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Lista de Abreviaciones:

TPP: Tripolifosfato de Sodio.

MYPES: Micro y pequefia empresa.

Aw: Actividad de agua

AAG: Acido acético glacial.

Al: Agua Inyectable.

QT: Quitosano.

SQT: Solucién homogénea de quitosano + Acido acético glacial al 1%
SLQ: Solucion lechosa de quitosano homogénea (SQT + TPP 1%).
GQ: Gel de quitosano.

NPs: Nanoparticulas.

RPM: Revoluciones Por Minuto.

DLS: Dispersion de Luz Dinamica (Dynamic Light Scattering).
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Glosario:

Biopolimero: Macromoléculas producidas por los organismos vivos, que son sintetizadas
por enzimas para formar moléculas de alto peso molecular.

Biomaterial: Sustancia que se amolda de manera solitaria o formando un sistema
complejo para asociarse con las interacciones de los componentes de los seres vivos, y
poder dirigir los procedimientos terapéuticos destinados o procedimientos de diagndstico.
Nanoparticula: Una nanoparticula es un material formado dentro de la escala nanométrica
con la finalidad de potenciar sus caracteristicas, asociandolas a otros materiales o solo
formandolos de manera preliminar.

Petrifilm: Placas listas para usarse en el método microbioldgico, disefiadas para ofrecer

ahorro de tiempo, incremento de productividad, fiabilidad y eficiencia.
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Efecto de las nanoparticulas a base de quitosano sobre la carga bacteriana de los
quesos suizos producidos en Cajamarca — Peru 2022.
Resumen:

En esta investigacion se sintetiz6 nanoparticulas a base del biopolimero quitosano

mediante el método de gelacion ionica y se determiné su efecto sobre la carga bacteriana
de quesos suizos producidos en Cajamarca. Se obtuvo tres concentraciones (0,5%; 0,6% y
0,7%) de nanoparticulas, cada una caracterizada por su tamafio hidrodindmico, y se evalud
el efecto de estas frente a la carga bacteriana presente en los quesos. Para el estudio se
recolecto6 aleatoriamente quesos de diferentes zonas de venta de la ciudad, una unidad de
cada punto hasta completar 15 quesos. Estos fueron trasladados en cadena de frio al
laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional de Cajamarca para su analisis
bacterioldgico.
Para el analisis se hizo diluciones seriadas de la muestra, la dilucion inicial consisti¢ de 25
g de un composito de queso suizo disuelto en 225 mL de Caldo Citratado al 2%;
seguidamente, se transfirio 10 mL de esta dilucion a frascos con 90 mL de Agua
Peptonada, y del mismo modo se obtuvo la dilucién 1073; luego se agregd 15 mL de
suspension bacteriana en tubos con 50 pL del gel de nanoparticulas, se incubd los tubos
durante 24 h y luego se inocul6 en Petrifilm™ de 3M™. La evaluacion por recuento de
Unidades Formadoras de Colonias permitié determinar el efecto antibacteriano de las
nanoparticulas. Los resultados muestran que hubo una disminucion significativa de
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp., enterobacterias y
coliformes; pero no de bacterias aerobias mesofilas viables. Se concluye que las
nanoparticulas a base de quitosano tienen un efecto significativo en la reduccion de la
carga bacteriana de los quesos suizos de Cajamarca.

Palabras clave: Nanoparticula, composito, biopolimero.
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Abstract:

In this research, nanoparticles based on the biopolymer chitosan were synthesized

using the ionic gelation method and their effect on the bacterial load of Swiss cheeses
produced in Cajamarca was determined. Three concentrations (0,5%; 0,6% and 0,7%) of
nanoparticles were obtained, each characterized by its hydrodynamic size, and their effect
on the bacterial load present in the cheeses was evaluated. For the study, cheeses were
randomly collected from different sales areas of the city, one unit from each point until
there were 15 cheeses. These were transferred in the cold chain to the Microbiology
laboratory of the National University of Cajamarca for bacteriological analysis.
For the analysis, serial dilutions of the sample were made. The initial dilution consisted of
25 g of a Swiss cheese compound dissolved in 225 mL of 2% Citrated Broth; Next, 10 mL
of this dilution was transferred to bottles with 90 mL of Peptone Water, and in the same
way the 107 dilution was obtained; Then, 15 mL of bacterial suspension was added to
tubes with 50 pL of the nanoparticle gel, the tubes were incubated for 24 h and then
inoculated in 3M™ Petrifilm™. The evaluation by counting Colony Forming Units
allowed us to determine the antibacterial effect of the nanoparticles. The results show that
there was a significant decrease in Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus spp., enterobacteria and coliforms; but not viable mesophilic aerobic
bacteria. It is concluded that chitosan-based nanoparticles have a significant effect on
reducing the bacterial load of Swiss cheeses from Cajamarca.

Keywords: Nanoparticle, composite, biopolymer.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

En estos ultimos afios, el uso de los nanomateriales ha cobrado mucha relevancia dada
su aplicacion en distintos campos, incluyendo la industria alimentaria; esta industria
mueve miles de dolares en la fabricacion de alimentos, y el tratar de disminuir la carga
microbiana y/o eliminar las bacterias patdgenas es un proceso prioritario para obtener
alimentos aceptables y seguros, es decir, que sean alimentos inocuos para el consumidor
final. De acuerdo a lo mencionado, también implica utilizar métodos poco invasivos al
alimento, pues, de otro modo, al incorporar algin elemento foraneo al alimento, este
puede alterar o modificar las propiedades organolépticas del mismo.

Para la industria alimentaria es crucial la innovacidn, razén por la que, en la busqueda
de materiales que no alteren la composicion de los alimentos, muchas investigaciones
optan por aplicaciones biologicas, bioquimicas y biotecnologicas de compuestos
organicos. Dentro de los compuestos organicos estan la quitina y sus derivados; siendo la
quitina la segunda molécula mas abundante de la naturaleza, ademas, como uno de sus
derivados, tenemos al quitosano, que desde hace algunos afios atrds ya viene siendo
estudiado por sus ventajas aplicativas en diferentes campos de la produccion alimentaria
y la salud. Entre las ventajas descritas para este biopolimero (el quitosano) estan sus
propiedades de biodegradabilidad, biocompatibilidad, su nula toxicidad, entre otros.

Una de las ventajas de la nanotecnologia es: mejorar las caracteristicas de los
materiales a usar, pues, los materiales tienden a mejoran sus propiedades en una escala
nanométrica. Ademas, al sintetizarse nanomateriales que tienen una base de biopolimeros
brinda una ventaja por su biocompatibilidad, tal es el caso del quitosano. Existen
diferentes métodos de obtencion de nanoparticulas, sin embargo, para fines de este trabajo

se empled el método de gelacion ionica el cual varia de acuerdo a los reactivos y



condiciones del lugar donde se sinteticen las nanoparticulas, pues, la base del método esta
en la interaccion electrostatica entre los componentes que se vayan agregando hasta tener
formadas las nanoparticulas.

Debido a las ventajas que posee el quitosano como nanoparticula se ha empleado como
agente para el transporte de materiales para proteinas, medicamentos, vacunas, entre
otros; todos predominantemente en la industria farmacéutica. Asi mismo, se ha
demostrado que el quitosano tiene propiedades antibacterianas, propiedades que se
pueden maximizar llevando el material a escala nanométrica; las propiedades
antibacterianas anteriormente mencionadas son resaltantes en este trabajo, porque nos
brinda un panorama a buscar una solucion al problema de que los quesos producidos en
Cajamarca tienen una elevada carga bacteriana.

Cajamarca es una de las regiones con la mayor produccion de quesos a nivel nacional,
debido principalmente a la alta produccion de la materia prima, la leche, lo cual origind
también la produccion de diferentes tipos de quesos. Sin embargo, la gran mayoria de
productores han constituido micro y pequefias empresas (MYPES) que no cumplen con
los principios generales de higiene (PGH) y/o las buenas practicas de manufacturacion
(BPM), obteniendo productos no inocuos. La implementacién de las PGH y BPM, para
la mayoria de MYPES suele ser un reto; por ello, se busca herramientas que les ayuden
con esas certificaciones, llegando a tener en los materiales a nanoescala una herramienta
que los ayude a conseguir el fin deseado.

Por lo que, el objetivo de esta investigacion fue determinar el efecto de diferentes
concentraciones de nanoparticulas a base de quitosano sobre la carga bacteriana de los

quesos suizos producidos en Cajamarca.



CAPITULO II:
MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la Investigacion

A continuacidn, se describen algunas investigaciones en las que se demuestra que las
nanoparticulas son utiles para disminuir la carga bacteriana en los productos lacteos, uno

de ellos, el queso.

En un estudio, realizado en China, se investigd el mecanismo antibacteriano de las
microesferas de quitosano frente a Escherichia coli. Las microesferas tuvieron didmetro
aproximado de 124 micrémetros y su actividad antibacteriana era directamente
proporcional a la concentracion de las microesferas de quitosano. Para visualizar el
mecanismo antibacteriano utilizaron fluorescencia y el microscopio electrénico de
barrido, en el primero se visualizd que las microesferas de quitosano llegaron a afectar a
la membrana de las bacterias y las fotografias mostraron que E. coli se adhiere a las
microesferas. Concluyeron que las microesferas de quitosano cambian la permeabilidad
de la membrana y provocaron una fuga celular, y asi corroboran su actividad

antibacteriana (Kong et al., 2008).

