubiertas con el tratamiento CHH + AL, obtuvieron
en promedio un menor valor de grados Brix (14,05) y pH (3,85), mientras que presentaron un
mayor contenido de humedad (80,87) y dureza (0,882). El valor de acidez titulable fue
estadisticamente similar para los tratamientos CHH + AL, CHH + AG y CHQ + AL; mientras que

la diferencia de color fue estadisticamente similar en los tratamientos CHH + AL y CHQ + AL.



Figura 17

Gréficos descriptivos para las interacciones AxB evaluadas en uvilla.
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Diagrama de interaccién - Humedad
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La Figura 17 demuestra que las uvillas recubiertas con el tratamiento CHH + AL con una
concentracion del 1% (p/v) de quitosano y 5% (p/v) de almidén de yuca tuvieron un menor
incremento de los grados Brix, pH y delta E. Mientras que retuvieron de mejor manera la acidez
titulable, la humedad y la dureza después del periodo de almacenamiento de 14 dias a 8 °C.
Las uvillas postratamiento recubiertas con CHH + AL cumplieron con los requisitos de la
normativa INEN 2485 para este tipo de frutas frescas, ya que presentaron valores de acidez
titulable y sélidos solubles totales por debajo de los limites establecidos para consumo: AT =
1,779 < 2,50 max y SST = 14,05 < 15,10 max (INEN, 2009).

Los resultados obtenidos se relacionan con el trabajo de Gonzalez et al. (2020), en el
que se aplicaron recubrimientos de quitosano (DDA del 85%) que incorporaron diferentes
concentraciones del aceite esencial de Ruda graveolens L. Las uvillas recubiertas se
almacenaron durante 12 dias a 18 °C y se reportd que la aplicacion de los tratamientos retrasé
la disminucién progresiva de la acidez titulable y el peso, ademas de reducir el incremento del
pH, solidos solubles totales y la diferencia de color (delta E) en comparacion con el grupo
control (Gonzalez et al., 2020).

Por otra parte, Ojeda et al. (2020) aplicé un recubrimiento de quitosano (DDA > 75%)
con almidén de yuca en proporcion 1:1 en moras negras (Morus nigra). Las frutas frescas se
almacenaron durante 16 dias a 5 °C y se registré una reduccion significativa en la
contaminacion microbioldgica y pérdida de peso por deshidratacion (Ojeda et al., 2020). Sin
embargo, no se reportod incidencia significativa del recubrimiento en las variables de firmeza y
variacion de color (Ojeda et al., 2020). En este caso se concluyd que la adicion de glicerol no
era necesaria ya que se lograron resultados satisfactorios unicamente con la combinacién de

quitosano y almidén (Ojeda et al., 2020).
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Analisis de Componentes Principales
Tabla 33

Matriz de correlaciones para el analisis de componentes principales.

Grados  Acidez pH Humedad Dureza Delta E

Brix titulable
Correlacion Grados Brix 1,000 -,952 * ,948 * -,891 * -913 * 716 *
Acidez -,952 * 1,000 -,895 * ,869 * 874 * - 732 *
titulable
pH ,948 * -,895 * 1,000 -,803 * -804 * 623 *

Humedad -,891* ,869 * -,803 * 1,000 ,896 * -,524 *
Dureza -,913 * ,874 * -,804 * ,896 * 1,000 -,801 *

Delta E 716 * - 732" ,623 * -,524 * -,801 * 1,000

Nota. * p < 0.05.

En la Tabla 33 se observa que existieron correlaciones estadisticamente significativas
entre todas las variables analizadas. Los resultados mas representativos indican una fuerte
correlacion negativa de la acidez titulable con los grados Brix (-0,952), el pH (-0,895) y delta E
(-0,732). Ademas, existié una considerable correlacion negativa entre la dureza y los grados
Brix (-0,913), mientras que con la acidez titulable la correlacion fue positiva (0,874).

