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RESUMEN

La presente investigacion planted la obtencion del biopolimero quitosano a partir del micelio de
Aspergillus niger, para utilizarlo en la elaboracion de recubrimientos comestibles que permitan
conservar frutas. Para el proceso de extraccion, se realizaron 9 ensayos que consistieron en un
tratamiento quimico de muestras de 20 g de micelio del hongo con hidréxido de sodio y &cido
clorhidrico a diferentes concentraciones. De las muestras de quitosano extraido, solo se
reportaron los valores mas altos para cada concentracion; y las caracteristicas fisico-quimicas de
estas muestras se determinaron mediante analisis por espectroscopia infrarroja, pruebas de
solubilidad, pruebas de viscosidad, secado y calcinacion. Con estas muestras, se prepararon 3
soluciones (A, B, C) compuestas por disoluciones de quitosano y almidon en distintas
concentraciones, y glicerina. Las caracteristicas fisico-quimicas de estas soluciones se
determinaron por: secado y formacion de peliculas, medicion de densidad, medicion de pH y
analisis por espectroscopia infrarrojo. La Solucién C fue seleccionada porque present6 las
caracteristicas apropiadas para la formacion de recubrimientos, y se determind que cumple con
los pardmetros de inocuidad necesarios para ser considerada apta para el consumo humano. Con
la finalidad de evaluar la funcionalidad de los recubrimientos comestibles en la conservacion de
frutas, se aplicaron por inmersion en fresas y moras, a las cuales se les realiz6 una evaluacion
sensorial y un pesaje diario; los resultados de estas pruebas se compararon con los presentados
por frutas que no tenian recubrimiento. Al finalizar la presente investigacion, se pudo
comprobar la funcionalidad de estos recubrimientos comestibles en la conservacion de frutas,
debido a que permitieron que el tiempo de vida util de las fresas y moras sea de 7 dias a
temperatura ambiente, y de 16 y 12 dias a temperatura de refrigeracion; lo que indica un

aumento en su tiempo de conservacién de aproximadamente 5 dias.

Palabras clave: <INGENIERIA QUIMICA>, <BIOPOLIMERO> <QUITOSANO>,
<HONGO  (Aspergillus  niger)>,  <RECUBRIMIENTOS  COMESTIBLES>,
<CONSERVACION>

oo - DERAL
PROCESOS TECNICOS Y ANALISIS
BIBLIDGRAFICO Y DOCUMENTAL
“‘T"‘t"!'...[-—i P T
RARRERIR N, 11

08 - -

REVISION UE RESUNEN Y SIBLIOGRAF I/

o S

Borsa 21/,/ ...... t ‘crﬂ]vi}é

XViii



ABSTRACT

This investigation raised the obtaining of the chitosan from the mycelium of Aspergillus niger,
to use in the preparation of edible coatings that allow preserving fruits. For the extraction
process, nine tests were carried out that consisted of chemical treatment of 20 g fungus
mycelium samples with sodium hydroxide and hydrochloric acid at different concentrations.
Between the chitosan samples extracted, only the highest values for each density were reported.
And the physicochemical characteristics of these samples were determined by infrared
spectroscopy analysis, solubility tests, viscosity tests, drying, and calcination. With these
samples, three solutions (A, B, and C) composed of chitosan and starch solutions in different
concentrations and glycerin were prepared. The physicochemical characteristics of these
solutions were determined by drying and film formation, density measurement, pH
measurement, and infrared spectroscopy analysis. Solution C was selected because it presented
the appropriate characteristics for the creation of coatings. It was determined that it meets the
safety parameters necessary to be considered fit for human consumption. In order to evaluate
the functionality of the edible coating in fruit preservation, samples were applied by immersion,
in strawberries and blackberries, to which- a sensory evaluation and a daily weighing-, were
performed. These test results were compared with those presented by fruits having no coating.
At the end of this investigation, it was possible to verify the functionality of these edible
coatings in fruit preservation. As They allowed the useful life of strawberries and blackberries
to be 7 days at room temperature, and 16 and 12 days at cooling temperature. It indicates an

increase in tis conservation time of approximately 5 days.

Keywords: <CHEMICAL ENGINEERING>, <BIOPOLYMER> <CHITOSAN>, <FUNGUS
(Aspergillus niger)>, <EDIBLE COATINGS>, <CONSERVATION>
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

1.1. Identificacion del Problema

En Ecuador, se generan aproximadamente 355516.1 toneladas de residuos plasticos al afio (MAE,
2017, p. 5). La utilizacién del pléastico en diferentes procesos industriales y el uso de diversos
envases plasticos en la industria (principalmente en la industria de alimentos y bebidas),
presenta el serio problema de la disposicion final de los residuos que las mismas generan
(Domingo, 2011, p. 2). Cuando estos residuos se depositan en vertederos y se los quema,
contaminan el ambiente debido a que generan gases tdxicos como monodxido de carbono,

diéxido de carbono, cianuro de hidrégeno, dioxina, furanos, entre otros (Riquelme, 2015).

Ademas, los plasticos dificultan la compactacién de los residuos y perjudican la descomposicion
de los materiales biol6gicamente degradables, al formar capas impenetrables que impiden la
eliminacion de los gases y liquidos generados en el proceso de biodegradacion de la materia
organica (Domingo, 2011, p. 3). Debido a esta problematica, existen diversos estudios que buscan

un sustituto natural y sostenible para los polimeros de origen petroquimico.

El quitosano es el segundo polimero natural méas abundante del planeta. Fue descubierto en
1859 por C. Rouget, el cual logré determinar que al sumergir la quitina en un alcali caliente se
puede obtener un material que presenta solubilidad en &cidos organicos (Giraldo, 2015, p. 1) y lo
llamo6 “quitina modificada”. Mas tarde, en 1894, fue estudiado por Hoppe-Seyler quien lo

bautiz6 “chitosan” (Luna, 2012, p. 9).

La importancia de este biopolimero radica en su gran potencial para ser utilizado en diferentes
campos, debido a sus propiedades fisicoquimicas, tales como: biodegradabilidad, actividad
bactericida, fungicida, nematicida, antiviral, biocida, biocompatibilidad y atoxicidad (Giraldo,

2015, p. 2).

Entre sus aplicaciones mas destacadas tenemos: clarificacion de jugos, liberacién de
agroquimicos de forma contralada, fabricacion de suturas absorbibles, apdsito para heridas y

piel artificial, elaboracion de nutrimentos, cosmeticos, textiles, floculante y coagulante en el



tratamiento de aguas; y en la elaboracion de recubrimientos para semillas, hojas, vegetales y

frutos frescos (Giraldo, 2015, pp. 2-13).

Tradicionalmente, la fuente primaria de quitosano ha sido la quitina proveniente del caparazon
de crustéaceos, sin embargo, existen ocasiones en que la extraccion de este biopolimero se ve
limitada debido a la escasez de crustaceos en ciertas temporadas del afio. Motivo por el cual,
existe la necesidad de buscar otras fuentes naturales de quitina, en donde los hongos se
muestran como la mejor opcion, debido a su facilidad de obtencion como materia prima (Becerra,

et al, 2011, p. 26).

El quitosano obtenido a partir de hongos, a diferencia de los obtenidos de otras fuentes, tiene
como principal ventaja su produccion a gran escala y de manera controlada, durante el tiempo

deseado (Alzate, et al, 2015, p. 113).

Por medio del presente trabajo de investigacion, se busca determinar la efectividad de los
recubrimientos comestibles elaborados a partir de quitosano de origen flngico, para alargar el
tiempo de vida atil de frutas perecibles almacenadas a temperatura ambiente y de refrigeracion;
de esta forma, presentarlo como una alternativa practica y amigable para reemplazar a los

polimeros sintéticos de baja degradabilidad (Fernandez, et al, 2015, pp. 54-55).
1.2. Justificacion del Proyecto

En las Gltimas décadas, los polimeros se han convertido en materiales que han revolucionado la
vida de las personas, pero por su origen a base de petroleo, se consideran materiales no

sostenibles que provocan serios inconvenientes ambientales.

La gran cantidad de desechos generados en el sector industrial ha despertado el interés por
atenuar la contaminacion, mediante la aplicacion de técnicas y procedimientos que permiten

elaborar nuevos productos con un bajo costo de inversion y que sean amigables con el ambiente.

Por esta razdn, el desarrollo de tecnologias para la produccién de biopolimeros permite que se
consideren como una parcial sustitucion de los materiales plasticos tradicionales en varias

aplicaciones industriales (Lara, 2016, p.1).

El quitosano es un hetero polisacarido que se encuentra en casi un tercio del total de la pared
celular de algunos hongos. Es insoluble en agua y tiene la propiedad de formar peliculas a partir
de soluciones diluidas en &cidos organicos, mediante variadas metodologias. Posee propiedades
Gnicas que lo hacen un ingrediente ideal para el desarrollo de peliculas comestibles y su

aplicacion en sistemas alimentarios como agente antimicrobiano (Valenzuela & Arias, 2012, p. 34).



El hongo Aspergillus niger, asi como otros tipos de hongos, contiene en su pared celular varios
tipos de biopolimeros como glucano, manano, glicoproteinas y quitina, de la cual se puede

obtener guitosano mediante el proceso de desacetilacion (Ponton, 2008, p. 79).

La presente investigacion comprende la obtencidn del quitosano proveniente del micelio de
Aspergillus niger, y su aplicacion como un material que permita conservar la integridad de
frutas perecibles, logrando asi, reducir las pérdidas post cosecha que sufren los agricultores por
la pronta maduracion de sus productos y contribuyendo de una manera importante a la

disminucién de residuos plasticos que deterioran gravemente el ambiente.
1.3. Obijetivos
1.3.1. Objetivo General

Obtener quitosano a partir del micelio de Aspergillus niger para su aplicacion en la elaboracion

de recubrimientos comestibles que permitan conservar frutas.
1.3.2. Objetivos Especificos

o Establecer el proceso adecuado para la extraccion de quitosano a partir del micelio de
Aspergillus niger.

e Determinar las caracteristicas fisico-quimicas del quitosano obtenido a partir del micelio de
Aspergillus niger.

e Obtener recubrimientos comestibles a partir de quitosano y analizar sus caracteristicas
fisico-quimicas.

e Comprobar la funcionalidad de los recubrimientos comestibles obtenidos a partir de
quitosano como conservantes de frutas y determinar su tiempo de vida Util a temperatura

ambiente y de refrigeracion.



CAPITULO II

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion

A nivel mundial, la produccion total de polimeros bordea los 381 millones de toneladas anuales
(Céceres, 2017), de los cuales 235 millones son materias primas destinadas a la elaboracion de

botellas, empaques y bolsas de todo tipo y tamafio (Loreto, 2013).

El uso constante de estos materiales aumenta los niveles de basura y desperdicios que
contaminan el planeta, debido a que son elaborados a partir de recursos naturales no renovables
y no biodegradables, que al ser desechados se van acumulando en el ambiente durante cientos o

miles de afios (Céceres, 2017).

Por tal motivo, los biopolimeros se presentan como una buena opcién para reducir el dafio
ambiental provocado por los polimeros sintéticos a base de petréleo, debido a que al ser
desechados se los puede tratar como desechos organicos y su degradacion se puede realizar en
cortos periodos de tiempo, lo que significa que el polimero al estar en contacto con

microorganismos del ambiente va a ser degradado en su totalidad (Lépez, 2014, p. 1).

Entre los polimeros biodegradables mas utilizados en la industria se encuentran el colageno, el
almidén y el quitosano. Este ultimo, proviene principalmente de la quitina, la cual se puede
extraer de diversas fuentes naturales como exoesqueletos de crustaceos e insectos, y en paredes
celulares de algunos tipos de hongos, entre los que destacan: Mucor sp, Aspergillus niger,

Rhizopus orizae y Penicillium sp.

El quitosano obtenido a partir de micelio fangico se puede conseguir por procesos de
fermentacion sin ningin tipo de limitacion geografica o de temporada y contiene niveles
menores de materiales inorganicos, en comparacion con los residuos de crustaceos, y por lo

tanto no requieren un tratamiento de desmineralizacion durante su extraccion (Guerrén, 2016, p. 1).

Existen dos métodos para la extraccion y desacetilacion de la quitina a partir de hongos, el
primero consiste en una hidrolisis bésica del micelio, para provocar la ruptura celular y la

desacetilacion de la quitina, seguido de la solubilizacion del quitosano en un medio ligeramente



acido y una re-precipitacion en medio bésico. El segundo método se basa en un tratamiento

enzimatico, con las mismas etapas del método anterior (Romero, 2011, pp. 6-7).

Un enfoque importante que se le ha dado al quitosano, es su uso en procesos de conservacion de
alimentos, ya sea como recubrimiento comestible, como envase contenedor 0 como empague
biodegradable (Morey & Quinde, 2012, p. 1). EI interés por el quitosano para la elaboracion de
recubrimientos alimenticios se atribuye a sus excelentes propiedades de barrera al O, y al CO;
(Alvarado, et al, 2007, p. 606), Yy su efecto antimicrobiano de alto espectro (Valenzuela & Arias, 2012, p.
35).

A nivel mundial, se estima que las pérdidas post cosecha de los productos fruticolas en paises en
vias de desarrollo varian entre el 25 y 50 % de la produccién, debido a deterioros
microbioldgicos y fisioldgicos, significando una pérdida econdmica considerable para los

agricultores (Carvajal, 2012, p. 1).

Por estos antecedentes, actualmente existen diversas investigaciones destinadas a la elaboracién
de recubrimientos comestibles a base de biopolimeros que permitan conservar la calidad
nutricional de las frutas, actuando como una barrera que permita disminuir la tasa de respiracién
y la pérdida de peso por deshidratacion, ademas de inhibir el pardeamiento enzimatico y las

reacciones metabolicas asociadas con la maduracion (Véazquez & Guerrero, 2013, p. 6).
2.2. Marco Conceptual
2.2.1. Biopolimeros

Los biopolimeros son macromoléculas que se sintetizan mediante procesos bioldgicos (Lépez, et
al, 2004, p. 423). Son homogéneos, impermeables, biodegradables, resistentes a agentes quimicos
y poseen caracteristicas especificas que les permiten tener diversas aplicaciones, en la
elaboracion de materiales o en el disefio y desarrollo de procesos industriales (Melero, 1993, p.
103).

Los biopolimeros estan clasificados segin su fuente en tres subgrupos importantes: polimeros
elaborados a partir de recursos renovables (celulosa y almiddn), polimeros biodegradables
elaborados a partir de monémeros bioderivados (acido lactico y aceites vegetales) y

biopolimeros sintetizados por microorganismos (polihidroxialcanoatos) (Valero, 2013, p. 172).
2.2.2. Quitina

La quitina es el segundo polisacérido mas abundante de la naturaleza, solo superada por la
celulosa. Es un homopolisacéarido lineal formado por residuos de N-acetil-D-glucosamina
ligados por enlaces B (1—4) (Melo & Cuamatzi, 2007, p. 68). Lo cual le da una estructura plana,

similar a la de la celulosa y adecuada para tejidos fuertes de sostén (Primo, 2007, p. 910).
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Figura 1-2: Estructura de la Quitina
Fuente: Melo & Cuamatzi, 2007, p.68

Tiene una elevada tasa de regeneracion natural, pues se estima que al menos 1x10° toneladas de
quitina se sintetizan y degradan cada afio en la biosfera. Esta sustancia forma parte de las
estructuras celulares de hongos ascomicetos, basidiomicetos, zigomicetos y deuteromicetos,
algas, insectos, aracnidos, bacterias, nematodos, crustaceos y de organismos invertebrados,

como anélidos, cefalopodos, moluscos, hemicordados, entre otros (Ramirez, et al, 2010, pp. 262-263).