Posteriormente, un grupo de investigadores preparé nanoparticulas de quitosano para
enfrentarlas a un panel de microorganismo aislados de dos tipos de queso. Las
nanoparticulas de quitosano fueron preparados por gelificacion ionica y la actividad
antimicrobiana se determiné por la concentracion minima de inhibicién, asi mismo, las
nanoparticulas de quitosano fueron agregas con agua y acido acético. Al final se
concluyeron que las nanoparticulas en acido acético tuvieron mayor actividad
antibacteriana. Ademas, las bacterias gram positivas no eran tan susceptibles como las

negativas (O’Callaghan and Kerry, 2016).



Un estudio en Asia, frente a un problema de contaminacion de quesos por la bacteria
Listeria monocytogenes, un grupo de investigadores de la Universidad de Jiangsu en
China, busco inhibir la replicacion de la bacteria utilizando “nanofibras de 6xido de
polietileno” las cuales contenian nanoparticulas de quitosano y acido poli g-glutdmico
cargadas con nisina. Evidenciaron una disminucién de 5,52 Log UFC/mL (100%) a 4,85
Log UFC/mL (87,86%), es decir, una actividad antimicrobiana de 12,14%; ademas, la
calidad sensorial del queso no se afectd y lo mas importante es que la actividad

antibacteriana contra la bacteria L. monocytogenes fue satisfactoria (Cui et al., 2017).

Asi mismo, en otro estudio en la Universidad de Jiangsu, el cual tenia como objetivo
fabricar nanofibras incrustadas en gelatina con la combinacion de las nanoparticulas de
quitosano y aceite de moringa para controlar dos microorganismos que contaminan los
quesos, L. monocytogenes y Staphylococcus aureus. A pesar de que la actividad de
liberacion del aceite de moringa disminuyd y que la nanofibras sobrepasaron los 100 nm
se obtuvo resultados muy positivos, concluyendo que la actividad de las nanofibras que
poseen nanoparticulas de quitosano y aceite de moringa presentaron actividad
antibacteriana muy alta ambas bacterias, siendo este estudio de mucha ayuda para futuras

investigaciones (Lin, Gu and Cui, 2019).

Por otro lado, un grupo de investigadores en Rusia elaboraron nanoparticulas con
cubierta antibacteriana, antioxidante y absorbente de rayos UV con el objetivo de
aumentar y mejorar la vida util del queso Ricotta, considerando que estos
nanocompuestos no son toxicos. El experimento se hizo sobre una matriz de quitosano el
cual ayudo a la estabilidad de los nanocompuestos. Se demostro que la incorporacion de
nanoparticulas de nuevo disefio poseen propiedades mecéanicas y de barrera mejoradas,
junto con un mayor nivel antibacteriano, antioxidante y actividad UV absorbente

(Kritchenkov et al., 2020).



2.2. Bases Teoricas:

2.2.1.Quitina:

La quitina, un polisacarido natural, quimicamente definida como poli (D-
Glucosamina-N-acetil-B 1,4), de gran significancia; identificada por primera vez por
Henri Braconnot, director del jardin botanico de Nancy, Francia, en 1811 (Finney and
Siegel, 2008). Sin embargo, no fue hasta que, en 1823, Odier introdujo el término
“quitina” que deriva del vocablo griego “chiton” que equivale a “cobertura”, “tanica” o
“envoltura”. Ademas, en 1929 su estructura quimica fue dada a conocer por Albert

Hofmann (Rudall and Kenchington, 1973).

La quitina es sintetizada por una gran cantidad de organismos (Rinaudo, 2006). Y de
los polisacaridos en la naturaleza, la quitina se ubica en el segundo lugar por su
abundancia, esto, debido a su gran capacidad de regeneracién natural, por ello, se estima
que 1 x 10° tn del polisacérido se sintetiza y degrada anualmente en el planeta (Gooday,

1990).

En su forma pura, el biopolimero quitina es ligeramente cristalino, no posee olor, ni
tampoco sabor y en su estructura, los azlcares y grupos aminos se unen por enlaces
glicosidicos ( 1,4); formando una cadena lineal (Kurita, 2001). Debida a su estructura,
solo se disuelve en solventes especificos como: N,N Dimetilacetamida (DMAc), LiCl,
hexafluoroacetona o hexafluoro-2-propanol (Austin, 1988). Ademas, al comparar la
quitina con la celulosa son estructuralmente semejantes, con una diferencia marcada que
esta en el carbono nimero 2 (C2), pues la quitina tiene grupo acetamida en vez de un

grupo hidroxilo (Figura 1) (Ramirez et al., 2010).
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Figura 1. Estructura de Celulosa (A) y Quitina acetilada (B), para evidenciar su

estructura similar(Ramirez et al., 2010).

La quitina se debe clasificar segun su pureza y color, sin embargo, la proteina y el
pigmento residual pueden causar problemas para su uso posterior, especialmente para
productos biomédicos (Rinaudo, 2006). Por lo que, la principal clasificacion teniendo en
cuenta sus alomorfos y gracias a la RMN (Espectroscopia de resonancia magnética
nuclear) y la XRD (Difraccion rayos X), se clasifica en: “a”, “B” y “y” (Rudall, 1969),
aunque este ultimo parece una variacion del alomorfo “a”(Atkins, 1985). La “a” quitina
es la mas abundante y se encuentra en paredes celulares de hongos y levaduras, en
tendones y caparazones de los camarones y en la cuticula de los insectos (Olivera et al.,
1995); por otro lado, la “p” quitina, es mas inusual y se asocia con proteinas de los

calamares y estructuras tubulares de gusanos pogondforos; ademas la diatomea

Thalassiosira fluviatilis produce “p” quitina (Falk, Smith and McLachlan, 1966).

El quitosano, el derivado de quitina mas importante en términos de aplicaciones, se

obtiene por deacetilacion parcial en condiciones alcalinas.
2.2.2. Quitosano:

Es un biopolimero natural no téxico que se encuentra en la concha de crustaceos y se
origina de la deacetilacion de la quitina (Rudall, 1969), se considera increiblemente

versatil debido a sus caracteristicas quimicas, fisicas y funcionales. Las propiedades
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ventajosas que presenta son su naturaleza cationica, biodegradabilidad, buena capacidad
de adsorcidn, biocompatibilidad, efecto de mejora de la permeabilidad, capacidades de
formacién de peliculas, caracteristicas adhesivas, etc.(Agnihotri, Mallikarjuna and

Aminabhavi, 2004).

2.2.3.Estructura del quitosano:

Es un polimero estructurado por moléculas de D-glucosamina, unidos por enlaces
glicosidicos B (1,4), formando una cadena lineal; en muchos casos con residuos de N -
acetil - D - glucosamida (Navarro et al., 2010), como se observa en la figura 2. Ademas,
puede contener entre 6 - 9 % de nitrégeno y varios pesos moleculares, estados de pureza

y propiedades fisico-quimicas (Mati-Baouche et al., 2014).

OH OH OH OH
- JA o wo 0 O/
HO
HO NH, HO NH NH, HO NH,
n

Figura 2. Cadena estructural del biopolimero quitosano.

2.2.4.0Obtencidén de quitosano:

El biopolimero quitosano se produce por la deacetilacion alcalina de la quitina
(Esposito et al., 2013), ademas de ser una amina alifatica primaria y ser un polisacarido
catiénico, debido a sus cargas positivas (NHs") y su pH &cido (pH < 6,5) (Rinaudo, 2006).
El quitosano puede ser protonado por &cidos como: férmico, acético, lactico, méalico y

citrico, debido a su bajo pH (Mati-Baouche et al., 2014).

Para obtener quitosano, se puede derivar de quitina a quitosano, buscando protonar los
grupos acetamidos de la quitina que tienen una acidez derivada de los iones acetato y

grupos aminos (Reshad, Jishan and Chowdhury, 2021). El quitosano que se obtiene tiene



algunas propiedades como el aumento de su reactividad, disminucion de su cristalinidad
y solubilidad en medio acido (Dutta, Duta and Tripathi, 2004). Las propiedades fisico-
quimicas (viscosidad, flexibilidad, solubilidad) y bioldgicas (biodegradabilidad) se ven
afectadas por el grado o nivel de deacetilacion del quitosano, este grado es una correlacion
entre las unidades de N-Acetil-glucosamina y glucosamina. (Romero-Serrano and

Pereira, 2020).

En el procedimiento de deacetilacion ocurre una ruptura de los enlaces de la quitina en
un medio estrictamente alcalino (KOH o NaOH), por ello las condiciones para obtener
quitosano en el grado mas alto son: T°= 100° - 160 °C, solucion acuosa de NaOH 40-50%

p/v y tiofenol, tal como se muestra en la Figura 3 (Yadav et al., 2019).