Adjouman et al. (2018) también encontro esta relacién inversamente proporcional de la
acidez titulable con los grados Brix (-0,99) y el pH (-0,97), al evaluar el efecto de distintos
recubrimientos de almidén de yuca modificado en tomate. De Moura et al. (2020) obtuvo la
misma relacion inversa de la acidez con la variacion de color (delta E) al estudiar diversas
variables fisicoquimicas de la chirimoya (Annona squamosa) mediante el analisis de

componentes principales. De igual manera, Simkova et al. (2024) obtuvo una correlacién
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negativa de la firmeza con los solidos solubles totales (-0,66) y una correlacion positiva con la

acidez titulable (0,55) durante el estudio del proceso de maduracion de la frutilla.

Tabla 34

Varianza total explicada.

Autovalores iniciales

Componente
Total % de varianza % acumulado

1 3,889 64,809 64,809

2 1,743 29,049 93,858

3 271 4,521 98,379

4 ,092 1,534 99,914

5 ,005 ,076 99,989

6 ,001 ,011 100,000

Nota. Método de extraccion: analisis de componentes principales.

Figura 18

Grafico de sedimentacion del analisis de componentes principales.
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Los valores de la Tabla 34 y la Figura 18 proporcionan informacion sobre la contribucién
de cada componente extraido a la variaciéon de los datos. En este caso, el componente 1
explica el 64,81% de la varianza total mientras que los componentes 2 y 3, explican el 29,05%

y 4,52%, respectivamente.

Tabla 35

Matriz de componente rotado.

Componentes
Variables
1 2 3
Sélidos solubles totales (°Bx) -,988 ,009 ,088
Acidez titulable (%) ,965 -,053 -,079
pH (20°C) -,936 -,073 ,316
Humedad (%) ,932 224 272
Dureza (kgf) ,942 -,181 ,246
Delta E -, 721 ,691 -,006

Nota. Método de rotacion: Quartimax. La rotacién ha convergido en 5 iteraciones.

En la Tabla 35 podemos visualizar que los grados Brix, acidez titulable, pH, humedad y
dureza tuvieron cargas muy altas en el componente 1, demostrando una fuerte asociacion con
este componente. En el caso del componente 2, la humedad, dureza y delta E fueron las
variables con las mayores cargas, mientras que el componente 3 tuvo una mayor asociacion

con el pH, la humedad y dureza.
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Figura 19

Gréfico de componente de espacio rotado.

Componente 2

La Figura 19 muestra una estrecha relacion entre el pH y los grados Brix, cuyos valores
presentaron la tendencia de incrementar con el tiempo. Asimismo, existié una relacion cercana
en cuanto a la acidez titulable, humedad y dureza, cuyos valores disminuyeron de forma
simultanea. Por esta razén, estos dos grupos de variables se encuentran en extremos opuestos
del grafico de componentes.

Una relacién similar fue reportada en el estudio de Gonzalez et al. (2020), en el cual se
analizaron distintos recubrimientos de quitosano en uvilla y se registrdé un incremento
simultaneo del pH, los sélidos solubles totales y el indice de madurez; mientras que la acidez
titulable fue disminuyendo en el transcurso de 12 dias bajo refrigeracion.

Por otra parte, Adjouman et al. (2018) evalué el efecto de recubrimientos modificados
de almidén de yuca en tomates frescos y registré un incremento en las variables de pérdida
peso, grados Brix, pH y delta E; mientras que los valores de la acidez titulable y firmeza fueron

reduciéndose en el transcurso de 4 semanas.
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La acidez titulable en frutas se encuentra relacionada con la presencia de acidos
organicos como el acido citrico, malico y tartarico (Mendoza & Rodriguez, 2012). A medida que
la fruta incrementa su indice de madurez, es comun que exista una disminucion en la
concentracion de estos acidos debido a fendbmenos degradativos y procesos de dilucion
(Mendoza & Rodriguez, 2012). Por otra parte, existe una acumulacion de azucares sobre estos
acidos organicos, incrementando sus concentraciones relativas dentro de las células vegetales
(Zhang et al., 2023).