La quitina pura es un solido blanco, parcialmente cristalino, inodoro, insipido, rigido, no es
toxico y no posee elasticidad. Es altamente insoluble en agua, pero se disuelve rapidamente en
acidos concentrados, en algunos fluoro alcoholes y soluciones al 5% de cloruro de litio, y
presenta una baja reactividad (Marmol, et al, 2011, p. 54). Tiene una elevada masa molecular y una

estructura porosa que le permite absorber mucha agua (Ramirez, et al, 2010, p. 263).

Es un polisacarido que en su estructura contiene grupos funcionales acetamidas, cuando se le
eliminan esos grupos mediante el proceso denominado “desacetilacion” se obtiene el quitosano,
el cual sigue siendo un biopolimero con una distribucién regular de grupos amino (Hernandez, et

al, 2008, p. 659).
2.2.3. Quitosano

El quitosano es un polisacérido lineal que en estado natural se encuentra en casi un tercio del
total de la pared celular de algunos tipos de hongos; sin embargo, se obtiene principalmente

como producto del proceso de desacetilacion de la quitina (Riveros, 2010, p. 130).

La pérdida del grupo acetilo del grupo amida del carbono 2, da lugar a un grupo amino en esa
posicion, y cuando la desacetilacion del material de partida es incompleta, se obtiene una
mezcla de cadenas que contienen residuos de unidades N-Acetilglucosamina (GICNAC) y 2-
amino-2-desoxi-B-Dglucopiranosa (GIcN) unidos por enlaces glucosidicos B (1—4), cuya
relacion dependera de las condiciones de la reaccion de desacetilacion (Valenzuela & Arias, 2012, p.

34).



Figura 2-2: Estructura del Quitosano

Fuente: Rodriguez, et al, 2010, p. 341

Una vez que la quitina se transforma en quitosano, se modifica sustancialmente sus propiedades,
lo que permite que el nuevo polimero sea soluble en soluciones acuosas de la mayoria de acidos
inorganicos y organicos, e insoluble en &cidos concentrados, agua, solventes organicos comunes
y bases. También presenta una mayor reactividad que la quitina, debido a que sus grupos amino
pueden ser alcohilados y acilados, y pueden reaccionar con las bases de Schiff (Luna, 2012, p. 10).

La presencia de grupos amino en la cadena polimérica permite que el quitosano sea uno de los
materiales mas versatiles que existe, debido a la posibilidad de realizar una amplia variedad de
modificaciones con él, tales como: reacciones de injerto, reacciones de anclaje de enzimas,
obtencion de peliculas entrecruzadas, etc.; de las cuales se pueden obtener diversos materiales
con propiedades adecuadas para aplicarse en biomedicina, biotecnologia, agricultura, etc. (Larez,
2003, pp. 93-94).

El quitosano presenta propiedades filmogénicas, antifingicas y antibacterianas. Es
biodegradable, biocompatible, semipermeable y no téxico. Ademas, permite ligar lipidos y
metales como zinc, cobre, hierro, vanadio y plomo; y puede extender la vida Util de productos
alimenticios frescos como carnes, verduras y frutas (Vuarant, 2010, pp. 58-59). Esta exceptuado de
regulacion por la Food and Drug Administration (FDA) y se permite su uso como aditivo

alimentario (Valenzuela & Arias, 2012, p. 41).

Las fuentes de quitina y los diferentes procesos de desacetilacion que se utilizan para obtenerlo,
son los principales factores que afectan a las propiedades finales de este biopolimero. Se han
desarrollado diversos métodos fisico-quimicos para su obtencion y caracterizacion, sin
embargo, su aplicacion se encuentra limitada por: la variacion en su grado de desacetilacion, su
composicién quimica, el tamafio de la cadena polimérica y su grado de purificacion (Hernéndez, et

al, 2009, p. 57).



2.2.4. Caracterizacion del quitosano

Las dimensiones de las cadenas de quitosano y su composicion varian de acuerdo del material
del que se obtiene y de la rigurosidad del método de extraccion. Es por este motivo, que se debe

caracterizar una muestra del polimero obtenido para determinar sus propiedades (Luna, 2012, p.15).
2.2.4.1. Peso molecular

La distribucion del peso molecular del quitosano, depende de las condiciones empleadas en su
proceso de extraccion, tales como: concentracion, temperatura, naturaleza del material utilizado

como materia prima y las condiciones atmosféricas (Morey & Quinde, 2012, p. 10).

Debido a que diversos estudios indican que la mayor parte de las propiedades funcionales del
quitosano dependen de su peso molecular, es necesario caracterizar adecuadamente esta
propiedad. El peso molecular de este polimero puede ser determinado por varios métodos:
cromatografia de permeacién en gel, espectrometria por dispersion de luz y viscosimetria (Morey
& Quinde, 2012, p. 10).

2.2.4.2. Grado de desacetilacién

El grado de desacetilacion representa el contenido de los grupos aminos presentes en la cadena
polimérica. Su valor depende de diferentes factores como: el tamafio de la particula, la
concentracion del alcali y la densidad de la quitina presente en la muestra utilizada (Morey &
Quinde, 2012, p. 11).

En la reaccion de desacetilacion, se produce la salida de varios grupos acetilo (C=0-CHs) de la
cadena de la quitina, permitiendo la formacién de grupos NH, reactivos, lo que produce una

sustitucion parcial o total de los grupos acetilo (Luna, 2012, p. 16).
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Figura 3-2: Relacion Estructural entre Quitina, Quitosano y Quitano

Fuente: Luna, 2012, p. 16



El contenido de grupos acetilo (C=0-CHa) residuales en la estructura, se puede determinar por
varios métodos: la espectroscopia de UV, la espectroscopia de infrarrojo (IR), la conductimetria,
la espectroscopia de RMN y la potenciometria (Morey & Quinde, 2012, p. 11).

El més utilizado es la espectrofotometria de infrarrojos, en el cual se considera la variacion de
absorbancia en la banda que corresponde al grupo carbonilo (-C=0) a 1655cm-1, caracteristica

de la quitina, como una medida de la disminucion de los acetilos en la cadena. (Luna, 2012, p. 16).
2.2.4.3. Solubilidad

El gquitosano se encuentra cargado de forma positiva en soluciones &cidas, debido a la presencia

de aminas primarias en su estructura, la cual es protonada de acuerdo a la siguiente ecuacion:
Chit — NH, + H;0" < Chit — NHf + H,0

Al tener carga positiva la amina, el quitosano se vuelve soluble en soluciones acidas diluidas, al
aumentar su capacidad hidrofilica, y provocando la formacién de sales. El quitosano es soluble
cuando mas del 50% de sus grupos aminos se encuentran protonados. Su solubilidad depende
del grado de desacetilacion de su estructura y se encuentra controlada por las interacciones
moleculares del grupo N-acetil y por las propiedades hidrofilicas de la glucosamina libre (Luna,

2012, pp. 15-16).
2.2.4.4. Viscosidad de soluciones de quitosano

En general, las soluciones de polimeros son muy viscosas, ain en soluciones diluidas (Luna, 2012,
p. 17), lo que permite que puedan ser utilizadas como agentes de suspension o como espesantes

estabilizantes (Morey & Quinde, 2012, p. 12).

Las soluciones de quitosano presentan propiedades viscoelasticas y pseudoplasticas (Morey &
Quinde, 2012, p. 12). Su viscosidad depende de su grado de desacetilacion, el tamafio y la forma del

polimero, de su peso molecular y de su concentracién (Luna, 2012, p. 17).
2.2.4.5. Cenizas

Las cenizas de un polimero se encuentran constituidas por el residuo de materia inorganica que
queda después de que la materia organica se ha quemado completamente. Estas cenizas no
tienen necesariamente la misma composicion de la materia mineral en el polimero original,
debido a que pueden existir pérdidas por volatilizacion o por interacciones entre los

constituyentes (Luna, 2012, p. 19).
2.2.4.6. Porcentaje de Nitrogeno

Para determinar en Nitrogeno organico, generalmente se utiliza el método Kjeldahl, el cual
consiste en la digestion del compuesto nitrogenado con é&cido sulfurico, de esta forma se
9



produce la formacion de una sal de amonio. Esta sal se descompone en amoniaco, por accion de

una base fuerte (Luna, 2012, p. 19).
2.2.5. Aplicaciones del quitosano
2.2.5.1. Recubrimientos y peliculas comestibles

El quitosano se puede utilizar en la elaboracion de recubrimientos y peliculas comestibles,
debido a sus propiedades bioquimicas. Estos recubrimientos y peliculas son duraderos,
resistentes y flexibles. Presentan una moderada permeabilidad al vapor de agua, disminuyen la
tasa de respiracion, actlan como barreras para la penetracion del oxigeno, retrasan la

maduracion de frutas y vegetales, ademas de que inhiben el desarrollo microbiano (Andrade, 2015,

p. 6).
2.2.5.2. Tratamiento de aguas residuales

En el tratamiento de aguas residuales, el quitosano es utilizado para eliminar restos de
colorantes y trazas de metales (Andrade, 2015, p. 6), tales como: Pb (11), Cu (1), U (V1I), Ni (lI), Cr
(1, Cr (V1), Zn (1), Cd (1), Co (1), Pd (1), Fe (1) y Hg (1) (Romero, 2011, p. 8).

Esto se debe a que estd cargado de forma positiva, lo que le permite combinarse con
biomoléculas que posean carga negativa o formar complejos con metales, los cuales floculan y
pueden ser separados por procesos de filtracion, centrifugacion o prensado (Morey & Quinde, 2012,
pp. 16-17).

2.2.5.3. Aditivo

Debido a sus propiedades gelificantes, espesantes y emulsificantes, el quitosano se puede
emplear para mejor la textura de diversos alimentos, ya que permite fijar grasa y agua. Ademas,
se utiliza como agente floculante o estabilizante de color, en la clarificacion de bebidas como

los zumos, el vino, etc. (Andrade, 2015, p. 7).
2.2.5.4. Cosméticos

Se lo puede afadir en productos cosméticos como un agente emulsificante, hidratante,

espesante, emoliente y formador de peliculas (Andrade, 2015, p. 7).
2.2.5.5. Salud

Se lo puede utilizar para el control del colesterol, en las protesis dentales, en biomateriales,
suturas, como producto antibacterial, en vendas para los ojos y como anticongelante (Andrade,

2015, p. 7).
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2.2.5.6. Industria farmacéutica
En esta industria se lo utiliza como excipiente para la elaboracion de tabletas (Andrade, 2015, p. 7).
2.2.5.7. Medicina

En medicina, acta como antiacido, permite cicatrizar heridas, reduce la placa dental, y es
utilizado en la recuperacion de lesiones cutaneas crdnicas y en la curacion de Glceras (Andrade,
2015, p. 8). Por su histocompatibilidad, se puede utilizar como componente de suturas quirtrgicas
reabsorbibles y en implantes artificiales de piel para regeneracion de tejidos (Romero, 2011, p. 8).

2.2.5.8. Biotecnologia

Se lo puede utilizar para inmovilizar enzimas, para encapsular e inmovilizar células y para la

reutilizacion de proteinas (Andrade, 2015, p. 8).
2.2.5.9. Agricultura

Es beneficioso para las plantas, porque induce mecanismos de defensa en las mismas y debido a
su actividad antifungica, las protege de hongos fitopatogenos. Si se lo aplica en las semillas,
permite un incremento en la germinacion y por ende un mayor rendimiento en los cultivos

(Romero, 2011, p. 8).
2.2.6. Recomendaciones generales para el uso de quitosano segun su aplicacion

- Como conservante de alimentos: Bajo o medio peso molecular y alto grado de
desacetilacion.

- Como ingrediente dietético: Alta viscosidad, alto peso molecular y particulas finas.

- Como agente emulsificante: Bajo grado de desacetilacion y alta viscosidad.

- En el tratamiento de aguas residuales: Baja cristalinidad y alto grado de desacetilacion.
Puede variar dependiendo de las condiciones del agua a tratar.

- Para la reduccion de metales: Bajo peso molecular y alto grado de desacetilacion.

- Para productos cosméticos y de salud: Bajo peso molecular y alto grado de desacetilacion.

- Para inmovilizar células: Alto grado de desacetilacion.

- Para inmovilizar enzimas: Bajo contenido de cenizas, pero dependerd de la enzima y el
método de inmovilizacion.

- En la ingenieria de tejidos: Alto peso molecular y un grado de desacetilacion del 85%

(Dominguez, 2012, p. 57).
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2.2.7. Aspergillus niger

El Aspergillus niger se encuentra en el grupo de los aspergilos negros, el cual se clasifica dentro
de la familia moniliaceae, orden moniliales, clase hyphomicetes, filum deuteromycota (Saez, et al,

2002, p. 34).

Figura 4-2: Aspergillus niger
Fuente: Lépez, 2017, p. 17

Es un hongo filamentoso, es decir, forma hifas que presentan un recubrimiento denominado
“micelio” (Lépez, 2017, p. 17). Su micelio presenta una variacion de color desde el blanco al
amarillo; es macrosifonado, hialino, septado, presenta cabezas aspergilares subesféricas de 25 a
100 pum, con dos series de fidlides, en un angulo de 360°, con conidios redondos equinulados y

negros (Rodriguez, 2016).

Figura 5-2: Micelio del hongo Aspergillus niger
Fuente: Hidalgo, 2018

Tiene colonias de crecimiento rapido que maduran en 3 dias, al principio son de color blanco-
amarillento y al pasar los dias las cabezas conoidales toman un color negro grisaceo o negro

carbon, con apariencia algodonosa (Rodriguez, 2016).
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Figura 6-2: Cambio de coloracidn de las colonias de Aspergillus niger

Fuente: Hidalgo, 2018

El Aspergillus niger se puede reproducir de forma sexual, por ascosporas, y de forma asexual,
por conidios (Cueva, 2017, p. 36). Los conidioforos presentan una pared lisa, pigmentada y hialina,
miden entre 1.5-3 mm de longitud, tienen una vesicula de forma globosa y producen fialides
alrededor de los brotes de conidios. Estos conidios son globosos y rugosos, con un color que va
desde el marron al negro (Loayza, 2017, p. 17).

v

B

Figura 7-2: Estructura del Aspergillus niger
Fuente: Loayza, 2017, p. 18

Este hongo se diferencia del resto de especies de Aspergillus por: su mayor tamafio, mayor
rapidez de crecimiento, el color negro de sus cabezas conidiales y en el micelio. Se desarrolla en
diversos tipos de sustratos, principalmente en materia organica en descomposicion, puede crecer
en un rango de temperatura de 12 a 57 °C en la naturaleza y produce micotoxinas durante el
proceso de degradacion del sustrato (Cueva, 2017, p. 36).

2.2.8. Micelio

Es un conjunto de hifas y constituye el aparato vegetativo de los hongos, surge de la
germinacion y posterior crecimiento de una espora y su tamafio dependera de la cantidad de
nutrientes disponibles. EI micelio estd compuesto por una masa de citoplasma multinucleado

que se encuentra encerrado dentro de un sistema de tubos rigidos y ramificados, estos tubos
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representan una estructura protectora homologa a la pared celular de un organismo unicelular

(Stanier, et al, 1992, p. 574).