OH

Quitina

NaOH (40-50)%.,
N-Deacetilacion || Temp. 100-160°C
Tiofenol o NaBH4

OH OH OH OH
H3C_ /A/O N/O Q o CHs
2 AA g /§\/0H0, ——\ O \o
HO NH; HO NH NH. HO NH
2 2
n

2

Quitosano
Figura 3. Deacetilacidn de quitina para obtener quitosano.

En el procedimiento quimico ocurre una reaccion de reemplazo o sustitucion
nucleofilica de dos sendas: La primera, el grupo hidroxilo se adiciona a la funcién amino,
especificamente sobre el grupo carbonilo (Tolaimate et al., 2003). En la segunda, se

desprende el &cido acético para generar una amina y estabilizar la molécula. En resumen,



ocurre una ruptura quimica y se forman enlaces covalentes que modifican la molécula de

quitina, tal como se muestra en la figura 4 (Muzzarelli and Muzzarelli, 2009).

Medio

o) “ Medio
Mo

Basico,
NaOH \

CH
. Rl 0=
NaOH ﬁ edko 0 /m\ N
: Acido H+ “ [ ¢ 2 \ I
+ . A + R'- \ + NH,R! AN 0 7"/
R r\#:q OH R i\ NH R ~OH NHR™ 5 g o 2 0»50\/\\» /99 ,/\0/ N
R Hol ~— -
U R Acido acético GrupoAmino o OH
L\ en el Quitosano 0=
Paso 1 Paso 2 R

Figura 4. Proceso de N-Deacetilacion — Reaccion de sustitucion nucleofilica de 2

pasos (Muzzarelli and Muzzarelli, 2009).

En la deacetilacion de la quitina se conocen dos métodos que han sido descritos por
Broussignac y Kurita (Ver Figura 5); siendo modificados, mejorados y comparados a

través del tiempo con deacetilacion especifica de quitina “a” y “p” (Tolaimate et al.,
2003).

a) Método Homogéneo: Este método se lleva a cabo a baja temperatura y tiene dos
partes. La primera se define como solubilizacion de la quitina por NaOH durante 70 horas

a una T° ambiente; y la segunda parte, es el ingreso en contacto con un alcali por 12 a 24
horas con una T° de 25° a 40 °C.

b) Método Heterogéneo: Se parte de la quitina sélida en contacto con un alcali méas

concentrado y una elevada temperatura (100°C-160°C). Ademas, es el método para

realizar la transformacién a escala industrial (Yadav et al., 2019).

La modificacion de parametros como tiempo de reaccién, T° y condiciones, hace que

el producto tenga un buen grado de deacetilacién, color, peso molecular, etc. Asi mismo,

el quitosano obtenido es insoluble en agua y solo soluble en algunos &cidos como acético,
férmico, lactico, etc.(Kurita, 2006).
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Figura 5. Comparacion de método homogeneo y heterogéneo del proceso de

deacetilacion (Romero-Serrano and Pereira, 2020).

2.2.5. Propiedades del quitosano:

¢ Propiedades generales del Quitosano:

El quitosano tiene propiedades bioldgicas muy importantes, tales como:
biodegradabilidad, buena capacidad de adsorcién, biocompatibilidad, efecto de mejora de
la permeabilidad, capacidades de formacion de peliculas, hemostatico, fungistatico,
bacteriostatico, espermicida, anticancerigeno, agente quelante, conductividad ionica,
agente floculante, actividad antimicrobiana, actividad hipolipidémica, etc (Agnihotri,

Mallikarjuna and Aminabhavi, 2004)(Rinaudo, 2006)(Saikia and Gogoi, 2015).

Por las propiedades anteriormente mencionadas, el quitosano en los ultimos afios ha
sido de mucho interés en distintos campos, pero la industria farmacéutica fue la pionera
en cuanto a utilizarlo en diferentes aplicaciones como se mencionan a continuacion:

antioxidante, antiacido, antibacteriano, tratamiento para ulceras, disminucion de los
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indicadores de &cido Urico en sangre, conductor de medicamentos, analgésico, orientador
de dos puntos, control de la presion arterial, accion antitumoral, inhibe la caries dental,

pérdida de peso (Reshad, Jishan and Chowdhury, 2021).

2.2.6. Aplicaciones comerciales del quitosano:

El quitosano, al margen de las aplicaciones biomédicas, se viene aplicando en
diferentes campos, entre ellos la agricultura, la industria alimentaria, el tratamiento de

aguas, la mineria y el sector ambiental (Reshad, Jishan and Chowdhury, 2021).

En el campo de la agricultura se estan buscando nuevas tecnologias, dentro de ellas se
sabe que el quitosano puede aumentar el proceso de fotosintesis en la planta y promueve
el crecimiento de la planta, la absorcién de nutrientes, la germinacion y el brote (EI
Hadrami et al., 2010). Este polimero se ha adecuado para aplicaciones agricolas,
especialmente en el tratamiento de semillas, como potenciador y también como sustancia
bioplaguicida para combatir infecciones flngicas debido a sus propiedades antifingicas,
propiedades que lo han hecho adecuado también para aplicaciones de horticultura. Esta
propiedad permite que el quitosano controle enfermedades de las plantas en la cosecha.
Cabe mencionar que se ha aplicado quitosano para elongar la vida Gtil de los productos

como verduras y frutas (Bautista-Barfios et al., 2006).

Estudios reportan aplicaciones del quitosano en el tratamiento de aguas, debido a que
absorbe iones de metales pesados como Cu?*, Mn?*, Pb?*, en diferentes formas, algunos
de ellas en formas de perlas (Li and Bai, 2006). Asi mismo, el quitosano se usa como
agente antimicrobiano, porque las moléculas cargadas positivamente del quitosano
interactian con la membrana celular microbiana cargada negativamente y tienden a

separar la membrana celular (Dai, Tanaka and Huang, 2011). En el campo de los
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alimentos se emplea como agente floculante y adsorbente y las peliculas a base de

quitosano se aplican en el recubrimiento de alimentos como preservante (Aider, 2010).

2.2.7. Nanoparticulas:

El prefijo griego “nano” equivale a “enano” cuya dimension es de una millonésima
parte de un milimetro (1 x 10° m) (Mendoza and Rodriguez-Lopez, 2017), las
nanoparticulas estan hechas de polimeros naturales o artificiales que varian en tamafio

entre 10 y 1000 nm (Kreuter, 2012).

Las propiedades de los materiales en nanoescala son diferentes por dos razones: la
primera es que tienen un area de superficie mayor en comparacion con la misma masa de
material producido en una presentacion mas grande, lo que los lleva a afectar su
propiedades quimicas y fisicas. La segunda razén, el comportamiento cuantico de la
materia a nanoescala, afecta diferentes propiedades como el eléctrico, magnético y optico

(Dowling et al., 2004).

Las nanoparticulas a base de polimeros se indagan ampliamente por sus grandes
aplicaciones en diversos campos, las nanoparticulas pueden ser sintetizadas como
nanoesferas o nanocapsulas, para ello, se tiene dos métodos para fabricar materiales a
escala nanométrica, los cuales son: “Arriba — abajo” (“top — down™) y el “Abajo -arriba”

(“bottom - up”) (Ver figura 6) (Krishnaswamy and Orsat, 2017).

e Top-down: Se trabaja descomponiendo un material grande, mediante la molienda
0 grabado, obteniendo una nanoestructura. Esta técnica es confiable para obtener
dispositivos complejos. Pero, presenta la desventaja de la imperfecciéon del material
cristalogréafico, la poca estructura superficial, el requerir de mucha energia y generar

desperdicios.
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e Bottom - up: Se basa en el ensamblamiento de &tomos hasta formar nanoparticulas.
A diferencia del primer método, aqui se forma nanoparticulas con menos defectos y
guimicamente mas estable. Dentro de este método tenemos 3 procedimientos como:

Sintesis quimica, autoensamblaje y ensamble posicional.

Top-Down Bottom-Up
[ > > o @Q:: & 3 o s
7-7 @ ‘7‘ o) =
'™

Bulk Material Powdered Matenal Nanoparticles Clusters Atoms

Figura 6. Esquema de método de sintesis de nanoparticulas, la imagen de izquierda a

derecha el proceso de “Top — Down” y de derecha a izquierda “Bottom — up”

En cuanto a la sintesis de nanoparticulas de quitosano se ha venido usando diferentes
métodos, los cuales deben cumplir ciertos criterios como: tamafio, estabilidad quimica,
térmica y del producto final; ademas de toxicidad excedente al obtener el producto final
(Herrera Barros et al., 2016). Dentro de los métodos usados tenemos a la emulsion “cross-
linking”, la precipitacion, el inverso de micelar, el de gelificacion ionica, etc. (Agarwal

etal., 2015).

2.2.8.Método de Gelacion lonica o Gelificacion ionotropica:

La gelacién ionica o gelificacion ionotrdpica es una técnica que nos ayuda a sintetizar
materiales con un espesor menor a 1000 pum. Esta técnica requiere materiales de
recubrimiento como: proteinas, gomas, lipidos, celulosas, materiales inorganicos (Patil,

Chavanke and Wagh, 2012).