En el caso del pH, se ha registrado que, durante la maduracion, las frutas tienden a
liberar bases libres que neutralizan a los acidos organicos, lo que incrementa el valor de esta
variable (Tsouvaltzis et al., 2023). La maduracion del fruto implica modificaciones en los
componentes de la pared celular, particularmente la pectina, esto debido a la actividad
enzimatica de hidrolasas que actuan sobre este polisacarido, afectando la firmeza y textura de
estos vegetales frescos (Tsouvaltzis et al., 2023). De igual manera, la pérdida de agua es un

proceso fisioldgico asociado con la progresion de la maduracion (Zhao et al., 2023).
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Anadlisis Microbiolégico de los Vegetales Frescos
Tabla 36

Resultados del analisis microbiologico para el mejor tratamiento (CHH + AL).

UFC/mL
Prueba microbiolégica
Tomate cherry Uvilla
Petrifilm™ para Recuento Ausencia Ausencia
de Enterobacterias (EB)
Petrifilm™ para Recuento Rapido _
. <30 Ausencia
de Aerobios (RAC)
Petriflm™ para Recuento _ _
] Ausencia Ausencia
de E. coli (EC)
Petriflm™ para Recuento _ _
Ausencia Ausencia

de Coliformes (CC)

Nota. UFC/mL: Unidades formadoras de colonias por mililitro.

La Tabla 36 establece que las uvillas recubiertas con el mejor tratamiento (CHH + AL)
definido después del analisis fisicoquimico, no registraron crecimiento de enterobacterias,
aerobios y coliformes. En el tomate cherry solo existié ausencia de enterobacterias y
coliformes, mientras que si se visualizé un minimo crecimiento de aerobios (< 30 UFC/mL).
Esto es congruente con los resultados de Araujo et al. (2018), el cual aplicé una mezcla de
quitosano con almidén de yuca en tomate, reduciendo de forma considerable el crecimiento de
coliformes (< 3 UFC/g). Tokatli y Demirdéven (2020) también han reportado la reduccion del
recuento total de bacterias aerdbicas en cerezas recubiertas con quitosano, hasta un nivel por
debajo de la cantidad detectable (< 2 logUFC/g). La actividad antibacteriana y el mecanismo de
accion del quitosano se han explicado basandose en la alteracion de la membrana, la lisis

celular y la generacion de una presion osmética anormal (Shiekh et al., 2013).
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Evaluacion Sensorial de los Vegetales Frescos
Tabla 37

Resultados de la evaluacion sensorial del tomate cherry con distintos recubrimientos.

Parametros AG CHQ + AG CHH+ AG AL CHQ+AL CHH+AL
Color 2.75 3.50 3.50 3.50 4.25 4.50
Aroma 2.25 2.75 3.25 3.00 3.50 4.00
Sabor 2.25 2.75 2.75 3.75 2.50 3.75
Textura 1.75 2.50 2.25 3.50 3.75 4.25
Aceptabilidad 2.00 3.25 3.50 4.00 4.25 4.75

Nota. Valores promedio en base a una escala heddnica de 5 puntos con 4 evaluaciones.

Figura 20

Grafico de radar del analisis sensorial para el tomate cherry.
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Tabla 38

Resultados de la evaluacion sensorial de la uvilla con distintos recubrimientos.

Parametros AG CHQ+AG CHH+AG AL CHQ+AL CHH+AL
Color 2.25 3.25 3.75 4.00 4.25 4.75
Aroma 2.50 3.25 3.50 3.00 3.50 4.25
Sabor 3.00 2.75 3.25 4.00 3.75 4.50
Textura 2.25 2.50 2.50 3.75 3.75 4.25
Aceptabilidad 2.50 3.50 3.50 4.00 4.25 4.50

Nota. Valores promedio en base a una escala heddnica de 5 puntos con 4 evaluaciones.