El micelio de los hongos se lo puede encontrar en dos fases distintas: La primera fase es el
micelio vegetativo, el cual se puede ver como filamentos blancos en forma de hilos, con una
apariencia que asemeja a una tela de arafia. Tiene la funcion de captar alimento mediante la

colonizacidn del sustrato y aumentar el area que se encuentra cubierta por €l (Lopez, 2016, p.12).

Estuchura reproductora
{carpéfora)

D - o Micelio primario
/<)"'_/ [ i (forma vegetativa
S - r del hengo)

Restos de la
espora geminada

Figura 8-2: Micelio
Fuente: Merino, 2017

La segunda fase depende de la primera y es el arreglo del micelio vegetativo para formar
cuerpos soélidos sobre el sustrato (cuerpos fructiferos). Este micelio se denomina “micelio

reproductivo” y tiene como funcion la produccién de hongos (Lépez, 2016, p.12).
2.2.9. Recubrimiento comestible

Es una matriz continua y delgada que se forma alrededor del alimento, generalmente mediante
la inmersion del mismo en una solucién formadora del recubrimiento. Esta conformada por un
polisacérido, un compuesto de naturaleza proteica, lipidica o una mezcla de los mismos (Quintero,

etal, 2010, p. 94).

Los recubrimientos comestibles que se elaboran a partir de polisacaridos son hidrofilicos y
permiten la formacién de enlaces con hidrégeno, lo cual se puede utilizar para la unién con
aditivos (Fernandez, et al, 2017, p. 136). Dentro de los polisacaridos que se utilizan para la
elaboracion de estos recubrimientos se encuentran las dextrinas, el almidén, el quitosano y los

derivados de la celulosa (Ulloa, 2007, p. 55).

Los recubrimientos de proteinas tienen como componentes la gelatina, el colégeno, el gluten de
trigo, la zeina de maiz, las proteinas del suero lacteo, las proteinas de la quinua, entre otros.
Presentan buenas propiedades de barrera a los gases, sin embargo, tienen poca resistencia al

vapor de agua debido a su naturaleza hidrofilica (Ramos, 2010, p. 1).
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Mientras que los recubrimientos comestibles que se obtienen con lipidos se obtienen con la
aplicacion de surfactantes y ceras naturales, como materia prima (Ulloa, 2007, p. 55), Y son
sustancias hidrofobicas (Fernandez, et al, 2017, p. 137). Son muy eficientes al disminuir la
deshidratacion de los productos, debido a su baja polaridad presentan una escasa permeabilidad

al vapor de agua (Ramos, 2010, p. 1).

En los recubrimientos mixtos también se utilizan plastificantes como la glicerina, el glicol de
polietileno, el sorbitol y los monoglicéridos, que se utilizan para aumentar la elasticidad y
flexibilidad del recubrimiento, presentando diversas ventajas al permitir complementar las
deficiencias que se pueden presentar utilizando un sélo recubrimiento, de tal manera que
permite reducir la pérdida de peso del alimento y conserva sus propiedades fisicoquimicas por

MAs tiempo (Fernandez, et al, 2017, p. 137).

El uso de un recubrimiento comestible en productos altamente perecederos, se basa en las
ventajas que presenta para su aplicacién como: disponibilidad, costo, propiedades mecénicas
(tension y flexibilidad), atributos funcionales, propiedades Opticas (brillo y opacidad),
resistencia estructural al agua, su efecto de barrera frente al flujo de gases, al ataque de

microorganismos y su aceptabilidad sensorial (Quintero, et al, 2010, p. 95).

Al aplicarse sobre frutos, actia como un sistema protector creando una atmosfera modificada
que retrasa la senescencia en las frutas, ayuda a conservar la apariencia, disminuye la pérdida de

aromas, la transpiracién y mejora la textura (Restrepo & Aristizabal, 2010, p. 1).
2.2.10. Técnicas de aplicacion de recubrimientos
2.2.10.1. Inmersion

Es la técnica mas utilizada para aplicar recubrimientos comestibles en vegetales, frutas y
productos carnicos (Morey & Quinde, 2012, p. 31). Se utiliza especialmente en aquellos productos

gue requieren una capa uniforme y gruesa en una superficie irregular (Parzanese, 2010, p. 9).

En el caso de frutas y verduras, esta inmersion se realiza en tanques o envases que contengan las
soluciones formadoras de peliculas durante un determinado tiempo. Luego se deja escurrir y se
somete al alimento a un proceso de secado, permitiendo que se forme sobre la superficie del

producto una pelicula delgada y flexible (Morey & Quinde, 2012, p. 31).
2.2.10.2. Atomizacion

Es adecuado para productos que necesiten ser recubiertos s6lo en una de sus caras o en uno de
sus lados, se puede lograr obtener un recubrimiento con un espesor més delgado y uniforme

(Miramont, 2012, p. 15).
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2.2.10.3. Casteo

Es simple y permite controlar el espesor del film, debido a que se utilizan superficies planas.
Para aplicarlo se puede emplear esparcidores de la solucion de origen o se puede colocar la
porcion del sistema de origen en el molde. Se debe dejar secando para eliminar el exceso del

solvente (Miramont, 2012, p. 15).
2.2.10.4. Prensado

La suspension se coloca entre dos placas y utilizando una prensa se aplica presion en caliente.

Luego se deja enfriar y secar, retirando la placa superior (Miramont, 2012, p. 15).
2.2.10.5. Laminado

Se elabora una pelicula en forma de ldmina en una calandra, para su posterior uso (Miramont,

2012, p. 15).
2.2.10.6. Aspersion

Este método es utilizado en muchos casos para reducir el gasto de la solucion formadora de
peliculas, la misma que se aplica a una alta presion (60-80 psi) y permite obtener recubrimientos

uniformes (Morey & Quinde, 2012, pp. 31-32).
2.2.10.7. Frotacion

Para este método se emplea aire comprimido (menos de 5 psi), el cual se aplica en lineas de
empaque que poseen rodillo en movimiento, para asi lograr una dispersion uniforme. EIl exceso
es removido por los cepillos que se encuentran debajo de los rodillos. Debido a que la cubierta

espumosa contiene un poco de agua, el proceso de secado es rapido (Morey & Quinde, 2012, p. 32).
2.2.10.8. Preformacion

Este tipo de peliculas se fabrican a nivel industrial, utilizando técnicas empleadas para ciertos
tipos de materiales y para peliculas no comestibles, tales como la extrusion, el laminado o el

moldeado (Morey & Quinde, 2012, p. 32).
2.2.10.9. Otros

Las coberturas en forma liquida se pueden aplicar utilizando pinceles, rodillos, cepillos o
mediante un vertido directo sobre la superficie del alimento. En todos los casos se debe tener los

aplicadores adecuados (Miramont, 2012, p. 15).
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2.2.11. Ventajas y desventajas de los recubrimientos en frutas
2.2.11.1. Ventajas

- Crean una atmosfera modificada entre el recubrimiento y la superficie de las frutas.

- Permiten conservar la pigmentacion natural de la fruta por mayor tiempo, evitando de que
presente colores indeseables.

- Disminuyen la tasa de respiracion de la fruta, lo que permite prolongar la vida postcosecha
del producto.

- Son biodegradables.

- No son toxicos, por lo que pueden ser consumidos junto con la fruta.

- Proporcionan mayor estabilidad a la fruta durante su transporte y posterior almacenamiento.

- Pueden ser elaborados mezclandolos con diferentes aditivos.

- Evitan el desarrollo microbiano (vVazquez & Guerrero, 2013, p. 11).
2.2.11.2. Desventajas

- Si tienen un espesor demasiado grueso, puede llevar al desarrollo de sabores desagradables
en la fruta.

- Al modificar la atmosfera interna de la fruta, puede existir el incremento de desdrdenes
asociados a una alta concentracion de CO. o una baja de O, afectando a los parametros
sensoriales del producto.

- Al retrasar la maduracion de la fruta, puede provocar cambios en su sabor (Vazquez &

Guerrero, 2013, p. 11).
2.2.12. Glicerina

Es un producto apto para el consumo humano, motivo por el cual es utilizado como aditivo de
distintos tipos de alimentos (Lafuente, 2017, p. 6). Se lo utiliza como plastificante en la elaboracion
de recubrimientos comestibles, permitiendo obtener peliculas con mayor flexibilidad y

elongacion (Dominguez & Jiménez, 2012, p. 112).
2.2.13. Almidén

Es un carbohidrato de reserva de los vegetales que estd compuesto por dos polisacaridos
quimicamente distinguibles: la amilosa y la amilopectina, que representan cerca del 98-99% del

peso en seco del almiddn (Espinosa, 2008, p. 1).

La relacion que existe entre la amilosa y la amilopectina, permite que el almidén pueda ser
utilizado en la elaboracion de peliculas comestibles, y tiene influencia en las propiedades fisicas

y mecanicas que éstas presentan (Dominguez & Jiménez, 2012, p. 115).
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2.2.14. Frutas perecibles

Las frutas perecibles son aquellas que tienen un corto periodo de vida postcosecha, en
comparacion a otras frutas, debido a que son mas susceptibles a sufrir ataques por parte de
varios tipos de microorganismos, tales como: levaduras, bacterias y mohos; lo que limita su

tiempo de comercializacién (Luna, 2012, p. 30).
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CAPITULO Il

3. METODOLOGIA

3.1. Hipdtesis y Especificacion de las Variables

3.1.1. Hipotesis General

Con el presente trabajo de investigacion, se lograra elaborar recubrimientos comestibles con el
quitosano obtenido a partir del micelio de Aspergillus niger, los cuales permitiran alargar el

tiempo de vida util de las frutas en al menos 5 dias.
3.1.2. Hipotesis Especificas

o EIl proceso utilizado para la extraccién de quitosano a partir del micelio de Aspergillus
niger, sera el adecuado para obtener de forma eficiente las cantidades necesarias de este
biopolimero para su posterior aplicacion.

e El quitosano obtenido a partir del micelio de Aspergillus niger presentara caracteristicas
fisico-quimicas Optimas para ser utilizado en el proceso de elaboracion de recubrimientos
comestibles.

e Se obtendran recubrimientos comestibles a partir de quitosano, los cuales presentaran las
caracteristicas fisico-quimicas adecuadas para ser aplicados en la conservaciéon de frutas.

e Los recubrimientos comestibles elaborados a partir de quitosano permitiran alargar la vida

atil de las frutas, a temperatura ambiente y de refrigeracion.
3.1.3. Identificacion de Variables
3.1.3.1. Variables Independientes

e Concentracion de almidon
e Concentracion de glicerina
e pH

e Temperatura
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3.1.3.2. Variables Dependientes
e Cantidad del biopolimero
3.1.3.3. Variables Cualitativas

e Apariencia fisica de las frutas
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3.1.4. Operacionalizacién de Variables

CATEGORIA CONCEPTO DIMENSIONES DEFINICION VARIABLES INDICADORES | UNIDADES
La quitina es el segundo Se establecera un
polisacarido mas abundante de proceso adecuado para
la naturaleza. Al someterse a |1 Obtencién_y purificacion | oy traer y purificar el - Temperatura - Cambio de_ co!oracién
una hidrélisis alcalina  se del quitosano. quitosano a partir del -pH del micelio
produce su desacetilacion y se micelio de Aspergillus
Obtencidn de quitosano a | obtiene el quitosano, el cual es niger.
partir del micelio de un biopolimero que posee
Aspergillus niger excelentes propiedades - Peso del biopolimero g
mecanlca§ que e ,permlten 2. Caracterizacion fisico- | Permitira determinar las - Cantidad del - Solubilidad
formarfibras ,y p_ellculas, y quimica del quitosano. | caracteristicas fisico- biopolimero
puede ser- ex'Fraldo directamente quimicas del quitosano - Humedad %
del  micelio del hongo extraido. )
Aspergillus niger. - Cenizas Totales %
- Viscosidad dinamica cps
El quitosano que se - Concentracion de
y obtendra, se utilizara en quitosano
3. Elab(t))rgm_on delos | conjunto con almidén y c o
Elaboracién de Los recubrimientos comestibles reccoum;r;:)elr;tsc.)s glicerina, la cual actuara On;ﬁ::;%i:on °
recubrimientos son capas que pueden ser como plastificante, para
comestibles con consumidas por los seres vivos elaborar soluciones - Concentracion de
quitosano. y que funcionan como barrera a formaQorgs de glicerina
la transferencia de agua, gases recubnmentos
y solutos alimenticios. comestibles.
4. Caracterizacion fisico- | Permitird analizar las - Calidad de los - Caracterizacion fisica
quimica de los propiedades fisico- recubrimientos .
recubrimientos quimicas  de los comestibles - Densidad g/ml
comestibles. recubrimientos -pH
obtenidos.
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Los recubrimientos comestibles
con quitosano prolongan el
estado de frescura de diversos

Observacion de la
funcionalidad de los
recubrimientos

Permitird  conocer el
tiempo de vida util de los

5. Caracterizacion de la recubrimientos a

conservacion de las frutas.

- Apariencia fisica de

- Color
- Tiempo de dias

las frutas conservacion

comestibles con tipos de frutas perecibles, temperatura ambiente y
quitosano como permitiendo  conservar  su de refrigeracion.
conservantes de frutas | calidad nutricional.
Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019
3.1.5. Matriz de Consistencia
PROBLEMA GENERAL OBJETIVO GENERAL HIPOTESIS GENERAL

¢El quitosano extraido a partir del micelio de Aspergillus
niger, se podra aplicar para la elaboracién de recubrimientos
comestibles que permitan alargar la vida Gtil de las frutas?

Obtener quitosano a partir del micelio de Aspergillus niger
para su aplicacion en la elaboracion de recubrimientos

comestibles que permitan conservar frutas.

Con el presente trabajo de investigacion, se lograran elaborar
recubrimientos comestibles con el quitosano obtenido a partir
del micelio de Aspergillus niger, los cuales permitiran alargar
el tiempo de vida util de las frutas en al menos 5 dias.

PROBLEMAS
ESPECIFICOS

OBJETIVOS ESPECIFICOS

HIPOTESIS ESPECIFICAS

METODOS DE
ANALISIS

VARIABLES
ESPECIFICAS

Establecer el

¢Cudl serdq el proceso adecuado
para extraer de forma eficiente
quitosano a partir del micelio de

Aspergillus niger? niger.

para la extraccion de quitosano a

partir del micelio de Aspergillus

El

extraccion de quitosano a partir

la

proceso adecuado proceso utilizado para

del micelio de Aspergillus niger, | e
serd el adecuado para obtener de
forma eficiente las cantidades
necesarias de este biopolimero

para su posterior aplicacion.

Cantidad del biopolimero Pesaje del biopolimero

Solubilidad e  Prueba de solubilidad en
acidos diluidos
Humedad e Secado y pesaje de la

muestra
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¢ Qué caracteristicas fisico-
quimicas presenta el quitosano
obtenido a partir del micelio de

Aspergillus niger?

¢Se podran obtener recubrimientos
comestibles a partir de quitosano,
y qué caracteristicas fisico-

quimicas presentaran?

¢Podran los recubrimientos
comestibles obtenidos a partir de
quitosano, alargar la vida util de
las frutas a temperatura ambiente y

de refrigeracion?

Determinar las caracteristicas
fisico-quimicas del quitosano
obtenido a partir del micelio de
Aspergillus niger.

Obtener recubrimientos
comestibles a partir de quitosano
y analizar sus caracteristicas

fisico-quimicas.