La técnica de gelificacién idnica fue desarrollada por Pilar Calvo y colaboradores

(Calvo et al., 1997). En este método, las soluciones de polimeros y las soluciones de
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polianiones se mezclan para formar nanoparticulas, en la mezcla ocurre una interaccion
electrostéatica entre el grupo amino (cargado positivamente) y el grupo polianion (cargado
negativamente), ademas se vuelve simple al trabajar en una condicion simple y suave
como el ambiente acuoso. Las nanoparticulas se formaran con agitacion mecénica a
temperatura ambiente y se observara una fase de transicion de liquido a gel (Agarwal et

al., 2015).

La gelacion ionica presenta ventajas como que no utiliza altas temperaturas, ademas,
al usar materiales de recubrimiento de bajo peso molecular, ayudan a que el producto

final tenga una rapida liberacion a través del gel (Ji et al., 2019).
2.2.8.1 Nanoparticulas de quitosano mediante gelacion - idnica

Al disolver quitosano en acido acético diluido, este altimo al estar diluido en agua
genera iones acetato (CH;C00™) e hidronio (H;0%), luego al agregar el quitosano a la
solucidn, el hidronio reacciona con el grupo amino (—NH*3) del quitosano, dénde se
obtiene quitosano protonado. Asi mismo, se disuelve el Tripolifosfato de Sodio (TPP),
obteniéndose iones hidroxilo (OH ™) e iones fosforicos (P;015), iones que compiten para
unirse de manera aleatoria al grupo amino (—NH™*3) del quitosano; posteriormente, se
agrega al quitosano gota a gota. El quitosano posee estructura lineal y al entrar en contacto
con el TPP pierden su linealidad y pueden aparecer en bucles con o sin enredos. El grado
de enredo depende del peso molecular del quitosano usado (Kunjachan and Jose, 2010).
Seguidamente, bajo agitacion mecénica se forman nanoparticulas a temperatura
ambiente. ElI material sufre una transicién de fase liquida a fase de gel debido a la

interaccion (Bhumkar and Pokharkar, 2006).

2.2.9. Quesos
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El 43% de la produccion de leche en el Per( es destinada para elaborar productos
lacteos. La elaboracion de los productos lacteos como el queso, son hechos por pequefios

y medianos productores (MYPES) (Flieler and Marbach, 2021).

El queso como producto lacteo aporta diversos nutrientes como: Vitamina D, potasio,
calcio, fosforo y proteinas; pero, estos nutrientes varian de acuerdo al tipo de queso
(Saldafia, 2015). En los dltimos afios, en el Perd, se ha incrementado el consumo de
quesos, sin embargo ain no se ha podido superar en el consumo a paises como Grecia,

Francia, Estados Unidos, Argentina, etc. (Flieler and Marbach, 2021).

2.2.9.1 Clasificacién del queso

Los podemos clasificar por su elaboracién, teniendo quesos frescos y maduros, los
primeros solo llevan un proceso de fermentacion de la leche, mientras que, los quesos
maduros ademas de dejar fermentar la leche tienen un proceso llamado maduracion,
proceso que dura dias 0 meses, tales como: queso tierno ( < 21 dias), queso oreado (entre

21 —90 dias), semicurado (entre 3 — 6 meses) y curado (mas de 6 meses) (Martinez, 2017).

Los quesos se pueden clasificar por el contenido de grasa como: quesos magros (menor
del 20%), semimagros (del 25 al 45%), grasos (entre 45% - 60%) y extra grasos (mayor
a 60%), ademas poseen elevada humedad, un sabor blando y tiempo de vida corto en el

expendio, por lo que se recomienda refrigerar (Saldafia, 2015).

2.2.9.2 Composicién de los quesos

El queso al igual que la leche coinciden en muchas propiedades nutricionales, pero
posee mayor grasa de origen animal; ademas, aporta elementos como fosforo y calcio que
son importantes para las personas. A pesar que, los quesos no poseen el mismo valor
nutricional, por su gran variedad, la gran mayoria de quesos proveen de minerales,

vitaminas, proteinas, calcio y fésforo (Martinez, 2017).
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Para obtener queso depende mucho de la concentracion de la leche y el agua que se
usa, pues el excedente que se deshecha, elimina elementos solubles y proteinas no
coaguladas, ademas, el agua que retiene el queso es usada por los microorganismos para
su proliferacion y estos determinan algunos parametros como: maduracion, conservacion,
velocidad de fermentacion, textura, color, etc.; finalmente, la caseina es determinante para

formar compuestos aromaticos (Saldafa, 2015).

2.2.9.3 Caracteristicas sensoriales de los quesos

Debido al alto valor proteico del queso, estos valores se ven influenciados por aspectos
como: Composicién de la leche, coagulacion del queso y las etapas de almacenamiento.
Lo anterior mencionado aplica principalmente para quesos maduros, ya que, el queso
fresco tiene consistencia mas suave debido a la humedad que posee y color blanco-

amarillento (Garcia Islas, 2006).

2.2.9.4 Caracteristicas Fisico-quimicas del queso

Los quesos tienen una variabilidad sensorial debido a la alteracion de las caracteristicas
mencionadas en la Tabla 1, las cuales se clasifican en tres categorias: composicion de la

leche, cuajada (coagulacion, desuerado) y almacenamiento (Saldafia, 2015).

2.2.9.5 Caracteristicas microbiologicas del queso

El queso al tener ausencia de oxigeno, debido a su potencial 6xido — reduccién
electronegativa, permite la proliferacion de los microorganismos propios de la leche,
incrementando el riesgo sanitario para el consumidor final. El indicador que més influye
es el agua libre (aw) disponible, la cual es aprovechada por los microorganismos
(Vasquez et al., 2012). Por ende, durante el analisis de la calidad microbioldgica se
considera como indicador la presencia de aerobios mesofilos, coliformes totales,

coliformes fecales, E. coli, S. aureus, L. monocytogenes y Salmonella sp.; cada uno de
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estos microorganismos tiene un pardmetro de acuerdo a la norma técnica peruana (Ver

tabla 2) (Ministerio de Salud, 2008).

Tabla 1. Propiedades Fisico-quimicas del queso (Saldafia, 2015).

Propiedad Medicion

pH 5,4
Humedad (%) 45
Rendimiento (%) 11

Grasas (%) 20,5

Sélidos totales (%) 46,6
Cenizas (%) 3,5

Temperatura de congelacion (°C) -0,55
Tension superficial (N/m) 50

Tabla 2. Criterios microbiol6gicos establecidos por la Norma Técnica Peruana

(Ministerio de Salud, 2008).

Agente Limite por g
) ) Categoria  Clase n c
microbiano m M
Coliformes 5 3 5 2 5 x 10? 10°
Staphylococcus 7 3 5 5 10 102
aureus
Escherichia coli 6 3 5 1 3 10
o Ausencia/
Listeria 10 2 5 0
monocytogenes 254
Ausencia/
Salmonella sp. 10 2 5 0
25¢
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2.2.10. Inocuidad Alimentaria

2.2.10.1Definicién:

Se define como el grupo de condiciones y medidas necesarias durante la produccion,
almacenamiento, distribucion y preparacion de alimentos que al momento de ser
ingeridos por las personas no sean un riesgo para la salud. (Organismo Internacional

Regional de Sanidad Agropecuaria, 2018).

2.2.10.2 Inocuidad alimentaria en el mundo

Los alimentos insalubres representan una amenaza para la salud del consumidor, es
por ello que se trabaja para mejorar la fabricacion y las demas fases, pues esto beneficiaria
de manera global, ya que las consumidores afectados principalmente poseen recursos

limitados y suelen vivir en zonas rurales (Peralta, 2020).

Los alimentos contaminados aumentan el indice de desnutricion, un claro ejemplo es
que los alimentos basicos son casi indispensables en los paises en vias de desarrollo, pero
no lo son las frutas, verduras y otros alimentos de fuente animal. En el 2019,
aproximadamente 750 millones de personas, estuvieron en riesgo de un alimento
contaminado, la estadistica se agrava con la pandemia de COVID-19 pues se tenia un

indice elevado de personas desnutridos en el mundo (FAO, 2020).

En Latinoamérica, el pais azteca, México, ha agregado acciones preventivas para que
se pueda expender alimentos inocuos. Las norma castiga a los establecimientos, empresas
de productos alimentarios, actividades, equipos, transporte y personas que representen
riesgo o dafio a la salud de la poblacidn en general, a través de practicas de repercusion
personal y colectiva a través de la modificacion de su Ley General de Salud y la

formulacién e implantacion del Programa Nacional de Salud (Juan-Lopez, 1994).
2.2.10.3 Inocuidad de alimentos en Peru
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En el Per(, se debe garantizar a la poblacién el consumo de alimentos y bebidas, ya
que, deben ser aptas y no deben generar dafio alguno a la salud, los parametros se indican
en la “Norma Sanitaria que establece los Criterios microbiologicos de calidad sanitaria e

inocuidad para alimentos y bebidas de consumo humano” (Ministerio de Salud, 2008).

2.2.11. Enfermedad Transmitida por alimentos

Las infecciones alimentarias son de caracter infeccioso o toxigénico, los agentes
patdgenos pueden causar diarrea grave o infecciones debilitantes, estos agentes suelen
ser: parasitos, bacterias, virus o sustancias quimicas presentes en los alimentos. Las
enfermedades transmitidas por los alimentos en el peor de los casos ocasiona la muerte

(Organizacion Mundial de la Salud - OMS, 2015).