Figura 21

Grafico de radar del anélisis sensorial para la uvilla.
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La Tabla 37 y la Figura 20 permiten definir que la mejor calificacion en cuanto a color,
aroma, textura y aceptabilidad del tomate cherry, la obtuvo el recubrimiento de quitosano
extraido por método hindu en combinacién con almidén de yuca (CHH + AL), sin embargo, tuvo
un puntaje de sabor similar al del recubrimiento compuesto Unicamente por almidén de yuca.
En cuanto a la uvilla, la Tabla 38 y la Figura 21 indican que el recubrimiento CHH + AL fue el
que mejor aceptacion tuvo al recibir el mayor puntaje en los 5 parametros evaluados.

La mayor aceptabilidad sensorial del tratamiento CHH + AL también fue registrada en el
estudio de Maharsih et al. (2021), en donde se recubrieron porciones de pifia con una solucién
compuesta de almiddn de yuca al 5% (p/v), glicerol al 1% y quitosano al 1% (p/v) con un DDA
de 87.5%, en este caso, después de 14 dias de almacenamiento a una temperatura de 12°C,
aun conservaron una apariencia fresca, una excelente textura y su aroma caracteristico. Un
resultado similar se visualizé en el trabajo de Hossain et al. (2019), en el cual se realizé el
recubrimiento de bananas con una solucién de quitosano al 1% con un DDA de 79.54%, lo cual
permitié la reduccién del pardeamiento y la extension de la vida util hasta los 16 dias. En el
caso de Florencia et al. (2022), se aplicé un recubrimiento de quitosano con alto contenido de
cenizas (89.54%) a uvas frescas, extendiendo su vida util y preservando sus caracteristicas
organolépticas de igual manera como sucede con la cera de parafina comercial.

Finalmente, el recubrimiento con menor aceptacion fue el compuesto Unicamente por
agar-agar (AG) tanto para la uvilla como para el tomate cherry. La menor efectividad de esta
solucion filmogénica en comparacion con los demas tratamientos se asocia a la fragilidad, baja
elasticidad, menor estabilidad térmica y a un pobre desempefio como barrera de gases cuando
se utiliza este polisacarido como recubrimiento comestible (Liyanapathiranage et al., 2023).
Curiosamente, las biopeliculas comestibles preparadas a partir de mezclas de agar-agar con
almidon o quitosano muestran propiedades de barrera y adhesion mejoradas debido a la
formacion de enlaces de hidrégeno y agregaciones hidrofobas entre estos biopolimeros

(Liyanapathiranage et al., 2023).
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Capitulo V
Conclusiones

Respecto a la Extraccion de Quitosano

El quitosano obtenido mediante el método hindu (CHH) presentd una mejor apariencia,
rendimiento y grado de desacetilacién que el quitosano obtenido mediante el método quimico
(CHQ). Por esta razoén, se concluye que el método de extraccién influyd en el rendimiento y en
las propiedades fisicoquimicas del quitosano obtenido a partir de las escamas de paiche.
Respecto al Balance de Materiales

Se consiguio un rendimiento del 60,42% en la etapa de pretratamiento, es decir, por
cada 300 g de escamas crudas se obtuvieron 181,26 g de materia prima acondicionada. En
cuanto al proceso de extraccién, el método hindu obtuvo un rendimiento del 13,32% y el
método quimico 9,23%. De esta forma, se concluye que, por cada 300 g de escamas crudas,
se pueden obtener 39,96 g de quitosano en polvo cuando la extraccién es realizada por el
método hindu y 27,69 g cuando la extraccién se realiza mediante el método quimico.
Respecto a la Evaluacion de las Soluciones Filmogénicas

Las soluciones filmogénicas con un menor tiempo de gelificacion fueron las compuestas
por quitosano obtenido por método hindu (CHH) en combinacién con agar-agar (10 minutos) y
almidon de yuca (12 minutos). En este caso, se concluye que el tiempo de gelificacion de estos
dos polisacaridos disminuye cuando se combinan con un tipo de quitosano que presente un
alto grado de desacetilacion (DDA > 70%), lo cual permite mejorar la eficiencia de estos
recubrimientos cuando se aplican en vegetales frescos.
Respecto al Efecto de las Biopeliculas

Factor A (Formulaciones de Quitosano). El quitosano obtenido por método hindu
(CHH) fue el que tuvo un menor incremento de los grados Brix, pH y delta E. Mientras que logro
retener de mejor manera la acidez titulable, la humedad y la dureza luego del periodo de

almacenamiento. Esto sucedié tanto para el tomate cherry como para la uvilla. De esta forma,
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se establece que la formulacién de quitosano influye en la efectividad de las biopeliculas para
la conservacion de vegetales frescos (I Gama).