Comprobar la funcionalidad de
los recubrimientos comestibles
obtenidos a partir de quitosano
como conservantes de frutas y
determinar su tiempo de vida Util
a temperatura ambiente y de

refrigeracion.

El quitosano obtenido a partir del
micelio de Aspergillus niger
presentard caracteristicas fisico-
quimicas  Optimas para  ser
utilizado en el proceso de
elaboracion de recubrimientos
comestibles.

Se obtendran  recubrimientos
comestibles a partir de quitosano,
los cuales presentaran las
caracteristicas fisico-quimicas
adecuadas para ser aplicados en la

conservacion de frutas.

Los recubrimientos comestibles
elaborados a partir de quitosano
permitiran alargar la vida atil de
las frutas, a temperatura ambiente

y de refrigeracion.

Ceniza

Densidad

Viscosidad

pH

Color de las frutas

Apariencia de las frutas

Tiempo de conservacion

Calcinacién y pesaje de

la muestra

Medicién con picnémetro

Medicion en viscosimetro

Medicion con pH-metro

Observacion

Observacion

Medicion del tiempo

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019
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3.2. Tipo y Disefio de Investigacion
3.2.1. Tipo de Investigacion

El tipo de investigacion a realizar sera descriptiva, debido a que se van a registrar y analizar los
datos obtenidos de los estudios de caracterizacion del quitosano extraido y de los recubrimientos
comestibles elaborados a partir de éste, todo esto en base a las hipotesis planteadas en la

investigacion.
3.2.2. Disefio de Investigacion

Esta investigacion tendra un disefio experimental y se basard en la obtencion de quitosano a
partir del micelio de Aspergillus niger y su aplicacion en la elaboracion de recubrimientos

comestibles que permitan conservar frutas.

Para realizar la parte experimental de la investigacion, primero se buscara establecer un proceso
adecuado y eficiente para extraer el quitosano a partir del micelio de Aspergillus niger, para

posteriormente analizar sus caracteristicas fisico-quimicas.

Una vez obtenido el quitosano, se elaborardn soluciones formadoras de recubrimientos
comestibles, al mezclar el quitosano con almidon y glicerina, y luego se procedera a caracterizar
estos recubrimientos para determinar sus propiedades fisico-quimicas. Se seleccionaran las
frutas con mejores caracteristicas organolépticas y se les aplicaran los recubrimientos por

inmersion.

Finalmente, se observara la funcionalidad de estos recubrimientos como conservantes de frutas
a temperatura ambiental y de refrigeracion, lo que permitira conocer el tiempo de vida util que

poseen en ambas condiciones de almacenamiento.
3.3. Unidad de Analisis

Las unidades del analisis experimental de esta investigacion fueron: el quitosano que se logrd
extraer a partir del micelio de Aspergillus niger, los recubrimientos comestibles elaborados con
el quitosano en mezcla con almidén y glicerina, y las frutas que se utilizaron para evaluar la

funcionalidad de estos recubrimientos como conservantes.
3.4. Poblacion de Estudio

La poblacién de estudio fueron los micelios de Aspergillus niger utilizados como materia prima
en el proceso de extraccion y el quitosano que se obtuvo a partir de éstos, y que se emplearon en

la elaboracién de recubrimientos comestibles para la conservacion de frutas.
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3.5. Tamafo de la Muestra

Para la extraccion del quitosano se utilizaron 9 muestras de micelio seco de Aspergillus niger de
20 g cada una.

En la elaboracion de los recubrimientos comestibles se trabajo con muestras de 2.5 g del

quitosano obtenido.
3.6. Seleccion de Muestra

Para la extraccion de quitosano se realizé una inspeccion visual del micelio de Aspergillus niger

y se tomaron 9 muestras de 20 g cada una.

En la elaboracién de los recubrimientos comestibles se utilizaron las muestras de quitosano que

presentaban las mejores caracteristicas de calidad.
3.7. Técnicas de Recoleccion de Datos
3.7.1. Técnicas

Se utiliz6 como técnica de recoleccion de datos la observacion del tipo experimental, método
por el cual se logré registrar la informacion generada en cada analisis realizado durante la

investigacion.

Una técnica complementaria fue el analisis documental, mediante el cual se pudo recolectar
datos de diferentes fuentes bibliograficas, que sirvieron para comprobar que los datos obtenidos
en cada analisis son los correctos.

3.7.2. Lugar de la Investigacion

La recoleccion de datos del presente trabajo de titulacion se realizé en los Laboratorios de:
Quimica Analitica, Quimica Instrumental y Procesos Industriales, de la Facultad de Ciencias de
la ESPOCH; en donde se utilizaron diferentes equipos y materiales para medir y controlar las
variables mas importantes del estudio. Y al final, los datos obtenidos en esta investigacion se

registraron en tablas.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Analisis de Resultados

4.1.1. Extraccion del Quitosano

Partiendo de los métodos de extraccion de quitosano expuestos por (Romero, 2011, pp. 16-19) Y
(Alzate, et al, 2015, p. 114), se desarroll6 un procedimiento (Anexo D) que consistia en tratar al
micelio de Aspergillus niger con hidroxido de sodio (20, 35, 50%) y acido clorhidrico (5, 10,
15%). El rendimiento del polimero obtenido se determind utilizando la Ecuacién I:

%R=M * 100

Mpicelio

7.355

*100
20

% R=

% R=36.78%
Donde:
Maquitosano = Masa del quitosano extraido, en gramos.
Mmicelio = Masa de la muestra de micelio, en gramos.

% R = porcentaje de rendimiento del quitosano.

Los resultados del proceso de extraccion de quitosano a partir de muestras del micelio de

Aspergillus niger, a diferentes concentraciones de hidréxido de sodio y acido clorhidrico:
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Tabla 1-4: Cantidad de Quitosano Extraido en Pruebas

Muestras | Concentracion | Temperatura Mhmicelio Maguitosano % R
de Reactivos (°C) (9) (9)

M1 NaOH 20 % 90 - 95 20 6.03 30.15
HCI'5 %

M2 NaOH 35 % 90 - 95 20 6.94 34.68
HCI'10 %

M3 NaOH 50 % 90 - 95 20 7.36 36.78
HCI'15 %

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Donde:
Mgquitosano = Masa del quitosano extraido, en gramos.
Mmicelio = Masa de la muestra de micelio, en gramos.

% R = porcentaje de rendimiento del quitosano.

4.1.2. Caracterizacion del Quitosano
4.1.2.1. Caracterizacion por Espectroscopia Infrarrojo

La caracterizacion por espectroscopia infrarrojo se realizé siguiendo el procedimiento detallado
en el Anexo E. Las graficas generadas por el espectrofotdmetro infrarrojo para las muestras de
quitosano, a diferentes concentraciones de hidréxido de sodio y acido clorhidrico, son las

siguientes:

27



e Muestra de Quitosano (M1) [NaOH 20 % - HCI 5 %]
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Gréfico 1-4: Espectro Infrarrojo de muestra de Quitosano (M1)

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Tabla 2-4: Grupos Funcionales de la muestra de Quitosano (M1)

Grupos Funcionales Compuestos Banda de absorcion (cm™) | % T
Alquenos 669.18 94.85

CH Alcanos 1375 100.48
2919.7 95.79

C-0-C Eteres, ésteres, 4cidos 1074.16 91.47

carboxilicos y alcoholes
NH2 Aminas primarias y amidas 1580.38 101.44
C=0 Aldehidos, cetonas, ésteres y 1745.26 102.39
acidos carboxilicos

c=C Alquinos 2358.52 77.85
OH Alcoholes y &cidos carboxilicos 3307.32 94.77
NH Aminas primarias y secundarias 3307.32 94.77

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019
Donde:

% T = porcentaje de transmitancia.

En el Gréfico 1-4 se puede observar que el espectro de la Muestra 1 presenta los picos de
absorcién que identifican a los grupos funcionales caracteristicos del quitosano, pero la longitud
de éstos es menor al que presentan los espectros de las otras muestras.
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e Muestra de Quitosano (M2) [NaOH 35 % - HCI 10 %]
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Gréfico 2-4: Espectro Infrarrojo de muestra de Quitosano (M2)

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Tabla 3-4: Grupos Funcionales de la muestra de Quitosano (M2)

Grupos Funcionales Compuestos Banda de absorcion (cm™) | % T
Alquenos 668.18 98.03
CH Alcanos 1353 106.92
2920.66 97.34
C-0-C Eteres, ésteres, 4cidos 1072.23 90.77
carboxilicos y alcoholes

NH2 Aminas primarias y amidas 1600 109

C=0 Aldehidos, cetonas, ésteres y 1748.16 108.08
acidos carboxilicos

c=C Alquinos 2359.48 86.52
OH Alcoholes y &cidos carboxilicos 3369.03 95.28
NH Aminas primarias y secundarias 3369.03 95.28

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Donde:

% T = porcentaje de transmitancia.

El espectro de la Muestra 2 también presenta picos de absorcion correspondientes a los grupos
funcionales caracteristicos del quitosano, pero la longitud de éstos es un poco mayor a los
representados en el espectro de la Muestra 1.
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e Muestra de Quitosano (M3) [NaOH 50 % - HCI 15 %]
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Grafico 3-4: Espectro Infrarrojo de muestra de Quitosano (M3)
Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019
Tabla 4-4: Grupos Funcionales de la muestra de Quitosano (M3)
Grupos Funcionales Compuestos Banda de absorciéon (cm™) %T
Alquenos 601.68 98.22
CH Alcanos 1383.72 95.45
2921.63 97.35
C-0-C Eteres, ésteres, acidos 1139.53 103
carboxilicos y alcoholes
NH2 Aminas primarias y amidas 1581.40 107.05
Cc=0 Aldehidos, cetonas, ésteres y 1746.23 107.01
acidos carboxilicos
c=C Alquinos 2359.48 90.18
OH Alcoholes y acidos carboxilicos 3343.96 96.23
NH Aminas primarias y secundarias 3343.96 96.23

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Donde:

% T = porcentaje de transmitancia.

Mientras que, en el espectro infrarrojo de la Muestra 3, se puede observar que los picos de
absorcién de los grupos funcionales tienen una mayor longitud que los que se presentan en los
espectros de las otras muestras.
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Comparando los espectros IR de las muestras obtenidas, con el espectro de una muestra de
quitosano comercial encontrada en fuentes bibliograficas (Anexo B), se observa que tienen una

gran similitud; lo que confirma la extraccion del biopolimero.

4.1.2.2. Grado de N-Acetilacion y Grado de Desacetilacién

Para determinar el grado de N-Acetilacion del quitosano se utilizé la Ecuacion 1l (Anexo E),
propuesta por (Peniche, 2006, p. 15), la cual toma en cuenta la correlacion existente entre la banda

correspondiente a la amida 111 (A1320) y la banda de los grupos metilo (A1s20)

A3

Grado de N-Acetilacion = 31.92 * ( ) -12.2

1420

Grado de N-Acetilacié —3192*(107'09> 12.2
rado de IN-Acetilacion . 106.45 -

Grado de N-Acetilacion = 19.91

El grado de desacetilacion de las muestras se calculd con la Ecuacion 11 (Anexo E):
Grado de Desacetilacion = 100 — Grado de N-Acetilacion
Grado de Desacetilacion = 100 — 19.91

Grado de Desacetilacion = 80.09

Tabla 5-4: Grado de N-Acetilacion y Desacetilacion de las Muestras

Muestras de Quitosano Grado de N-Acetilacién | Grado de Desacetilacion
NaOH 20 % (p/v)

M1 HCI 5 % (V/v) 20.03 79.97
NaOH 35 % (p/v)

M2 HCI 10 % (v/v) 19.99 80.01
NaOH 50 % (p/v)

M3 HCI 15 % (v/v) 19.91 80.09

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019
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4.1.2.3. Solubilidad

Las pruebas de solubilidad del quitosano extraido se realizaron siguiendo los procedimientos

explicados por (Luna, 2012, p. 49) Y (Lopez, 2014, p. 26).

Tabla 6-4: Pruebas de Solubilidad del Quitosano

Muestras
Solventes M1 M 2 M3
Acido acético 10 % (v/v) Soluble Soluble Soluble
Acido clorhidrico 1 % (viv) Soluble Soluble Soluble
Acido clorhidrico 10 % (v/v) Insoluble Insoluble Insoluble
Acido citrico 10 % (p/v) Soluble Soluble Soluble
Acido sulfurico 1 % (v/v) Insoluble Insoluble Insoluble

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Donde:
M1 = primera muestra de quitosano
M2 = segunda muestra de quitosano

M3 = tercera muestra de quitosano

4.1.2.4. Humedad

Para determinar el porcentaje de humedad de la muestra de quitosano se realiz6 el
procedimiento explicado en el Anexo G, el cual se desarrolld a partir del método expuesto por

(Luna, 2012, p. 48); y con los datos obtenidos se utiliz6 la Ecuacion 1V:

Myyestra - (mcrisol + muestra seca mcrisol)
* 100

% H=

mmuestra

5 - (39.4170 - 34.9882)
: «100

% H=

% H=1142%
Donde:
Mmuestra = Masa de la muestra de quitosano, en gramos.
Merisol = Masa del crisol seco, en gramos.
Merisol + muestra seca = SUMatoria de la masa del crisol y de la muestra seca de quitosano, en gramos.

% H = porcentaje de humedad de la muestra de quitosano.
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Tabla 7-4: Porcentaje de Humedad de la Muestra de Quitosano

Muestra

Mmuestra (g)

Mmuestra seca (g)

Mecrisol (g)

Mecrisol + muestra seca (g)

%H

M3

5

4.43

34.99

39429

11.42

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Donde:

Mmuestra = Masa de la muestra de quitosano, en gramos.

Merisol = Masa del crisol seco, en gramos.

Merisol + muestra seca = SUMatoria de la masa del crisol y de la muestra seca de quitosano, en gramos.

% H = porcentaje de humedad de la muestra de quitosano.

4.1.2.5. Cenizas Totales

Para determinar el porcentaje de las cenizas totales de la muestra de quitosano, se realizé el
procedimiento explicado en el Anexo H, el cual se desarroll6 a partir del método expuesto por

(Luna, 2012, p. 48); y con los datos obtenidos se utiliz6 la Ecuacion V:

crisol + cenizas ~ Merisol

m
% CT =

Merisol + muestra™ Merisol

* 100

37.2552-37.1929

% CT = 100
HCT = T 6195-37.1929

%CT=141%
Donde:
Merisol = Masa del crisol seco, en gramos.
Merisol + muestra seca = SUMatoria de la masa del crisol y de la muestra seca de quitosano, en gramos.
Merisol + cenizas = SUMatoria de la masa del crisol y de las cenizas de la muestra, en gramos.

% CT = porcentaje de cenizas totales de la muestra de quitosano.

Tabla 8-4: Porcentaje de Cenizas Totales en la Muestra de Quitosano

Muestra Mmuestra seca Mecrisol (g) Mecrisol + muestra Mecrisol + Mecenizas (g) % CT
(g) seca (g) cenizas (g)
M3 4.43 37.19 41.62 37.26 0.07 141

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019
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Donde:

Mmuestra seca = Masa de la muestra de quitosano, en gramos.

Merisol = Masa del crisol seco, en gramos.

Merisol + muestra seca = SUMatoria de la masa del crisol y de la muestra seca de quitosano, en gramos.
Merisol + cenizas = SUMatoria de la masa del crisol y de las cenizas de la muestra, en gramos.