Las bacterias como: Salmonella, Campylobacter y E. coli enterohemorragica, son los
patdégenos mas comunes de enfermedades transmitidas por alimentarios. En el primer
patégeno, la enfermedad salmonelosis se asocia a alimentos como carne de aves, huevos
u otras carnes de origen animal; asi mismo, la infeccion alimentaria causada por
Campylobacter es causada por el consumo de leche cruda, carne de ave cruda o poco
cocida, mientras que, E. coli enterohemorrégica se asocia con el consumo de leche no

pasteurizada, carne poco cocinada, fruta y hortalizas frescas (Minsalud, 2015).

Asi mismo, patégenos como L. monocytogenes son muy peligrosos para personas con
inmunidad disminuida, mujeres embarazadas, nifios y ancianos; ademas, se lo encuentra
en alimentos procesados y en productos lacteos comunes como quesos, los cuales son un
buen sustrato para el crecimiento de esta bacteria, ya que contienen proteinas, lactosa y
oligoelementos (Lobacz, Zulewska and Kowalik, 2016). A pesar de que la infeccion por

esta bacteria no es muy comun, las consecuencias pueden llegar a ser mortales.
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S. aureus, es una bacteria que con frecuencia se encuentra en la piel y mucosas de los
humanos, por lo tanto, puede llegar a los alimentos y contaminarlos a través de quienes
tienen una inadecuada manipulacién de los alimentos; pues cuando la bacteria esta sobre
el indice de 10> UFC/g en el alimento, puede contener enterotoxinas y producir
intoxicacién alimentaria. Como se menciond, la presencia de S. aureus en un alimento se
asocia a una inapropiada manipulacién o al empleo de materias primas contaminadas,
ademas, la intoxicacién alimentaria por estafilococos no es resultado de la ingestion de la

bacteria, sino de su toxina (Bryan, 1982) (Alonso and Poveda, 2008).

La carga microbiana en un alimento influye mucho en la salud del consumidor, pues,
si la carga microbiana es elevada originara una infeccién en la persona, dafiando la salud
de los consumidores; sin embargo, algunos patégenos como L. monocytogenes y
Salmonella spp. solo necesitan estar presentes en los alimentos para producir un cuadro

severo a la salud de la persona o incluso, pueden llevar a la muerte.

2.2.12. Uso de Petrifilm para analisis de alimentos

Los analisis de alimentos estan destinados a la deteccion de microorganismos
patdgenos o alterantes, los métodos tradicionales para analizar alimentos involucran
preparacion de material, esterilizacion, periodos de incubacion muy largos y tiempo de la
persona que esta a cargo, a raiz de que en algunas ocasiones es necesario dar resultados
un poco mas rapido, se ha desarrollado métodos técnicas de recuento rapido y efectivo
que involucren la menor cantidad de pasos posibles, es asi como tenemos las placas de
petrifilms, que de manera general nos brinda resultados en tres pasos: Inoculacion,
incubacion y recuento. Ademas, las placas petrifilms nos ayudan al recuento de bacterias
en especifico, por ello se tiene: placas petrifilm para aerobios mesdfilos viables,
Enterobacterias, E. coli/Coliformes, Staphylococcus aureus, entre otros, que son

confiables para quién los usa (Alonso and Poveda, 2008).
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2.3. Definicion de Términos:

¢ Nanotecnologia:

Fabricacion y estudio del comportamiento de materiales a escala nanométrica.

e Biocompatibilidad:

Acoplamiento de un elemento médico foraneo con los tejidos o sistemas del
organismo, ademas de no ser toxico o perjudicial y sobre todo no causar un rechazo del

sistema inmune.

e Biodegradacion:

Procedimiento por el cual la materia organica se transforma parcial o totalmente en:

Energia, H,0, CO,, CH, y nueva biomasa por microorganismos (bacterias y hongos).
e Nanoparticulas:

Particulas que tienen un tamafio de 1 a 100 nm, ademéas de encontrarse en 3

dimensiones.

e Quitosano:

Biopolimero natural que deriva de la quitina mediante deacetilacion.

e Inocuidad Alimentaria:

Alimentos que no afecten a la salud del consumidor.

e Enfermedades Transmitida por Alimentos:

Enfermedad ocasionada por microorganismos, parasitos o por sustancias toxicas que

estos producen.
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CAPITULO 111

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1. Nivel de Investigacion:
Relacional.
3.2. Tipo y disefio de investigacion:
3.2.1. Tipo de investigacion:
Bésica.
3.2.2. Disefio de Investigacion:
Experimental.
3.3. Técnicas e Instrumentos de Recoleccion de Datos
3.3.1.Sintesis de Nanoparticulas a base de quitosano:

3.3.1.1. Preparacion de Acido Acético Glacial al 1%:

Un mL de acido acético glacial se diluy6é en 99 mL de agua inyectable previamente
refrigerada; la dilucion se preparo en una fiola de 100 mL de capacidad, seguidamente se

sometio a agitacion a 600 RPM durante 10 min (Apéndice N° 01).
3.3.1.2. Preparacion del Tripolifosfato de Sodio (TPP) al 1%:
Se mezclo 1 g Tripolifosfato de Sodio con 99 mL agua inyectable previamente

refrigerada; la solucion se prepar6 en una fiola de 100 mL de capacidad. Seguidamente,

la mezcla se sometid a agitacion a 600 RPM durante 10 min (Apéndice N° 02).

3.3.1.3. Preparacion de la Solucion de Quitosano:

Se preparo diferentes concentraciones de quitosano (0,5%, 0,6% y 0,7%), para ello se
disolvié quitosano en AAG al 1%; luego la solucion se homogenizo por agitacion a 600

RPM durante 24 h. La solucién homogénea de quitosano (SQT) se mantuvo a una
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temperatura menor a 7° C y a pH entre 4,6 y 4,7; cuando el pH fue menor se us6 NaOH

al 10 N para llevar la solucion a los valores mencionados. (Apéndice N° 03).

3.3.1.4. Preparacion de la mezcla de soluciones de Quitosanoy TPP al 1%

A la solucidn de quitosano con AAG al 1% previamente preparada (SQT), se le agreg6
gota a gota la solucién de TPP al 1%, por cada 5 mL de SQT se agregd 1 mL de solucién
de TPP al 1%, en un ambiente de donde la temperatura debié mantenerse menor a 7 °C
hasta observar una solucion lechosa (SLQ). Seguidamente, la SLQ se agit6é a 600 RPM

durante 30 min para obtener una solucion homogénea (Apéndice N° 04).

3.3.1.5. Centrifugacion, lavado y secado (Apéndice N° 04):

e Primera centrifugacion:

La solucidn lechosa (SLQ) se paso a tubos Falcon de 50 mL de volumen, sin embargo,
solo se ocup6 45 mL de volumen en cada tubo. Se centrifugé a 7500 RPM durante 40 min

a una temperatura de 7 °C.

e Primer lavado:

Al terminar la primera centrifugacién se retiraron los tubos Falcon y se desechd el
sobrenadante, el sedimento se resuspendio6 en agua destilada y se aplic6 un vortex. Se usé
el vortex por 2 min a una velocidad de 7000 RPM, luego se procedio6 a generar friccion
(fuerza mecanica) del tubo Falcon con un objeto contundente durante 30 s, se llevé al
vOrtex nuevamente con la misma velocidad durante 1 min, todo lo anterior, para

redispersar las particulas; el mismo procedimiento se realizd para todos los tubos.
e Segunda centrifugacion:

Luego de redispersar las particulas en el vortex, se procedio a centrifugar nuevamente

durante 40 minutos a 7500 RPM bajo 7 °C de temperatura.
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e Segundo lavado:

Terminada la segunda centrifugacion se retiraron los tubos Falcon y se desecho el
sobrenadante; el sedimento se resuspendio en agua destilada y se llevo el tubo al vértex
durante 2 min a una velocidad de 7000 RPM, luego se procedié a generar friccion del
tubo Falcon con un objeto contundente durante 30 s, se llevo al vértex nuevamente con
la misma velocidad, durante 1 min; el mismo procedimiento se realiz para todos los

tubos.
e Tercera centrifugacion:

Luego de redispersar las particulas en el vortex, se procedio a centrifugar por Gltima
vez durante 30 min a 7500 RPM a 7 °C. Una vez que el equipo termind de centrifugar, se

procedid a sacar los tubos y desechar el sobrenadante para el siguiente paso.
e Secado:

El material semiconsistente obtenido en el paso anterior se llevo al horno, a una
temperatura constante (50° — 55° C) durante 18 — 20 h. Una vez que el tiempo se cumplio
se recogio los tubos Falcon, en lo cuales se obtuvo el gel de quitosano (GQ), este gel esta

listo para su caracterizacion y uso.