Factor B (Soluciones Filmogénicas). El almidon de yuca (AL) tuvo un menor
incremento de los grados Brix, pH y delta E. Mientras que logré retener de mejor manera la
acidez titulable, la humedad y la dureza luego del periodo de almacenamiento. Esto sucedio
tanto para el tomate cherry como para la uvilla. De esta forma, se establece que el tipo de
solucion filmogénica influye en la efectividad de las biopeliculas para la conservacion de
vegetales frescos (I Gama).

Interaccion A x B. En general, la biopelicula compuesta de quitosano obtenido por
método hindu y almidén de yuca (CHH + AL) fue la que tuvo un menor incremento de los
grados Brix, pH y delta E. Mientras que logré retener de mejor manera la acidez titulable, la
humedad y la dureza luego del periodo de almacenamiento. Esto sucedioé tanto para el tomate
cherry como para la uvilla. De esta forma, se establece que las interacciones entre la
formulacién de quitosano y el tipo de soluciodn filmogénica influyen en la efectividad de las
biopeliculas para la conservacién de vegetales frescos (I Gama).

Respecto al Andlisis de Componentes Principales

Se logré realizar la reduccion de dimensionalidad del conjunto de variables
fisicoquimicas y se establecieron dos agrupaciones de variables correlacionadas positivamente,
el primer grupo se encontraba conformado por la acidez titulable, dureza y humedad, mientras
qgue el segundo grupo incluyo a los grados Brix y el pH. Ademas, se encontré que estos dos
grupos mantenian una correlacion negativa al encontrarse en extremos opuestos del grafico de
componentes.

Respecto al Analisis Microbiolégico

El mejor tratamiento compuesto de quitosano obtenido por método hindu y almidén de

yuca (CHH + AL) resulté actuar como un eficaz recubrimiento antimicrobiano, al registrarse un

crecimiento minimo o la ausencia total de enterobacterias, aerobios y coliformes. Esto se



102

relaciona con el grado de desacetilacion del quitosano que es directamente proporcional a su
actividad antimicrobiana.
Respecto a la Evaluacién Sensorial

En general, los tratamientos compuestos de almiddn de yuca obtuvieron una mejor
aceptacion sensorial que los tratamientos compuestos de agar-agar, siendo la combinacién con
quitosano obtenido por método hindu (CHH + AL), el tratamiento que logré el puntaje mas alto
en los 5 parametros evaluados tanto para el tomate cherry como para la uvilla. Esto se
relaciona con una menor variacion de las propiedades fisicoquimicas de los vegetales

recubiertos con esta biopelicula al finalizar el periodo de almacenamiento.
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Recomendaciones

Realizar la extraccion de quitosano mediante el método hindu a partir de las escamas
de paiche, con el propdsito de alcanzar un mayor rendimiento y grado de desacetilacion.

Se recomienda adicionar el quitosano obtenido por el método hindu en las soluciones
filmogénicas de almidén de yuca o agar-agar, con la finalidad de disminuir el tiempo de
gelificacién y mejorar las propiedades de las biopeliculas.

Considerando los resultados de los analisis fisicoquimicos, microbioldgicos y
sensoriales de los dos vegetales frescos recubiertos, se sugiere aplicar la biopelicula
compuesta de quitosano obtenido por método hindu y almidén de yuca (CHH + AL) tanto para
el tomate cherry como para la uvilla.

En cuanto al analisis de componentes principales, se sugiere implementar un control
meticuloso de las variables de estudio para garantizar la fiabilidad y la interpretacion precisa de

los resultados.
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