% CT = porcentaje de cenizas totales de la muestra de quitosano.

4.1.2.6. Densidad de las Soluciones

Para determinar la densidad de las soluciones de &cido acético y quitosano a diferentes
concentraciones, se realizo el pesaje del picndmetro seco y con las muestras. Con los datos

obtenidos se utilizd la Ecuacion VI (Anexo |):

_ mpicn()metro + muestra ~ mpicn()metro

p_

Vpicn()metro

22,1694 - 11.4094
a 10

p

p=1.076 g/mL
Donde:
Mpicnemetro = Masa del picnémetro seco, en gramos.
Mpicnémetro + muestra = Masa del picnémetro con la muestra, en gramos.
Vpicnsmetro = VOlumen del picnémetro, en mililitros.

p = densidad de la solucion, en gramos/mililitros.

Tabla 9-4: Densidad de las Soluciones

Soluciones Concentraciones (9/mL) | p (g/mL)
Acido Acético 1% (v/v) 0 1.026
0.002 1.034
0.004 1.049
Acido Acético + Quitosano 0.006 1.057
0.008 1.065
0.01 1.076

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019
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Donde:

p = densidad de la solucién, en gramos/mililitros.

4.1.2.7. Viscosidad Dinamica

Para determinar la viscosidad dinamica de las soluciones de quitosano a diferentes
concentraciones, se realiz6 el procedimiento explicado en el Anexo |, el cual se desarrolld

tomando como referencia el método expuesto por (Luna, 2012, p. 50).

Tabla 10-4: Viscosidad Dinamica de las Soluciones

Soluciones Concentraciones (g/mL) n (cps)
Acido Acético 1% (v/v) 0 11715
0.002 1466.1

0.004 1770.9

Acido Acético + Quitosano 0.006 2071.3
0.008 2382.6

0.01 2700.9

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Donde:

n = viscosidad dinamica de la solucion, en centipoise (cps).

4.1.2.8. Viscosidad Cinematica

La viscosidad cinematica de las soluciones de acido acético y quitosano, se determinaron

mediante la Ecuacion VII (Anexo 1):

<
I
el -]

27009
VT 7076

v=2510.13 cst
Donde:
n = viscosidad dinamica de la solucion, en centipoise (cps).
p = densidad de la solucién, en gramos/mililitros.

v = viscosidad cinematica de la solucion, en centistokes (cst).
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Tabla 11-4: Viscosidad Cinematica de las Soluciones

Soluciones Concentraciones (g/mL) v (cst)
Acido Acético 1% (v/v) 0 1141.81
0.002 1417.89

0.004 1688.18

Acido Acético + Quitosano 0.006 1959.60
0.008 2237.18

0.01 2510.13

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Donde:

v = viscosidad cinematica de la solucion, en centistokes (cst).

4.1.2.9. Viscosidad Relativa

La viscosidad relativa de las soluciones, se determind con la Ecuacion VIII (Anexo 1):
_n
n. = F

2700.9
M

T 11715
n,=2.31
Donde:
n = viscosidad dindmica de la solucion de quitosano, en centipoise (cps).

n’ = viscosidad dinamica de la solucion del solvente puro, en centipoise (cps).

nr = viscosidad relativa de la solucion de quitosano.

Tabla 12-4: Viscosidad Relativa de las Soluciones de Quitosano

Solucion Concentraciones (g/mL) nr

0.002 1.25

0.004 151

Acido Acético + Quitosano 0.006 1.77
0.008 2.03

0.01 2.31

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019
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Donde:

nr = viscosidad relativa de la solucion de quitosano.

4.1.2.10. Viscosidad Especifica

Los valores viscosidad especifica de las soluciones de quitosano se obtuvieron, al aplicar la
Ecuacion IX (Anexo I):

Ny, =M, — 1
N, =2:3055 - 1
N, = 1.31
Donde:

nr = viscosidad relativa de la solucion de quitosano.

nsp = Viscosidad especifica de la solucion de quitosano.

Tabla 13-4: Viscosidad Especifica de las Soluciones de Quitosano

Solucion Concentraciones (g/mL) Nsp

0.002 0.25

0.004 0.51

Acido Acético + Quitosano 0.006 0.77
0.008 1.03

0.01 1.31

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Donde:

nsp = viscosidad especifica de la solucion de quitosano.

4.1.2.11. Viscosidad Reducida

La viscosidad reducida de cada solucion de quitosano, se calcul6 con la Ecuacion X (Anexo |):

37



13055
ed = 70 01

Neeqg = 130.55 ml/g
Donde:
nsp = Viscosidad especifica de la solucion de quitosano.
C = concentracion de la solucién de quitosano, en g/mL.

Nred = Viscosidad reducida de la solucion de quitosano, en mL/g.

Tabla 14-4: Viscosidad Reducida de las Soluciones de Quitosano

Solucién Concentraciones (g/mL) Nred (ML/Q)
0.002 125.75
0.004 127.93
Acido Acético + Quitosano 0.006 128.02
0.008 129.23
0.01 130.55

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Donde:

Nred = Viscosidad reducida de la solucion de quitosano, en mL/g.

Grafico de Viscosidad Reducida vs Concentracién:

Viscosidad Reducida vs Concentracion
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Grafico 4-4: Viscosidad reducida vs Concentracion de las soluciones

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019
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4.1.2.12. Viscosidad Intrinseca

Los datos de viscosidad reducida y concentracion representados en el Grafico 5-4, se utilizaron

para determinar la viscosidad intrinseca por el método de regresion lineal simple:
Y =a+bX
Y =125.03 + 545X
Donde:
a = viscosidad intrinseca del quitosano.
b = pendiente de la recta.
X = concentracién de las soluciones, en g/mL

Y = viscosidad reducida de las soluciones, en mL/g

Tabla 15-4: Viscosidad Intrinseca

a- [n] (ml/g) b R?

125.03 3317 0.97
Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Donde:
a - [n] = viscosidad intrinseca del quitosano.
b = pendiente de la recta.

R = coeficiente de correlacion mdltiple.

4.1.2.13. Peso Molecular

El peso molecular aproximado del quitosano extraido, se calculd utilizando la ecuacion de
Mark-Houwink-Sakurada:

] =k*MV*
125.026 = 1.81 x 1073 * MV

MV = 159798.16 g/mol
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Donde:

[n] = viscosidad intrinseca del quitosano, en mililitros/gramos.

k = constante empirica del polimero, el solvente y la temperatura.
a = constante empirica del polimero, el solvente y la temperatura.

MYV = peso molecular del quitosano, en gramos/mol.

Tabla 16-4: Peso Molecular del Quitosano

Muestra MV (g/mol)

M 3 1.60 x 10°
Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Donde:

MYV = peso molecular del quitosano, en gramos/mol.

4.1.3. Caracterizacion de los Recubrimientos Comestibles

4.1.3.1. Caracterizacion Fisica

Caracteristicas fisicas de los recubrimientos comestibles elaborados:

Tabla 17-4: Caracteristicas Fisicas de los Recubrimientos Comestibles

Soluciones Volumen Descripcion

20% Quitosano Se formé una pelicula fina y quebradiza, la cual se
A 80% Almidén 25 mL deshizo al ser despegada de la superficie de moldeo.

2% Glicerina

50% Quitosano La pelicula que se formo era casi tan fina como la del
B 50% Almidon 25 mL recubrimiento anterior, se deshizo al ser retirada de la

2% Glicerina superficie en que fue moldeada.

80% Quitosano La pelicula formada tenia una buena consistencia, pudo
C 20% Almiddn 25 mL ser retirada de la superficie de moldeo. Presentaba

2% Glicerina resistencia a la manipulacion.

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019
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4.1.3.2. Densidad de los Recubrimientos Comestibles

Para determinar la densidad de las soluciones formadoras de recubrimientos, se realizd el pesaje

del picnémetro seco y con las muestras. Con los datos obtenidos se utiliz6 la Ecuacion VI
(Anexo I):

mpicnc’)metro + muestra ~ mpicn()metro

p:

Vpicnémetro

| 22.4331 - 11.4094
a 10

p
p=1.302 g/ml
Donde:
Mpicnémetro = Masa del picndmetro seco, en gramos.
Mpicnometro + muestra = Masa del picnémetro con la muestra, en gramos.
Vpicnsmetro = VOlumen del picnémetro, en mililitros.

p = densidad de la solucion, en gramos/mililitros.

Tabla 18-4: Densidad de las Soluciones de Recubrimientos Comestibles

Soluciones p (g/mL)
A 1.255
B 1.273
C 1.302

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

4.1.3.3. pH
Valores de pH de las soluciones formadoras de recubrimientos:

Tabla 19-4: pH de las Soluciones de Recubrimientos Comestibles

Soluciones pH
A 3.98
B 3.82
C 3.75

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019
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4.1.3.4. Andlisis Microbiologico

Tabla 20-4: Resultados del Analisis Microbiologico del Recubrimiento Comestible

Solucion Parametros Método Resultado
Coliformes totales UFC/mL Siembra en masa Ausencia
C Escherichia coli UFC/mL Siembra en masa Ausencia
Aerobios mesoéfilos UFC/mL Siembra en masa 10
Mohos y levaduras UFC/mL Siembra en masa Ausencia

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

4.1.3.5. Caracterizacion por Espectroscopia Infrarrojo

Para el andlisis por espectro infrarrojo se seleccion6é una muestra del recubrimiento comestible

formado a partir de la solucion C, y el espectro obtenido fue el siguiente:
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Grafico 5-4: Espectro Infrarrojo del Recubrimiento Comestible

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Tabla 21-4: Grupos Funcionales en Muestra del Recubrimiento Comestible

1000

580

Grupos Funcionales Compuestos Banda de absorcion (cm™) % T

Alquenos 756.92 90.41

CH Alquenos 923.74 90.46

Alcanos 1340.28 102.23

2877.27 109.80

C-0-C Eteres, ésteres, acidos 1017.27 62.63
carboxilicos y alcoholes
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NH: Aminas primarias y amidas 1580.38 110.51

Amidas, aldehidos y cetonas 1689.34 108.35

Cc=0 Aldehidos, cetonas, ésteres y 1747.19 107.78
acidos carboxilicos

Cc=C Alquinos 2315.12 110.68

OH Alcoholes y acidos carboxilicos 3236.93 94.44

NH Aminas primarias y secundarias 3336.25 94.50

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Donde:
% T = porcentaje de transmitancia.
4.1.4. Funcionalidad de los Recubrimientos Comestibles

4.1.4.1. Evaluacion Sensorial de las Frutas

Para la aplicacion de los recubrimientos comestibles se utilizaron fresas y moras, las cuales
fueron observadas a diario para determinar la eficiencia de los recubrimientos como
conservantes. De acuerdo a su aspecto fisico, a las frutas se les asigné una calificacion del 1 al

6, como se encuentra explicado en la Tabla XII (Anexo L).

Tabla 22-4: Evaluacién Sensorial en Fresas

Solucion | Temperatura Dias de Conservacién
0 2 4 6 8 10 12 14 16
SR Ambiente 6 3 - - - - - - -
C 20°C 6 5 4 3 - - - - -
SR Refrigeracion 6 5 5 4 3 3 - - -
C 4°C 6 6 5 5 4 4 3 3 3
Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019
Donde:
SR = sin recubrimiento.
Tabla 23-4: Evaluacion Sensorial en Moras
Solucién | Temperatura Dias de Conservacion
0 2 4 6 8 10 12
SR Ambiente 6 3 - - - - -
C 20°C 6 5 4 3 - - -
SR Refrigeracion 6 5 4 3 2 - -
C 4°C 6 6 5 5 4 4 3

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Donde:
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SR = sin recubrimiento.

4.1.4.2. Peso Promedio de las Frutas

Para determinar la pérdida de peso de las frutas con el recubrimiento, se trabajé con muestras de
5 frutas, las cuales fueron pesadas a diario. Y se calculd el peso promedio utilizando la

Ecuacion XII (Anexo L):

(P1+P2+P3+P4+P5)
n

xX=

(42.1810+42.1490 +42.1419 +42.1160 + 42.1171)
5

7=
X=42.14¢g

Donde:

P, = peso de cada fruta, en gramos.

n = nlmero de frutas pesadas.

X = peso promedio diario de las frutas, en gramos.

Tabla 24-4: Peso Promedio de las Fresas

Temperatura Ambiente 20 °C Refrigeracion 4 °C
Soluciones SR C SR C
Dias X x x x

0 40.92¢ 36.399 4528 g 4933 ¢

1 38.17¢ 34459 4368 g 48.48 g

2 35.72 ¢ 32669 42189 47699

3 3359 ¢ 31.03g 40.80 g 46.94 g

4 - 29559 39529 46.25¢

5 - 28229 38359 45629

6 - 27.059 37299 45.03 ¢

7 - 26.029 36.349 4450 g

8 - - 35499 44.03 g

9 - - 34759 4360 g

10 - - 34129 43249

11 - - - 42929

12 - - - 4266 g

13 - - - 42459
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14 - R R 4229 g
15 - - - 4219 g
16 - - - 4214 g

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Donde:

SR = sin recubrimiento.

X = peso promedio diario de las frutas, en gramos.

Tabla 25-4: Peso Promedio de las Moras

Temperatura Ambiente 20 °C Refrigeracion 4 °C
Soluciones SR C SR C
Dias x x x x

0 10.11 g 12.13g 8.10¢g 11.12¢g

1 9.55¢g 11649 7.81g 1093 ¢

2 9.05¢ 11.39¢ 7619 10.75¢9

3 - 11169 7499 10.68 g

4 - 10.95¢ 7.36 g 1052 ¢

5 - 10.76 g 7.25¢g 10.37g

6 - 1059 g 7.16 g 10.23 g

7 - 1044 g 7.09¢9 10.10¢g

8 - - - 9.98¢

9 - - - 9.87¢g

10 - - - 9.77¢g

11 - - - 9.68 ¢

12 - - - 9.60 g

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Donde:

SR = sin recubrimiento.

X = peso promedio diario de las frutas, en gramos.

4.1.2.3. Pérdida de Peso de las Frutas

Utilizando el peso promedio diario de las frutas, se calculd su porcentaje de pérdida de peso

mediante la Ecuacion XI1I (Anexo L):
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_ (Pdia 0- Pdia n)
dia 0

% Pp *100
~ (493314-42.1410)

% Pp = 1
/o Pp 493314 00

Donde:

% Pp = 14.58 %

Pdia0 = peso promedio de las frutas el primer dia de evaluacion, en gramos.

Pdian = peso promedio de las frutas en “n” dia de evaluacion, en gramos.

% Pp = porcentaje de pérdida de peso de las frutas.

Tabla 26-4: Pérdida de Peso de las Fresas

Temperatura Ambiente 20 °C Refrigeracién 4 °C
Soluciones SR C SR C
Dias %Pp %Pp %Pp %Pp
0 -
1 6.72 5.33 3.54 1.72
2 12.69 10.24 6.84 3.34
3 17.90 14.72 9.90 4.84
4 - 18.79 12.72 6.24
5 - 22.44 15.30 7.53
6 - 25.67 17.64 8.71
7 - 28.47 19.75 9.79
8 - 21.62 10.76
9 - 23.25 11.61
10 - 24.64 12.36
11 - 13.00
12 - 13.53
13 - 13.95
14 - 14.27
15 - 14.48
16 - 14.58
Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Donde:

SR = sin recubrimiento.