3.3.1.6. Pruebas antibacterianas:

e Obtencion de muestras:

Se colectd muestras de queso suizo, de manera aleatoria y en grupos de 5, de diferentes
puntos de venta en la ciudad de Cajamarca. Los quesos se transportaron en cadena de frio
lo antes posible al Laboratorio de Microbiologia de la Universidad Nacional de

Cajamarca para los ensayos respectivos.

e Preparacion de materiales:
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Se procedio a limpiar, desinfectar y esterilizar los materiales a usar. Una vez que el
lugar estaba limpio y desinfectado se procedié a desempacar los quesos que se colectaron
dividiéndolos en 3 grupos de 5 cada grupo. Seguidamente, se realizé un compdsito del

primer grupo para su analisis.

Se pes6 25 g del composito y se transfirié a 225 mL de Caldo Citratado al 2%;
obteniendo asi la diluciéon 10~1; seguidamente, de la dilucion 10~ se extrajo 10 mL de
solucion y se inoculd en un tubo con 90 mL de agua peptonada estéril (APE), siendo
nuestra dilucién 1072, posteriormente de la dilucion 1072, se extrajo 10 mL de solucion
y se inocul6 en un tubo con 90 mL de agua peptonada estéril (APE), obteniendo la

dilucion 1073.

De la ultima dilucidn, se extrajo 15 mL de suspension bacteriana y se transfirio a 4
tubos estériles (3 tubos con el gel y 1 control). Seguidamente, se separo el tubo control y
a cada tubo, por separado, se le agrego el gel de quitosano (GQ) previamente preparado
a diferentes concentraciones (GQ 0,5%, GQ 0,6% y GQ 0,7%), los cudles se incubaron a

35°- 37 °C durante 24 horas.

Seguidamente, de cada tubo, se procedio a realizar la siembra en placas petrifilm
(Staph Express, Enterobacterias, E. coli / Coliformes y Cuenta Aerobia), cada siembra se
realizd por triplicado. Consecutivamente, se llevaron las placas petrifilm inoculadas a
incubar durante 24 horas a 35 °C — 37 °C. Finalmente, luego del tiempo indicado se realizé

las lecturas de acuerdo a las indicaciones de cada placa petrifilm.
El mismo procedimiento se repitid para los siguiente dos compaositos que se trabajaron.

3.3.2. Caracterizacion del gel:

3.3.2.1. Caracterizacion del gel a base de quitosano obtenido por DLS:
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El tamafio de las nanoparticulas de quitosano se estimd usando la técnica de escaneo
por dispersion de luz dinamica (DLS) a partir de un radio hidrodinamico que nos brinda
la técnica. Se agreg6 una alicuota de 700 pum, de la suspension de nanoparticulas dentro
del equipo, en el portamuestra, con las siguientes condiciones: T°: 23° C, indice de

refraccion: 1,333, Angulo de deteccion: 173°.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Resultados:

4.1.1. Resultados del analisis microbiologico

A continuacién, en las siguientes tablas, se mostrara los resultados promedios de los
recuentos bacterianos, desde el compdsito control que de acuerdo al recuento de UFC/g
nos brinda un panorama para determinar si los tratamientos aplicados han disminuido y/o

eliminado la carga bacteriana de los quesos.
Tabla 3: Recuento promedio en UFC/g del composito control antes de los tratamientos.

Recuento promedio del Composito — Control

PRODUCTO  Coliformes E. coli Aerobios  Staphylococcus sp.  S.aureus  Enterobacterias
UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g
PROMEDIO  42077.78 433.33 MNPC 34733.33 32666.67 30255.56

Tabla 4: Recuento promedio en UFC/g del composito aplicando el tratamiento 1 (Gel
de quitosano a 0,5%).

Recuento promedio del Composito — Tratamiento 1

PRODUCTO  Coliformes E. coli Aerobios  Staphylococcus sp.  S.aureus  Enterobacterias
UFC/g UFC/g UFClg UFC/g UFC/g UFC/g
PROMEDIO 3344.44  AUSENCIA 211111 5622.22 8322.22 333.33
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Tabla 5: Recuento promedio en UFC/g del composito aplicando el tratamiento 2 (Gel

de quitosano a 0,6%).

Recuento promedio del Composito — Tratamiento 2

PRODUCTO  Coliformes E. coli Aerobios  Staphylococcus sp.  S.aureus  Enterobacterias
UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g
PROMEDIO 205555  AUSENCIA  3966.67 2277.78 7855.56 355.56

Tabla 6: Recuento promedio en UFC/g del composito aplicando el tratamiento 3 (Gel

de quitosano a 0,7%).

Recuento promedio del Compdsito — Tratamiento 3

PRODUCTO  Coliformes E. coli Aerobios  Staphylococcus sp.  S.aureus  Enterobacterias
UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g
PROMEDIO 744.44 AUSENCIA  733.33 5033.33 5811.11 277.78

4.1.2. Caracterizacion del gel a base de quitosano:

4.1.2.1. Medicion del gel mediante Dispersion de Luz Dinamica (DLS):

Una vez obtenidos los geles a diferentes concentraciones, se procedié a hacer una
suspension con las nanoparticulas y asi medir el tamafio de las particulas mediante la

técnica de DLS

Tabla 7: Medicién en DLS de las particulas del gel a base de quitosano a diferentes

concentraciones.

Concentracion del gel 0,5% 0,6% 0,7%

Tamafo 903,0 902,5 902,3

hidrodinamico(nm)
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Peak #1. Mean Diam.= 903.0 nm, S.Dev.= 97.0 nm (10.7%) Intens.= 100.0 %

Run_Sample
Mean Diameter = 903.0 nm Fit Errvor = 227.582 Residual = 127 477

Figura 7: Medicion en DLS de las particulas del gel a base de quitosano en una

concentracion de 0,5%

Peak #1: Mean Diam.= 902.5 nm, S.Dev.=97.5nm (10.8%) Intens.= 100.0 %

Run_Sample
Mean Diameter = 902.5 nm Fit Error = 350.428 Residual = 125.602

Figura 8: Medicion en DLS de las particulas del gel a base de quitosano en una
concentracion de 0,6%
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Peak #1:- Mean Diam.= 902.3 nm, S.Dev.= 97.7 nm (10.8%) Intens.= 100.0 %

test. 552

Mean Diameter = 902.3 nm Fit Error = 309.887 Residual = 125.716

Figura 9: Medicién en DLS de las particulas del gel a base de quitosano en una

concentracion de 0,7%.
4.1.3. Resultados microbioldgicos:

4.1.3.1. Recuento de las colonias de Staphylococcus aureus:

Se realiz6 un recuento promedio de las colonias violetas que crecieron en la placa
petrifilm STX, tanto para el control como para los tratamientos para aplicar el diagrama

de caja y bigotes.
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Figura 10: Diagrama de cajas y bigotes que muestra en UFC (Unidades formadoras de
colonias) de Staphylococcus aureus en el control y tres tratamientos con gel a base de

quitosano a diferentes concentraciones (0,5%, 0,6%, 0,7%).

4.1.3.2. Recuento de las colonias de Staphylococcus spp.:

Se realizd un recuento promedio de las colonias verdes que crecieron en la placa
petrifilm STX, tanto para el control como para los tratamientos para aplicar el diagrama

de caja y bigotes.
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Figura 11: Diagrama de cajas y bigotes que muestra en UFC (Unidades formadoras de
colonias) de Staphylococcus spp. en el control y tres tratamientos con gel a base a

quitosano en diferentes concentraciones (0,5%, 0,6%, 0,7%).

4.1.3.3. Recuento de las colonias de Coliformes:

Se realiz6 un recuento promedio de las colonias rojas con burbuja que crecieron en la
placa petrifilm EC, tanto para el control como para los tratamientos para aplicar el

diagrama de caja y bigotes.
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Figura 12: Diagrama de cajas y bigotes que muestra en UFC (Unidades formadoras de
colonias) de Coliformes en el control y tres tratamientos con gel a base de quitosano a

diferentes concentraciones (0,5%, 0,6%, 0,7%).
4.1.3.4. Recuento de las colonias de Enterobacterias:

Se realizé un recuento promedio de las colonias rojas con gas, rojas con zona amarilla
con burbuja que crecieron en la placa petrifilm EB, tanto para el control como para los

tratamientos para aplicar el diagrama de caja y bigotes.
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Figura 13: Diagrama de cajas y bigotes que muestra en UFC (Unidades formadoras de
colonias) de Enterobacterias en el control y tres tratamientos con gel a base de quitosano

a diferentes concentraciones (0,5%, 0,6%, 0,7%).

4.1.3.5. Pruebas No Paramétricas:

Se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal — Wallis:

o Kruskal-Wallis rank sum test - data: Coliformes by Tratamiento

Kruskal-Wallis chi-squared = 21.822, df = 3, p-value = 7.102e-05; indica que si

hay significancia estadistica

o Kruskal-Wallis rank sum test - data: Staphylococcus.sp. by Tratamiento
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Kruskal-Wallis chi-squared = 20.5, df = 3, p-value = 0.0001337; indica que si

hay significancia estadistica.

o Kruskal-Wallis rank sum test - data: S. aureus by Tratamiento

Kruskal-Wallis chi-squared = 19.845, df = 3, p-value = 0.0001828; indica que si hay

significancia estadistica.

o Kruskal-Wallis rank sum test - data: Enterobacterias by Tratamiento

Kruskal-Wallis chi-squared = 21.818, df = 3, p-value = 7.119e-05; indica que si

hay significancia estadistica.

o Kruskal-Wallis rank sum test - data: Aerobios by Tratamiento

Kruskal-Wallis chi-squared = 2.4151, df = 2, p-value = 0.2989; indica No hay

significancia estadistica

Luego de realizar la prueba no paramétrica se puede contrastar que el Unico

tratamiento que no tiene significancia estadistica es para aerobios mesofilos viables.