% Pp = porcentaje de pérdida de peso de las frutas.
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Pérdida de Peso a Temperatura Ambiente
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Gréfico 6-4: Pérdida de Peso de las Fresas a Temperatura Ambiente

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019
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Gréfico 7-4: Pérdida de Peso de las Fresas a Temperatura de Refrigeracion

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019
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Tabla 27-4: Pérdida de Peso de las Moras

Temperatura Ambiente 20 °C Refrigeracion 4 °C
Soluciones SR C SR C

Dias %Pp %Pp %Pp %Pp
0 - - - -

1 5.54 4.04 3.58 1.71

2 10.48 6.10 6.05 3.33

3 - 8.00 7.53 3.96

4 - 9.73 9.14 5.40

5 - 11.29 10.49 6.74

6 - 12.70 11.60 8.00

7 - 13.93 12.47 9.17

8 - - - 10.25

9 - - - 11.24

10 - - - 12.14

11 - - - 12.95

12 - - - 13.67

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Donde:
SR = sin recubrimiento.

% Pp = porcentaje de pérdida de peso de las frutas.
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Gréfico 8-4: Pérdida de Peso de las Moras a Temperatura Ambiente

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019
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Pérdida de Peso a Temperatura de Refrigeracion
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Gréfico 9-4: Pérdida de Peso de las Moras a Temperatura de Refrigeracion

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

4.2. Prueba de Hipdtesis
4.2.1. Hipotesis Especificas
4.2.1.1. Hipétesis 1

“El proceso utilizado para la extraccion de quitosano a partir del micelio de Aspergillus niger,
sera el adecuado para obtener de forma eficiente las cantidades necesarias de este biopolimero

para su posterior aplicacion”.

El tratamiento del micelio de Aspergillus niger con hidréxido de sodio (20, 35, 50%) y acido
clorhidrico (5, 10, 15%), permitié obtener 3 muestras de quitosano, las cuales presentaron los

siguientes valores de rendimiento:

Quitosano Extraido

34,68

M1 M 2 M3
% R 30,15% 34,68% 36,78%
@ m quitosano (g) 6,03 6,94 7,36

Graéfico 10-4: Cantidad de Quitosano Extraido

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019
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Como se observa en el Gréafico 10-4, el mayor rendimiento se logr6 en la Muestra 3, en donde
se utilizé una concentracion del 50% de hidroxido de sodio y 15% de &cido clorhidrico. Con
esto, se pudo obtener la cantidad necesaria de quitosano para las pruebas de caracterizacion del
polimero y para su aplicacion final como recubrimiento comestible, por lo tanto, la primera

hipétesis de esta investigacion se confirma.

4.2.1.2. Hipotesis 2

“El quitosano obtenido a partir del micelio de Aspergillus niger presentard caracteristicas
fisico-quimicas optimas para ser utilizado en el proceso de elaboraciéon de recubrimientos

comestibles ”.

El quitosano extraido en esta investigacion, presenta las siguientes caracteristicas fisico-

quimicas:

Tabla 28-4: Caracteristicas Fisico-quimicas del Quitosano Experimental

Muestra Grado de Solubilidad Humedad Cenizas Peso
Desacetilacion Totales Molecular
Quitosano Acidos diluidos,
Experimental 80.09 % con excepcion 11.42% 1.41% 160x10° g/mol
(M3) de HCl al 10%
y H2S04 al 1%.

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Los resultados de los analisis, demuestran que el quitosano obtenido a partir del micelio de
Aspergillus niger, presenta las caracteristicas fisico-quimicas necesarias para ser utilizado en la
elaboracién de peliculas biodegradables y comestibles. De modo que, la segunda hip6tesis de

esta investigacion se confirma.

4.2.1.3. Hipotesis 3

“Se obtendran recubrimientos comestibles a partir de quitosano, los cuales presentaran las

caracteristicas fisico-quimicas adecuadas para ser aplicados en la conservacion de frutas ”.

De los recubrimientos comestibles elaborados a partir de quitosano, se selecciond para la

conservacion de frutas a la solucion con las siguientes caracteristicas fisico-quimicas:
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Tabla 29-4: Caracteristicas Fisico-quimicas del Recubrimiento Comestible

Solucion Caracteristicas Fisicas Densidad pH
C Pelicula de buena consistencia, resistente a la 1.30 g/mol 3.75
manipulacién.

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Para complementar los resultados de los analisis de caracterizacion, a la solucién que presentd
las caracteristicas mas idéneas para aplicarse como recubrimiento comestible, se le realizd un

analisis microbiologico.

Tabla 30-4: Resultados del Anélisis Microbiol6gico

Solucion Parémetros Resultado
Coliformes totales UFC/mL Ausencia
C Escherichia coli UFC/mL Ausencia
Aerobios mesdfilos UFC/mL 10
Mohos y levaduras UFC/mL Ausencia

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Como se evidencia en las tablas anteriores, los recubrimientos elaborados presentan las
caracteristicas fisico-quimicas y microbioldgicas adecuadas para aplicarse en la conservacion de

frutas, por lo tanto, la tercera hipétesis de esta investigacion se confirma.

4.2.1.4. Hipotesis 4

“Los recubrimientos comestibles elaborados a partir de quitosano permitiran alargar la vida

atil de las frutas, a temperatura ambiente y de refrigeracion”.

Los recubrimientos comestibles elaborados en esta investigacién, presentaron los siguientes
resultados en las pruebas de conservacion de fresas y moras:

Tabla 31-4: Tiempo de Conservacion de las Frutas con Recubrimientos Comestibles

Solucién Frutas Tiempo de Conservacion
T. Ambiente 20 °C T. Refrigeracion 4 °C
o Fresas 7 dias 16 dias
Moras 7 dias 12 dias

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Como se puede ver en la Tabla 31-4, los recubrimientos comestibles permitieron prolongar el
tiempo de conservacion de las frutas en estudio, a temperatura ambiente y de refrigeracion. Por

este motivo, la cuarta hipdtesis de esta investigacion se confirma.
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4.2.2. Hipotesis General

“Con el presente trabajo de investigacion, se lograra elaborar recubrimientos comestibles con
el quitosano obtenido a partir del micelio de Aspergillus niger, los cuales permitiran alargar el

tiempo de vida util de las frutas en al menos 5 dias .

De lo que se ha evidenciado en cada hipdtesis especifica de esta investigacion, se puede
confirmar que los recubrimientos comestibles elaborados con el quitosano extraido del micelio
de Aspergillus niger, tienen las caracteristicas fisico-quimicas y microbiolédgicas necesarias para
alargar el tiempo de vida util de las fresas y moras en estudio, en un periodo aproximado de 5

dias.
4.3. Discusion de Resultados

Para conseguir la extraccion de quitosano a partir del micelio de Aspergillus niger, se realizaron
9 ensayos que consistieron en un tratamiento quimico del micelio del hongo con hidroxido de
sodio y &cido clorhidrico a diferentes concentraciones, y de esta forma se logr6 establecer el
método y las condiciones apropiadas para extraer las cantidades necesarias de este biopolimero

para las pruebas de caracterizacion y su posterior aplicacion.

Se determind el rendimiento del quitosano extraido, relacionando la cantidad de polimero
obtenido y la cantidad de materia prima utilizada, reportando sélo los valores mas altos para
cada concentracion: 30.15% para la Muestra 1 (20% NaOH y 5% HCI), 34.68% para la Muestra
2 (35% NaOH y 10% HCI) y 36.78% para la Muestra 3 (50% NaOH y 15% HCI).

Estos porcentajes de rendimiento son mayores a los reportados por (Alzate, et al, 2015, p. 123) Y
(Arias, et al, 2015, p. 25), quienes utilizando un método de extraccion similar y partiendo de la
misma materia prima, obtuvieron rendimientos de quitosano de 8.5% y 2%, respectivamente; y
son cercanos a lo expuesto por (Escobar, et al, 2013, p. 265), en cuyo trabajo lograron extraer
quitosano a partir de cascaras de varios crustaceos, logrando un rendimiento del 33.17%.
Mientras que (Hernandez, et al, 2009, p. 59), reportaron un rendimiento de 51.94% en la obtencién de
quitosano a partir de cascaras de camardn, lo que supera a los resultados descritos en otros

trabajos y en la presente investigacion.

La diferencia en los porcentajes de rendimiento del polimero obtenido en esta investigacién, en
comparacion con los otros trabajos, se puede atribuir a varios factores: la pureza y
concentracion de los reactivos utilizados; la materia prima utilizada para la extraccion, lo que
puede influenciar en el rendimiento final dependiendo de la cantidad de quitina presente en su
estructura; la temperatura a la que se realizd el tratamiento térmico de las muestras, ya que
segln (Colina, et al, 2013, p. 23), trabajar con temperaturas muy elevadas en el tratamiento con

hidroxido puede provocar rupturas en la cadena del quitosano; y la pureza del polimero final.

52



Con lo expuesto anteriormente, se puede inferir que el micelio del hongo Aspergillus niger es
una buena fuente de quitosano, de la cual se puede obtener rendimientos de este biopolimero
equiparables a las conseguidas de fuentes de origen animal, y que el método utilizado en el
presente trabajo es efectivo para lograr la desacetilacién de una mayor parte de la quitina
presente en este hongo, en comparacion a lo reportado en otros trabajos similares. Siendo el
mayor de estos resultados el que se logré con una concentracion del 40% de hidréxido de sodio,
lo que indica una relacion entre la concentracion del alcali y la cantidad de polimero que se

puede extraer.

No obstante, para optimizar este proceso es aconsejable utilizar equipos de calentamiento que
permitan controlar de forma mas efectiva la temperatura de la reaccion; y de preferencia,
realizar la extraccion en una atmosfera inerte o en presencia de un agente reductor como el

Sulfato de Sodio, para evitar pérdidas por despolimerizacién del quitosano.

Con la finalidad de comprobar que el quitosano obtenido en este estudio presentaba las
caracteristicas fisico-quimicas apropiadas para la elaboracién de recubrimientos comestibles, se
realizaron varias pruebas de caracterizacion. Las muestras del polimero fueron analizadas por
espectroscopia infrarroja, lo que permitié verificar la presencia de los grupos funcionales NHa,

C-0-C, C=0 y OH, caracteristicos de una muestra de quitosano.

Estos espectros son similares a lo reportado por (Rodriguez, et al, 2010, p. 340), quienes realizaron un
andlisis IR de una muestra de quitosano comercial. Y pese a que se diferencian un poco de los
espectros presentados por (Alzate, et al, 2015, p. 115) Y (Hernandez, et al, 2009, p. 58), los picos de
absorcién de cada grupo funcional se encuentran dentro de su regién correspondiente. Aquella
disparidad existente entre la representacion grafica de las vibraciones de las muestras del
quitosano obtenido en esta investigacion, en comparacion a los trabajos antes mencionados, se
debe a diferencias en el grado de pureza de los polimeros y al tamafio de particula de las

muestras utilizadas para el analisis por IR, segin lo explicado por (Gonzalez & Macho, 2002, p. 78).

Partiendo de los espectros obtenidos, y utilizando la ecuacién propuesta por (Peniche, 20086, p. 15),
se determind que las muestras de quitosano presentan grados de desacetilaciéon de: 79.97%,
80.01% y 80.09%; siendo estos porcentajes cercanos a los obtenidos por (Balanta, et al, 2010, p.
304), 77.46% y 80.68%, y (Escobar, et al, 2013, p. 264), 80.67%. Y son superiores a lo reportado por
(Hernéndez, et al, 2009, p. 59), quienes lograron una desacetilacion del 64% en su muestra; esto se
debe a que en el proceso de desacetilacion, trabajaron con una temperatura menor a la utilizada

en esta investigacion.

Sin embargo, estos valores son menores si se comparan con lo reportado por (Alzate, et al, 2015, p.

123), los cuales obtuvieron una muestra de quitosano con un grado de desacetilacion del 95%.

Esto indica que existieron limitaciones en el proceso de desacetilacion de la quitina presente en
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el micelio, porque en el tratamiento con el alcali se evito trabajar con temperaturas demasiado
altas y por el tiempo de duracion de dicho tratamiento. Pese a ello, al encontrarse dentro del
rango de 70-95%, se puede considerar que las muestras extraidas tienen un alto grado de
desacetilacion.

Las muestras de quitosano presentan solubilidad en acidos diluidos, lo que coincide con los
resultados expuestos por (Lépez, 2014, p. 41) Y (Luna, 2012, p. 70), quienes afirman que la presencia
de aminas primarias en la estructura de este biopolimero, provoca que se cargue positivamente y

se vuelva hidrofilico, mejorando de esta forma su solubilidad en disoluciones de &cidos.

El contenido de humedad de la muestra de quitosano es de 11.42%, un valor cercano al obtenido
por (Lara, 2016, p. 56), 11.25%; y mayor al reportado por (Luna, 2012, p. 72), 10.25%, y (Hernandez, et
al, 2009, p. 59), 10.45%; lo que puede atribuirse a que la muestra pudo absorber humedad del
ambiente durante su almacenamiento. En el caso del contenido de cenizas, la muestra presenta
un porcentaje de 1.41%, el cual es cercano a lo que obtuvieron (Hernandez, et al, 2009, p. 59), 1.40%,
y mayor al resultado que report6 (Luna, 2012, p. 72), 1%. Esto se debe a una mayor presencia de
impurezas organicas en el quitosano de este estudio, debido a que, durante el proceso de

extraccion no se logré una mayor purificacion en las muestras del polimero.

Las pruebas de viscosidad permitieron determinar que el quitosano experimental tiene un peso
molecular aproximado de 1.60x10° g/mol. Este resultado es un poco mayor a lo que reportaron
(Alvarado, et al, 2007, p. 607), quienes obtuvieron un valor de 1.12x10° g/mol, y es menor al
reportado por (Lépez, 2014, p. 40), quien obtuvo un peso molecular de 2.14 x10° g/mol. Lo que
indica que el polimero obtenido en este trabajo presenta cierta despolimerizacion en su cadena,
pese a que se evitd exponer a las muestras a temperaturas muy altas. Aun asi, se encuentra
dentro del rango permitido para una muestra de quitosano comercial, cuyo valor puede variar

entre 1x10%-8x10° g/mol, seguin lo descrito por (Baxter, 2004, p. 4).

Las pruebas de caracterizacion permitieron demostrar que las muestras del quitosano
experimental cumplen con los requisitos necesarios para ser utilizadas en la elaboracion de los
recubrimientos, entre los que destacan su alto grado de desacetilacion, su solubilidad en acidos
diluidos y su peso molecular. Ademas, mediante la espectroscopia infrarroja se logré identificar
la presencia de los grupos funcionales del polimero, confirmando la extraccion del quitosano. Es
importante tener un estricto control de las condiciones en las que se realiza esta extraccion, para
garantizar un alto grado de pureza del producto final; logrando asi, la obtencién un polimero de

mejor calidad.

Para la elaboracién de los recubrimientos comestibles se prepararon 3 soluciones compuestas

por disoluciones de quitosano y almidon a diferentes concentraciones, empleando glicerina

como agente plastificante. Posteriormente, las pruebas de caracterizacion de estas soluciones,
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permitirdn seleccionar a la que presente las caracteristicas fisico-quimicas apropiadas para ser

aplicada en la conservacion de frutas.

Con el propésito de evaluar las caracteristicas fisicas de las peliculas formadas por cada
solucion, se coloc6 un volumen determinado de estas soluciones en cajas Petri y se dejaron en la
estufa. Una vez terminado el tiempo de secado, se puede observar gque s6lo con la Solucion C se
pueden formar peliculas de buena consistencia, las cuales pueden ser retiradas facilmente de la
superficie de moldeo. Esto podria atribuirse a que fueron elaboradas con una mayor
concentracién de quitosano, ya que segln indican (Chavez, et al, 2012, p. 46), al utilizar una mayor
concentracion de este polimero en la preparacion de las peliculas, se puede lograr un mejor
reordenamiento de sus moléculas durante el secado, de manera que, se podran obtener

recubrimientos de mejor calidad.

Las peliculas formadas con la Solucion C, también presentan una alta resistencia a la
manipulacion, lo que fisicamente las vuelve equiparables a las obtenidas en otros estudios,
como el presentado por (Morey & Quinde, 2012, p. 66), quienes prepararon recubrimientos
comestibles partiendo de los mismos componentes: quitosano, almidén y glicerina; (Méndez, et al,
2011, p. 5), que obtuvieron una pelicula a base de gelatina y carboximetilcelulosa; y (Oregel, et al,
2016, p. 4), quienes lograron preparar peliculas comestibles a base de cera de candelilla. Esto se
debe a la adicidn de glicerina a la solucién, lo que permite mejorar las propiedades fisicas de las

peliculas formadas.

En lo que respecta a la densidad, la Solucion C presenta un valor ligeramente mas alto al de las
demés soluciones, debido a que presenta una mayor concentracién de quitosano en su
composicién. Dicho valor es cercano a lo obtenido por (Oregel, et al, 2016, p. 6) en su estudio con
cera de candelilla, y mayor al que obtuvieron (Andrade, et al, 2014, p. 61) con sus peliculas
comestibles elaboradas a partir de cera de laurel y almidén, lo que se debe a que utilizaron una
menor concentracién de coloide, y segln (Parzanese, et al, 2010, p. 6), esto puede influenciar en la
densidad del recubrimiento elaborado. Pero es menor al reportado por (Morey & Quinde, 2012, p.
90), cuyo resultado puede atribuirse a que utilizaron una mayor concentracion de quitosano en la
elaboracién de sus recubrimientos. No obstante, teniendo en cuenta que con la Solucion C se
lograron formar varias peliculas, es factible considerar que la densidad registrada en esta

solucion es apropiada para la obtencidn de los recubrimientos comestibles.

En el analisis del pH de las soluciones preparadas, la Solucién C registra un valor de 3.75, el
cual es menor al de las otras soluciones. Esto es debido a que en su preparacion se emple6 un
volumen mayor de la solucion de quitosano y acido acético. Ademas, el hecho de tener un pH
bajo garantiza que serd mas efectiva para lograr la conservacion de las frutas, ya que segun

(Chavarrias, 2013), Si se logra que las frutas y vegetales tengan un pH bajo, se puede limitar y
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ralentizar el crecimiento de todo tipo de microorganismos, en especial hongos y levaduras, que

generalmente crecen en este tipo de alimentos.

El pH de esta solucidn es cercano a lo que reportaron (Morey & Quinde, 2012, p. 90), que obtuvieron
un pH de 3.80 en su solucion formadora de recubrimientos; y menor al descrito por (Rodriguez, et
al, 2009, p. 10) en su estudio de caracterizacion de un recubrimiento comestible a base de aceite
esencial de bergamota, donde obtuvieron un valor de 4.71, lo que se debe a que utilizaron una

menor cantidad de soluciones &cidas en la elaboracion de aquel recubrimiento.

El analisis microbioldgico de la Solucién C permitié comprobar que es apta para ser utilizada en
la formacién de recubrimientos que puedan ser comestibles, debido a que en sus resultados se
pudo determinar la ausencia de Coliformes Totales, Escherichia coli, mohos y levaduras, y
apenas una cantidad de 10 UFC/mL de Aerobios mesdfilos, lo que cumple con los pardmetros

establecidos por la Norma ISO 7218: 2008 para alimentos destinados al consumo humano.

El espectro infrarrojo del recubrimiento comestible, muestra pocas diferencias en relacion al
espectro de la muestra de quitosano utilizado para su elaboracion, entre las cuales se pueden
destacar: la disminucion de la banda 2315.12 cm™ correspondiente a C=C; y una notable
division entre las bandas pertenecientes a los grupos OH y NH, en 3236.93 cm y 3336.25 cm,
las cuales se encontraban superpuestas en la muestra de quitosano. (Blanquicet, et al, 2015, p. 61)
afirman que estas diferencias entre los espectros de las muestras de quitosano y de los
recubrimientos elaborados a partir de éste, ocurren cuando existe una interaccion previa entre el
acido acético y el polimero, motivo por el cual se forma un acetato de quitosano. Y que
producto de esta reaccion, se puede dar un cambio en la representacién de los picos de varios

grupos funcionales propios del quitosano.

De los resultados obtenidos en cada prueba de caracterizacién, se puede inferir que los
recubrimientos formados a partir de la Solucién C presentan las propiedades fisico-quimicas
adecuadas para prolongar la vida Gtil de las frutas, y cumplen con los pardmetros de inocuidad
necesarios para ser considerados comestibles. Para investigaciones posteriores, seria
conveniente trabajar con mayores concentraciones de quitosano 0 con otros agentes
plastificantes, para obtener recubrimientos comestibles de mejor calidad; y de ser posible, se
deben evaluar otros parametros fisico-quimicos de estos recubrimientos, que no pudieron ser

abarcados en este estudio.

Con el objetivo de determinar la eficacia de los recubrimientos comestibles como conservantes
de frutas, se observaron las caracteristicas fisicas que presentaban a diario las frutas recubiertas
con estos recubrimientos y se compararon con las frutas sin recubrimientos. Primeramente, se
realiz6 una evaluacion sensorial a las frutas, asignandoles una calificacion en funcion del
aspecto fisico que presentan durante el tiempo de observacion.
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Las fresas con recubrimiento mostraron una calidad fisica aceptable por un periodo de 7 dias a
temperatura ambiente, mientras que las que no tenian recubrimiento solo presentaron un buen
aspecto fisico por 3 dias, al cuarto dia empezaron a mostrar crecimiento de moho. A
temperatura de refrigeracion, las fresas con recubrimiento presentaron un buen aspecto durante
16 dias, y las que no poseian el recubrimiento conservaron su calidad por solo 9 dias, pasado ese

tiempo empezaron a tomar una tonalidad oscura.

Las moras a las que se les aplico el recubrimiento conservaron un buen aspecto por 7 dias, en
contraste con las moras sin recubrimiento, las cuales presentaron crecimiento de moho luego de
2 dias de observacion. En el caso de las moras con recubrimiento, que fueron almacenadas a
temperatura de refrigeracion, presentaron un buen aspecto durante 12 dias; a diferencia de las
moras sin recubrimiento que solo duraron 7 dias, luego empezaron a mostrar crecimiento

microbiano.

Estos resultados fueron cercanos a los reportados por (Luna, 2012, p. 76) en su estudio, en donde
logré obtener un tiempo de conservacion de 7 dias en las fresas y de 5 dias en las moras a
temperatura ambiente; mientras que, al almacenarlas a temperatura de refrigeracion, el tiempo
de conservacion fue de 15 dias para las fresas y de 9 dias para las moras. La ligera diferencia en
el tiempo de conservacién de las moras, se puede atribuir a las condiciones en que fueron
almacenadas estas frutas antes de su obtencién en el mercado, lo que pudo afectar su tiempo de
vida 0til al aplicarles los recubrimientos. De igual forma, (Morey & Quinde, 2012, p. 97) registraron

un tiempo de conservacion de 15 dias en fresas almacenadas a temperatura ambiente.

Mientras que, (Andrade, et al, 2014, p. 61) lograron aumentar en 5 dias el tiempo de conservacion del
tomate arbol con sus recubrimientos, en comparacion a la fruta control (sin recubrimiento); lo
gue se asemeja a lo registrado en este trabajo, en donde las frutas con recubrimiento tuvieron un

aumento en su tiempo de vida atil de entre 4-6 dias.

Otro parametro que fue evaluado en las frutas fue la pérdida de peso, la cual esté relacionada
con la pérdida de humedad que tienen las frutas durante su almacenamiento. Para determinar
este valor, se realizd un pesaje diario de las frutas en estudio, y fue posible observar que las
fresas y moras con recubrimiento presentan una menor pérdida de peso que las frutas sin
recubrimiento, en ambas condiciones de almacenamiento. Esto demuestra que los
recubrimientos elaborados en esta investigacién, son capaces de conservar parte de la humedad

que generalmente pierden estas frutas por transpiracion.

Sin embargo, sélo se logra disminuir este pardmetro en un 3.18%, en las fresas que estan al

ambiente, y en un 12.28% en las fresas en refrigeracion; mientras tanto, en el caso de las moras

estos valores son de 2.34% al ambiente y 3.01% en condiciones de refrigeracion. Estos

porcentajes son menores a los reportados por (Lopez, et al, 2015, p. 330), quienes lograron disminuir
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la pérdida de peso de tomatillos en un 36.20% en almacenamiento a temperatura ambiente y
41.50% en refrigeracion; y lo que reportaron (Andrade, et al, 2014, p. 61), quienes disminuyeron esta
pérdida en un 30%.

Esta diferencia se debe a que en estos trabajos se utilizaron recubrimientos elaborados a partir
de ceras naturales, y segln lo explicado por (Rojas, 2006, p. 45), este tipo de recubrimientos son
mas efectivos al actuar como barreras para evitar la transferencia de vapor de agua de la fruta al
ambiente, a diferencia de los que son elaborados a partir de biopolimeros, los cuales muestran

una baja resistencia al agua por su naturaleza hidrofilica.

Considerando estos resultados, es posible afirmar que los recubrimientos elaborados en la
presente investigacion, son efectivos para prolongar el tiempo de vida util de las frutas; y son
capaces de reducir la transferencia de vapor que se origina por la transpiracion natural de las

frutas, lo que permite que puedan conservar su firmeza por un mayor tiempo.

Para mejorar los efectos de barrera de estos recubrimientos al vapor de agua, es aconsejable
incorporar lipidos al preparar la solucién formadora de peliculas, y asi poder incorporar a los
recubrimientos la eficacia que tienen los componentes lipidicos para disminuir la transferencia

de vapor de agua, por su naturaleza hidrofébica.
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CONCLUSIONES

Se logro establecer un proceso adecuado para la extraccion de quitosano a partir del micelio

de Aspergillus niger.

Las muestras de quitosano presentaron valores de rendimiento de 30.15% (M 1), 34.68%
(M 2) y 36.78% (M 3), lo que denota un incremento del polimero extraido a mayores

concentraciones de hidroxido de sodio.

El quitosano presentd las siguientes caracteristicas fisico-quimicas: 80.09% de grado de
desacetilacion; 11.42% de humedad; 1.41% de cenizas totales; 1.60x10° g/mol de peso
molecular; solubilidad en &cidos diluidos; y la presencia de los grupos NH,, C-O-C, C=0y
OH en los espectros IR.

Se obtuvieron recubrimientos comestibles a partir de quitosano, que presentaron las
siguientes caracteristicas: 1.30 g/mL de densidad; 3.75 de pH; formacion de una pelicula
consistente; cambios en las vibraciones de los grupos funcionales del quitosano en el

espectro IR; y ausencia de microorganismos patégenos.
Se comprob6 la funcionalidad de los recubrimientos comestibles como conservantes de

frutas, permitiendo que el tiempo de vida util de las fresas y moras sea de 7 dias a

temperatura ambiente, y de 16 y 12 dias a temperatura de refrigeracion.
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RECOMENDACIONES

En el proceso de extraccién del quitosano, es recomendable trabajar con temperaturas
menores a los 100°C, en atmosfera inerte o utilizar un agente reductor, para evitar pérdidas
del polimero.

Realizar el tratamiento térmico con hidréxido de sodio en un equipo de reflujo, para lograr

prevenir pérdidas por la evaporacion del material.

Efectuar nuevas investigaciones, que logren optimizar la funcionalidad de los
recubrimientos elaborados a partir de quitosano, y de esta forma obtener mejores resultados
en lo que respecta a sus propiedades mecanicas y al tiempo de conservacion de las frutas.

Es recomendable que se continlen desarrollando investigaciones sobre la elaboracion de
recubrimientos comestibles a partir de quitosano flngico, para evaluar su funcionalidad

como conservantes de otros tipos de alimentos.
Realizar otros estudios, que permitan aprovechar las propiedades fisico-quimicas del

quitosano en otras areas de aplicacion y de esta forma contribuir al desarrollo de productos

amigables con el ambiente, que sean una alternativa viable al uso de polimeros sintéticos.
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ANEXOS

Anexo A: Especificaciones del micelio seco de Aspergillus niger.

COPIA CONTROLADA

SISTEMA INTEGRADO SUCHUAL S.A. TC-ESP-009
PRODUGTO TERMINADO. ESPECIHCACION MIGELIO Version 004
1. PRODUCTO
NOMBRE COMERCIAL: Micelio
NOMBRE QUIMICO: Biomasa de Aspergillus Niger
2. DESCRIPCION

El Micelio es un coproducto de la fabricacion industrial del acido citico. El micelio es obtenido a partir ded hongo Aspergilius niger, uiilizado en la
fermentacion serdbica del jarabe de azicar para la produccion de acido citrico. El Aspergillus niger o biomasa obtensdo al final ded ciclo de
fermentacién es denominado micelio Himedo.

3.US0s

Se utiliza como materia pima para productcs nutraceuticos, famacéuticos, suplemento alimenticio para animales y uso indusinal.

4. ESPECIFICACIONES

4 .1. MICELIO SECO - USO NUTRACEUTICO- FARMACEUTICO

El Micelio seco para uso nutraceutico o farmaceutico debe cumplir con los requisitos indicados en la Tabla 1, cuando se somete a los métodos
analiticos indicados.
TABLA 1. Micelio Seco para uso nuiraceutico o farmaceutico.

Proteina (N x 4,15) % m/'m 10 mex
Humedad (115" C) % m'm 10 e
Cenizas Tolales % m'm 1 méix
Cobre (Cu) mg'kg 25 mex
Bacterias Mesofilas Aerobias UFCig < 100000
Hongos v Levaduras UFGig < 1000

E-Cali UFClg Ausenta
Salmonella UFClg Ausente

4.2. MICELIO SECO - ALIMENTACION ANIMAL

El Micelio seco para uso animal debe cumplir con los requisitos indicados en la Tabla 2, cuando se somete a los métodos analiticos indicados,
TABLA 2. Micelio Seco para uso animal.

Proteina Total % m/m 12 min
Humedad (115°C) Y% mim 10 max
Canizas Totales % m/m 2,0 max
Grasa % mim 2.0 Min

4.3. MICELIO SECO - USO INDUSTRIAL
El Micelio seco para uso industrial debe cumplir con bes requisitos indicados an la Tabla 3, cuando sa somate a los métodos analiticos indicados.

TABLA 3. Micelio Seco para uso industrial.