4.1.3.6. Pruebas post hoc:

Para poder determinar entre qué tratamientos podria haber diferencias estadisticas
en cuanto a su efecto debemos hacer una prueba estadistica adicional, en conjunto se

Ilaman pruebas post hoc.
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Tabla 8: Prueba post hoc del control y tratamientos para coliformes.

Data de Coliformes: Control y Tratamientos

DATA CONTROL TTO1 TTO2
TTO1 0,00081 - -
TTO02 0,00081 1,00000 -
TTO3 0,00081 0,37096 0,05041

Tabla 9. Prueba post hoc del control y tratamientos para Staphylococcus.spp.

Data de Staphylococcus.sp.: Control y Tratamientos

DATA CONTROL TTO1 TT02
TTO1 g e - -
TTO02 ge™ 20 -
TT03 g 04 1 g+00 1 g+00

Tabla 10. Prueba post hoc del control y tratamientos para Staphylococcus aureus.

Data de Staphylococcus aureus: Control y Tratamientos

DATA CONTROL TTO1 TTO02
TTO1 0,0008 - -
TTO2 0,0008 0,92 96 -
TTO3 0,0008 0,8475 0,92 96
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Tabla 11.

Prueba post hoc del control y tratamientos para Enterobacterias.

Data de Enterobacterias: Control y Tratamientos

DATA CONTROL TTO1 TTO02

TTO1 0,00071 - -

TT02 0,00071 0,82014 -

TT03 0,00071 0,82497 0, 92273
Tabla 12.

Prueba post hoc del control y tratamientos para Aerobios meséfilos

viables.

Data de Aerobios mesdfilos viables.: Control y Tratamientos

DATA Control TTO02
TTO1 - -
TTO02 0,44 ;
TTO3 0,39 0,39
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4.2 Discusion:

En la tabla 7 se muestran los resultados del tamafio hidrodindmico de las particulas
medidas por DLS, siendo el menor tamafio de 902,3 nm a una concentracion de quitosano
de 0,7%, seguido por el tamafio de 902,5 nm a una concentracion de quitosano de 0,6%
y el mayor tamafio de 903 nm a una concentracién de quitosano de 0,5%. A pesar de no
tener menos de 100 nm, el tamafio hidrodinamico se mide con una capa de agua, por lo
que el tamafio real seria menor y por ello se considera nanoparticula, de acuerdo a como
se menciona en otro trabajo realizado (O’Callaghan and Kerry, 2016). Seguidamente,
segun Antoniou, el tamafio de las particulas a base de quitosano aumenta, a medida que
crece la concentracion de TPP, ademas, el peso molecular también influye en el tamafio
final de las particulas, en el quitosano de bajo peso molecular, la concentracion molar es
mayor y por ello es mayor la tasa de difusion del quitosano (Antoniou et al., 2015); por
es0 que, para este trabajo se utilizd quitosano de bajo peso molecular. Asi mismo, se
considera al pH como factor influyente en el tamafio de las particulas, pues, segin Chang,
el zeta potencial de la solucion de quitosano aumenta, si el pH de la solucion aumenta,
obteniendo asi particulas de mayor tamafio (Chang et al., 2015). Es importante destacar,
que la variacién de tamafios que se observa en la tabla 7, a pesar de que todos han tenido
las mismas condiciones, ha sido afectada por la distribucion del quitosano en la solucién,

pues el quitosano de bajo peso molecular es de cadena lineal (Qun and Ajun, 2006).

De acuerdo a las tablas (de la tabla 3 hasta la 6) y los graficos presentados en los
resultados (del grafico 10 al grafico 13) se visualiza que hubo una disminucion bacteriana
en los tratamientos usados con las nanoparticulas de quitosano, a comparacién de los
controles usados, esto es para E. coli, S. aureus, Staphylococcus spp, Coliformes y

Enterobacterias. De acuerdo al trabajo realizado por Lifeng Qi y colaboradores,
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determinaron que las nanoparticulas de quitosano tienen una influencia antimicrobiana,
sin embargo, todo dependera del disolvente que se usa para obtener las nanoparticulas,
pues las nanoparticulas que se disuelven en agua no tienen un efecto significativo a
comparacion de las que se disuelven en acido acético (Qi et al., 2004). En la investigacion
realizada se uso acido acético y la actividad antibacteriana fue mayor en los tratamientos
que en los controles realizados. Entonces, a partir de resultados anteriores, en los que se
demuestra que cuando se usa un disolvente como medio &cido, las nanoparticulas tienen
una actividad antibacteriana mayor; el uso del acido acético para la formacion de las
nanoparticulas, contribuye a mejorar estabilidad y rendimiento antibacteriano, esto se
debe a la protonacion mejorada de las nanoparticulas de quitosano (Fan et al., 2012), lo
cual nos conlleva a considerar que el aumento de la carga positiva aumenta el grado de
interaccion con la carga negativa de la superficie celular bacteriana lo que ocasiona, tener
mayor actividad inhibitoria bacteriana (Shi et al., 2006). Sin embargo, si el &cido acético
y el quitosano, se usan de manera separada e individual, no se pueden lograr las mismas
cualidades inhibidoras del quitosano y el acido acético en combinacién, por ello, queda

clara la sinergia de estos dos componentes.

Ademas, las nanoparticulas de quitosano tienen algunas caracteristicas como la
solubilidad en agua y la carga positiva, esto es muy probable que se deba a las fuerzas
idnicas que ejerce el TPP sobre el quitosano (Kaupera and Forresta, 2006). Seguidamente,
Nasti y colaboradores recomiendan tener el pH de 4 - 6 para asegurar la estabilidad dentro
de las dispersiones de nanoparticulas (Nasti et al., 2009). Asi mismo, la temperatura (T°)
a la que se almacena el quitosano también puede alterar su actividad antibacteriana, de
acuerdo a Douglas de Britto, las bacterias S. aureus, Salmonella entérica y E. coli fueron
inhibidas por la solucién de quitosano almacenada a 4° C de manera mas significativa que

las del quitosano que no fue refrigerado (Goy, De Britto and Assis, 2009).
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Por los resultados obtenidos en este trabajo, se encontr6 que la actividad
antibacteriana de las nanoparticulas de quitosano es mas significativa si se trata de E. coli,
Coliformes y Enterobacterias a comparacion de Staphylococcus aureus y Staphylococcus
spp. Los resultados se contrastan con el trabajo realizado por Wen - Li Du y
colaboradores, que observaron que las nanoparticulas de quitosano en acido acético
exhibieron una mayor actividad antibacteriana contra bacterias Gram negativas que
contra Gram positivas, concluyendo que la diferencia antibacteriana significativa estaba
asociada con las diferentes caracteristicas de las superficies celulares entre las especies
Gram negativas y Gram positivas (Du et al., 2009). Asi mismo, O' Callaghan y Kerry en
su trabajo, sintetizaron nanoparticulas de quitosano y demostraron una actividad
antibacteriana significativa contra bacterias Gram positivas y Gram negativas (O’
Callaghan and Kerry, 2014). Sin embargo, dentro de este rango nanométrico, no se
descifro ninguna tendencia en términos de tamafo que afecte la eficacia antibacteriana,
lo cual también fue confirmado por Du et al., en su trabajo con nanoparticulas cargadas

con iones metélicos (Du et al., 2009).

Se conoce por investigaciones anteriores, que las particulas tienden a aumentar su
funcionalidad cuando reducen su tamafio al rango nanométrico, debido a la ruptura de la
estructura secundaria causada por el proceso de gelificacion idnica, por ende, el quitosano
que es llevado a la escala nanométrica posee un area de superficie aumentada y una mayor
carga cationica, lo que permite una mayor afinidad para la interaccion y una mayor
probabilidad de penetracion potencial (Qi et al., 2004). Se describe también que el
mecanismo de las nanoparticulas de quitosano se debe a la poderosa interaccion de cargas
que se produce entre las nanoparticulas de quitosano cargadas positivamente y la carga
negativa en la superficie celular de las células bacterianas (Kaupera and Forresta, 2006).

Esta interaccion da como resultado una estructura policationica que altera la estructura
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celular, afectando las funciones normales de la membrana celular, como la permeabilidad,
y permitiendo la liberacion de contenidos intracelulares o inhibiendo el transporte de

nutrientes a la célula e induciendo a la muerte bacteriana (Chung et al., 2004).