Protaina Total % mim 15 méx
Humedad (115°C) % mim 10 méix
Ceniza total mim 1,0 méix
4.4, DENSIDAD APARENTE TIPICA

El valor tipico per |a densidad aparente del Micelio que se lista a continuacion, es de cardcter informativo y no como especificacion.
Densidad aparente fipica - Micelio

Ibi? i kg/om?®
47 44 | 760

4.5. PLAN DE INSPECCION Y ENSAYO
Se siguen |os procedimientos indicados en la noma TCPROOM

4.6. CRITERIO DE ACEPTACION O RECHAZO
El producto debe cumplir de acuerdo a las especificaciones de la tabla 1-2-3 segln su uso,

5.EMPAQUE Y ROTULADO
5.1 EMPAQUE



Solido granulado empacado en sacos de polipropileno con capacidad de 45 kg v en supersacos de 600 kg rotulados con &l comespondiente lote.
6. ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE
6.1 ALMACEMAMIENTO

* BEuile la exposicion prolongada v directa del producto a los rayos solares, temperaluras extremas o en ambientes contarminantes.
* Eule el almaceramianto y rensporte del producto en ambientes humedes o con humedad relathe mayores de 70%

6.2 TRANSPORTE

* Buta la exposicidn del Micalio de Sucral a temperaturas extremas o rayos solanes directos, durante o transporte

* No someter el Micelio de Sucrcal a Humedad relativa alta, intemperie o lluva, durante el transporte.

* Nose debe transportar Micelio Sucmal en vehiculos que no ofrezcan garantia de consenacidn fisica (carpas, pisos, camocernas, en mal
estado o deficientes) y guimica (sohentes, plaguicidas, detergentes, derivados del petrdlec) del producto.

* Los wehicules o contenadores que transporten Micalio de Sucroal deben estar exentos de todo residuo u olones que puedan alterar el
empaque o & producto.

7.ASPECTOS DE SEGURIDAD
7.1 MANEJO Y CUIDADOS

El Micelio no representa riesgo alguno para la salud, se recomienda durante su manejo obsenar buenas practicas de manufactura. Para su manejo
an plantas industriales, se recomienda el uso de proteccidn respiratoria, gafas protectoras, cofia para la proteccidn ded cabedlo.

7.2 FECHA DE VENCIMIENTO

El Micalio debe ser almacenado segin & numeral 6.1 y transportado seglin el numeral 6.2 presenta una vida (til da & meses.

Elabarada por: ol Wilesy Rubiano Fecha de \igenda: 201707-21
Anadists | Laborasarts Clirkeo

Aprobado por: Fecha Ultima Revisidn: 2017-07-21

Aty Tarn
Profesionsl de Calldad




Anexo B: Espectro Infrarrojo de muestra de quitosano comercial de cascaras de cangrejo, >75%

de grado de desacetilacion.
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Fuente: Rodriguez, et al, 2010.

Tabla I: Grupos Funcionales de la Muestra de Quitosano Comercial

Grupos Funcionales Compuestos Banda de absorcion (cm™)
C-0-C Eteres, ésteres, 4cidos 1077.17
carboxilicos y alcoholes

CH Alcanos 1418.55

2869.88

NH2 Aminas primarias y amidas 1578.63

Cc=C Alquinos 2350.88

OH Alcoholes y acidos 3365.55
carboxilicos

NH Aminas primarias y 3365.55
secundarias

Fuente: Rodriguez, et al, 2010.




Anexo C: Examen microbioldgico de la solucion formadora de recubrimientos comestibles
(Solucion C).

Servicios Analiticos Quimicos y Microbioldgicos

en Aguas y Alimentos

EXAMEN MICROBIOLOGICO

CODIGO 030-19

CLIENTE: Sr. Adridn Hidalgo

DIRECCION: Ciudadela de ios ingenieros Civiles [ TELEFONO:
TIPO DE MUESTRA: Alimento de almiddn y quitosano

FECHA DE RECEPCION: 11 de enero del 2019

FECHA DE MUESTREO: 11 de enero del 2019

EXAMEN FISICO

COLOR: Verdoso

OLOR: Caracteristico

ASPECTO: Normal, libre de material extrafio

PARAMETROS o METODO RESULTADO
Coliformes totales UFC/ ml Siembra en masa Ausencia
Escherichia Coli UFC/ mi Siembra en masa Ausencia

Ae;obios mesofilos UFC/ ml Siembra en masa 10
Mohos y levaduras UFC/ mi Siembraen masa Ausencia

FECHA DE ANALISIS: 11 de enero del 2019
FECHA DE ENTREGA 18 de enero del 2019
RESPONSABLE:

Dra. Gina AlvarezR.
Elinforme sélo afecta a la muestra solicitada a ensayo, el informe no debera reproducirse sino en su
totalidad previo autorizacion de los responsables.

/3naMIC

Servicios Analiticos @uimicos y Microbiclagicos

Direcclon: Av. 11 de Noviembre y Milton Reyes
Contéctanos: 0998580374 - 032 942 322
Riobamba - Ecuador




Anexo D: Extraccién de quitosano a partir del mi

Tabla Il: Descripcion del Disefio Experimental

celio de Aspergillus niger.

Cantidad de Micelio | Concentracion de | Concentracion de Numero de
Aspergillus niger (g) NaOH (p/v) HCI (viv) Repeticiones
20 20 % 5% 3
20 35 % 10 % 3
20 50 % 15 % 3
Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019
Tabla I11: Descripcion del Procedimiento
Extraccién del Quitosano

1. Pesar 20 g para cada muestra de micelio seco de
Aspergillus niger.

2. Lavar las muestras de micelio con agua destilada.,

hasta desaparecer coloracion.

3. Secar las muestras de micelio en la estufa a 90°C.

4. Realizar el tratamiento del micelio con NaOH al
20, 35y 50%; y calentar las mezclas a 90-95°C.




7. Lavar la masa resultante de color crema con agua y | 8. Realizar el tratamiento de las muestras con HCI al
etanol. 5,10 y 15%, y agitar de forma constante.

9. Centrifugar las mezclas a 5000 rpm, durante 30 | 10. Adicionar NaOH al 20, 35 y 50%, al polimero
minutos. extraido, y dejar que se sedimente por 12 horas.

11. Volver a centrifugar las mezclas a 5000 rpm, | 12. Filtrar y lavar las muestras de quitosano con agua
durante 30 minutos. y etanol.

13. Secar las muestras obtenidas en la estufa. 14. Muestra de quitosano final.

15. Determinar el rendimiento de quitosano en cada prueba experimental, utilizando la siguiente ecuacion:

Mgy .z
% R = =20 %100 Ecuacion |

Mpicelio
Donde:
- Mgquitesano = Masa del quitosano extraido, en gramos.
- Mmicelio = Masa de la muestra de micelio, en gramos.

- %R = porcentaje de rendimiento del quitosano.

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019



Anexo E: Caracterizacién por Espectroscopia Infrarrojo de las muestras de quitosano.

Tabla 1V: Descripcién del Procedimiento

Caracterizacion por Espectroscopia Infrarrojo

1. Triturar las muestras de quitosano.

R EEURY

2. Preparar 3 muestras de cada tratamiento.

3. Realizar el analisis en el espectrofotémetro infrarrojo y seleccionar los 3 mejores resultados a cada

concentracién de reactivos.
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5. Espectro IR de la Muestra 2
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7. Se determing el grado de N-Acetilacion de cada muestra, utilizando la siguiente ecuacidn:

Grado de N-Acetilacion = 31.92 * (%) -12.2 Ecuacion 11

1420

8. Se determind el grado de Desacetilacion con la siguiente ecuacion:

Grado de Desacetilacion = 100 — Grado de N-Acetilacion Ecuacién 111
Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019




Anexo F: Pruebas de solubilidad del quitosano.

Tabla V: Solubilidad del Quitosano

Pruebas de Solubilidad

Tomar 5 muestras pequefias de quitosano y realizar las pruebas de solubilidad en &cidos diluidos.

1. Acido acético 10%. 2. Acido clorhidrico 1%.

3. Acido clorhidrico 10%. 4. Acido citrico 10%.

5. Acido sulfarico 1%.

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019



Anexo G: Determinacion del porcentaje de humedad en la muestra de quitosano.

Tabla VI: Descripcién del Procedimiento

Determinacion de la Humedad

1. Realizar el taraje de los crisoles. 2. Pesar los crisoles vacios.

3. Pesar 5 g de cada muestra de quitosano. 4. Secar las muestras de quitosano hasta peso

constante.

6. Se determinaron los porcentajes de humedad de cada muestra, utilizando la siguiente ecuacion:

%H = Minyestra = (Merisol + muestra seca ~ Merisol) %100 Ecuacion 1V

Mpmuyestra

Donde:
- Mmuestra = Masa de la muestra de quitosano, en gramos.
- Merisol = Masa del crisol seco, en gramos.

- Merisol + muestra seca = SUMatoria de la masa del crisol y de la muestra seca de quitosano, en gramos.

- %H = porcentaje de humedad de la muestra de quitosano.

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019



Anexo H: Determinacion del porcentaje de cenizas totales en la muestra de quitosano.

Tabla VII: Descripcién del Procedimiento

Determinacion de Cenizas Totales

1. Realizar el taraje de los crisoles. 2. Pesar los crisoles vacios.

3. Pesar 5 g de cada muestra de quitosano. 4. Secar las muestras hasta peso constante.

3. Pesar 5 g de cada muestra de quitosano. 6. Realizar la calcinacion de las muestras.




6. Determinar los porcentajes de ceniza total de cada muestra, utilizando la siguiente ecuacion:

% CT = Merisol + cenizas ~ Merisol %100 Ecuacién V

Merisol + muestra seca”™ Merisol
Donde:
- Merisol = Masa del crisol seco, en gramos.
- Merisol + muestra seca = SUMatoria de la masa del crisol y de la muestra seca de quitosano, en gramos.

- Merisol + cenizas = SUMatoria de la masa del crisol y de las cenizas de la muestra, en gramos.

- % CT = porcentaje de cenizas totales de la muestra de quitosano.

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019



Anexo |I: Determinacion del peso molecular del quitosano.

Tabla VII1: Descripcion del Procedimiento

Determinacion del Peso Molecular

1. Pesar 1.5 g para cada muestra de quitosano. 2. Disolver las muestras en acido acético al 1%.

3. Preparar soluciones de quitosano a 0.002, 0.004, | 4. Determinar la viscosidad dinamica de cada

0.006, 0.008 y 0.01 g/mL. solucioén.

5. Determinar la densidad de cada solucion, mediante la siguiente ecuacion:

Mpicnometro + muestra ~ Mpicné

Ecuacién VI

p= Vpicnometro

Donde:

- Mpicnémetro = Masa del picndmetro seco, en gramos.

- Mpicnometro + muestra = Masa del picnémetro con la muestra, en gramos.

- Vpicnsmetro = Volumen del picnémetro, en mililitros.

- p=densidad de la solucion, en gramos/mililitros.

6. Determinar la viscosidad cinemética de las soluciones, mediante la siguiente ecuacion:

v= E Ecuacion V11
Donde:
- m=viscosidad dinamica de la solucion, en centipoise (cps).
- p=densidad de la solucion, en gramos/mililitros.

- v=viscosidad cinematica de la solucion, en centistokes (cst).




7. Determinar la viscosidad relativa de las soluciones de quitosano, empleando la siguiente ecuacion:

n=2 Ecuacion VIII
T ]’1'

Donde:
- m=viscosidad dinamica de la solucion de quitosano, en centipoise (cps).

- 1’ =viscosidad dinamica de la solucion del solvente puro, en centipoise (cps).

- mr=viscosidad relativa de la solucién de quitosano.

8. Determinar la viscosidad especifica de las soluciones de quitosano, mediante la siguiente ecuacion:

Ny =M, — 1 Ecuacion I1X
Donde:
- mr = viscosidad relativa de la solucién de quitosano.

- msp = viscosidad especifica de la solucién de quitosano.

9. Determinar la viscosidad reducida de las soluciones de quitosano, utilizando la siguiente ecuacion:

Nsp

- Ecuacion X

nre:d
Donde:
- msp = viscosidad especifica de la solucién de quitosano.
- C=concentracion de la solucion de quitosano, en g/ml.

- mred = Viscosidad reducida de la solucién de quitosano, en mi/g.

10. Determinar el peso molecular aproximado del quitosano, utilizando la ecuacién de Mark-Houwink-Sakurada:

] =k*MV* Ecuacion XI
Donde:

- [n] = viscosidad intrinseca del quitosano, en mililitros/gramos.

k = constante empirica del polimero, el solvente y la temperatura.

- a=constante empirica del polimero, el solvente y la temperatura.

- MV = peso molecular del quitosano, en gramos/mol.

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019



Anexo J: Elaboracion de los recubrimientos comestibles.

Tabla IX: Composicion de las Soluciones de Recubrimientos Comestibles

Componentes (v/v)
Soluciones Solucién de Solucién de Glicerina
Quitosano Almidén (v/v)
A 20 % 80 % 2%
B 50 % 50 % 2%
C 80 % 20 % 2%

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Tabla X: Descripcion del Procedimiento

Elaboracién de los Recubrimientos Comestibles

~2.5002

1. Pesar 2.5g para cada muestra de quitosano.

2. Disolver las muestras en acido acético al 1%.

4. Mezclar cada muestra de almidén en 100 mL de

agua destilada.

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019




Anexo K: Caracterizacion de los recubrimientos comestibles.

Tabla XI: Descripcién del Procedimiento

Caracterizacion de los Recubrimientos Comestibles

Petri y secar. Retirar las peliculas formadas de la | C)en un pH-metro.
superficie de moldeo y observar sus caracteristicas

fisicas.

1. Colocar 25 mL de cada solucién (A, B, C) en cajas | 2. Realizar la medicién del pH de cada solucion (A, B,

conservacion de las frutas (Solucion C)
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Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019




Anexo L: Aplicacién y evaluacion de funcionalidad de los recubrimientos comestibles.

Tabla XI1: Evaluacion sensorial de las frutas

Calificativo Nivel de Calidad
1-2 Mala Calidad
3-4 Calidad Aceptable
5-6 Excelente Calidad

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019

Tabla XI11: Descripcion del Procedimiento

Aplicacion y Evaluacién de Funcionalidad de los Recubrimientos Comestibles

1. Lavar las frutas.

2. Aplicar el recubrimiento por inmersién.

3. Fresas con recubrimiento a temperatura ambiente:
Dia N° 0.

4. Fresas con recubrimiento a temperatura ambiente:
DiaN° 7.

5. Fresas con recubrimiento a temperatura de

refrigeracion: Dia N° 0.

6. Fresas con recubrimiento a temperatura de
refrigeracion: Dia N° 16.

ST




7. Moras con recubrimiento a temperatura ambiente: | 8. Moras con recubrimiento a temperatura ambiente:
Dia N° 0. DiaN° 7.

9. Moras con recubrimiento a temperatura de | 10. Moras con recubrimiento a temperatura de
refrigeracion: Dia N° 0. refrigeracion: Dia N° 12.

12. Determinar el peso promedio diario de las frutas, con la siguiente ecuacion:

(P1+P2+P3 + P4 + P5)
n

x= Ecuacion XII
Donde:

- Pn=peso de cada fruta, en gramos.

- n=ndmero de frutas pesadas.

- X =peso promedio diario de las frutas, en gramos.

13. Calcular la pérdida de peso de las frutas, utilizando la siguiente ecuacion:

% Pp = Pt -Rsa) % 100 Ecuacion X111

dia 0
Donde:
- Pdiao = peso promedio de las frutas el primer dia de evaluacién, en gramos.

- Pdian = peso promedio de las frutas en “n” dia de evaluacion, en gramos.

- % Pp = porcentaje de pérdida de peso de las frutas.

Realizado por: Adrian Hidalgo, 2019