En los resultados mostrados en este trabajo acerca de la capacidad antibacteriana
de las nanoparticulas de quitosano sobre E. coli, se observa que las nanoparticulas inhiben
de manera significativa a la bacteria gram negativa. De acuerdo a la teoria, la membrana
externa de las bacterias gram negativas tienen relacion con la presencia de las moléculas
de lipopolisacéarido (LPS), ya que los componentes lipidicos y el ndcleo interno de estas
moléculas contienen grupos anidnicos que contribuyen con la estabilidad de la capa LPS
a través de interacciones electrostaticas con cationes divalentes como el Mg?*, que
proporcionan a la bacteria una superficie hidrofilica (Nikaido, 2013). Es por ello que, la
membrana externa sirve como barrera contra macromoléculas y compuestos
hidrofdbicos, razén porque las bacterias gram negativas son relativamente resistentes a

antibidticos hidrofébicos y farmacos toxicos (Nikaido and Vaara, 1985).

Las bacterias se ven afectadas por el quitosano a nivel de membrana celular, pues,
la membrana se ve alterada por la interaccion electrostatica del quitosano con las
estructuras de la pared celular con cargas negativas (Fosfolipidos o proteinas) o los
aminoacidos que se encuentran en la membrana externa de las bacterias gram positivas.
La membrana externa de las bacterias gram positivas contienen peptidoglicanos y acidos
teicoicos (polimero polianidnico), que es una base para la actividad de las enzimas unidas
a la superficie celular, a diferencia de las gram negativas que contiene un lipopolisacarido
hidrofilico (Kong et al., 2010), diferencia que hace que las bacterias gram negativas
tengan proteccion contra macromoléculas, por ello la importancia de llevar el quitosano

a una escala de menor tamano.
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CAPITULOV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones:

Se determind que las nanoparticulas a base de quitosano en la concentracion de
0,7% tuvo un mayor efecto antibacteriano sobre E. coli, Coliformes, S. aureus, y
Staphylococcus spp., seguido por la concentracion de 0,6% y finalmente en la

concentracion de 0,5%.

Se logré medir el tamafio de las nanoparticulas a base de quitosano mediante la
técnica de dispersion de luz dindmica, siendo las particulas mas pequefias con un tamafio
promedio de 902,3 nm a la concentracion de 0,7%; seguida por la concentracion de 0,6%
con un tamafio promedio de 902,5 nm y finalmente la concentracion de 0,5% con un

tamarfio promedio de 903 nm.
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5.2.Recomendaciones:

Para mejorar la productividad de nanoparticulas se recomienda usar equipos que
puedan abarcar mayor cantidad de volumen y que se puedan usar en simultaneo (agitador

magnético, centrifuga refrigerada, sonicador).

Al realizar el procedimiento de sintesis de nanoparticulas se debe utilizar el uso de
reactivos quimicos de grado puro (TPP, NaOH, &cido acético), ya que la cantidad de

residuos e interferencias en la reaccién serd minima.

Es importante evaluar otros parametros como la velocidad de reaccion, indice de
polidispersidad, potencial Z, densidad de la carga superficial de las moléculas de

quitosano; los cuales podrian influir en la formacion de nanoparticulas.
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APENDICES

Apéndice N° 1: Flujograma de la solucién de acido acético glacial al 1%.

SOLUCION DE ACIDO ACETICO GLACIAL AL 1%

1ml ACIDOD
ACETICO GLACIAL

99 ml. DE AGUA
INYECTABLE

El azua debe astar
en refrigeracion

h

ACITACION
MAGNETICA 600
FFM x 10 minutoz

/

¥

SOLUCION
HOMOGENEA

Apéndice N° 2: Flujograma de la solucién de tripolifosfato de sodio al 1%.

SOLUCION DE TRIPOLIFOSFATO DE SODIO AL 1%

1=DE
TRIPOLIFOSFATO DE
SODIO

99 ml. DE AGUA
INYECTABLE

El azua debe astar
en refrigeracion

k4

ACITACION
MAGNETICA 600
EPM x 10 minutos

/

k 4

SOLUCION
HOMOGENEA
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Apéndice N° 3: Flujograma de la solucion de quitosano.

SOLUCION DE QUITOSANO

1 mL DE ACIDO
ACETICO

GLACIAL

99 mL DE AGUA
ULTRAPURA

SOLUCION DE
ACIDO ACETICO
GLACIALAL 1%

AGREGAR
QUITOSANO

0,5g; 0,69 0 0,79

AGITAR A 600 RPM

Elagua debe estar
en refrigeracion

DURANTE 24 h
Usar NaOH al 10 N .
para llegar al pH pH d: ga SZII;CIon. °T<7°C
optimo D
SOLUCION
HOMOGENEA
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Apéndice N° 4: Flujograma de la mezcla de soluciéon de quitosano y solucion de

tripolifosfato y centrifugacion, lavado y secado del gel.

SOLUCION DE ]
QUITOSANO SOLUCION DE TPP
Agregar
gota a gota
OSBERVAR REVISAR LA
SOLUCION TEMPERATURA
LECHOSA <7°C
AGITAR DURANTE TEF:\E\FC'ESRAAF;LLJ/;A
30' A600 RPM
<7°C

¢LA SOLUCION ESTA
HOMOGENEA?

NO
Si

!

CENTRIFUGAR 40' A
7500 RPM -T*:7° C

DESECHAR
SOBRENADANTE

VOLVER A AGITAR

LAVAR CON AGUA
DESTILADAEL
SEDIMENTO

LLEVAR AL
VORTEX A
000 POR 1

CENTRIFUGAR 40' A
7500 RPM - T*: 7° C

Aplicar fuerza
mecanica por
30"

LLEVAR AL
VORTEX A 7
POR 2'

DESECHAR
SOBRENADANTE
LAVAR CON AGUA LLEVAR AL Aplicar fuerza LLEVAR AL
DESTILADAEL VORTEX A 7 mecanica por VORTEX A
SEDIMENTO POR 2' 30" 7000 POR 1'
CENTRIFUGAR 30' A
SECAR EN EL HORNO A DESECHAR 7S00RPM-TE77C
60°Cx12h SOBRENADANTE
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Apéndice N° 5: Preparacién del NaOH al 10 N.

- I

Apéndice N° 6: Homogenizacion de la solucion de quitosano usando el agitador

magnético.
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Apéndice N° 7: Medicion del pH de la solucién de quitosano.

Apéndice N° 8: Cadena de frio para agregar la solucién de TPP en la solucién de

quitosano.
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Apéndice N° 9: Adicién del TPP gota a gota sobre la solucion de quitosano.

Apéndice N° 10: Formacion de estructuras en forma de peliculas en la solucién por la

reaccion del quitosano y el TPP.
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Apéndice N° 11: Homogenizacion de la solucion lechosa en el agitador magnético.

Apéndice N° 12: Distribucion de la solucién lechosa en tubos falcon.
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Apéndice N° 13: Uso de la centrifuga refrigerada.
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Apéndice N° 15: Uso del vortex para redispersar las nanoparticulas.

Apéndice N° 16: Secado de los sedimentos en el horno.
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Apéndice N° 17: Obtencion de las nanoparticulas de quitosano en diferentes

concentraciones en forma de gel.

Apéndice N° 18: Medicidn del tamafio de las nanoparticulas en el equipo de Dispersion

de Luz Dinamica (DLS).
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Apéndice N° 19: Uso del caldo citratado para reducir la capa de grasa del queso suizo.

Apéndice N° 20: Distribucion del gel de quitosano en diferentes concentraciones para

realizar los diferentes tratamientos.
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Apéndice N° 21: Resultados microbioldgicos luego de incubar las placas petrifilm.

Apéndice N° 22: Bateria de placas petrifilm para Stapylococcus spp., S. aureus, E. coli,

Coliformes, Enterobacterias y Aerobios mesofilos viables.
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Apéndice N° 23: EIl crecimiento de las colonias rojo - violetas en las placas petrifilm

STX, indica que son S. aureus, las colonias verdes son Staphylococcus spp.

Apéndice N° 24: El crecimiento de las colonias azules con burbuja en las placas petrifilm

EC, indica que son E. coli, las colonias rojas con burbuja indican coliformes.
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Apéndice N° 25: El crecimiento de las colonias rojas con presencia de gas, rojas con

zonas amarillas en las placas petrifilm EB, indica que son Enterobacterias.

-

Apéndice N° 26: EI crecimiento de las colonias rojas en las placas petrifilm AC, indica

gue son aerobios mesofilos viables.




ANEXOS:

Anexo N° 1: Quitosano de bajo peso molecular usado

m
slgmaaldf"""o
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Anexo N° 2: Tablas de resultados microbiologicos del primer composito de quesos suizos.

Tabla N° 13: Resultados microbiolégico del control en el primer composito de 5 quesos suizos.

COMPOSITO 1 - 5 QUESOS SUIZOS - CONTROL

FECHA DE PRODUCTO Coliformes E. coli Aerobios Staphylococcus sp. S. aureus Enterobacterias
ANALISIS UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g
15/10/2022 CONTROL - 1R 42000.00 500.00 MNPC 100.00 32000.00 25300.00
15/10/2022 CONTROL - 2R 44000.00 300.00 MNPC 100.00 28000.00 15800.00
15/10/2022 CONTROL - 3R 46000.00 300.00 MNPC 400.00 30000.00 19200.00
PROMEDIO 44000.00 366.67 MNPC 200.00 30000.00 20100.00

MNPC: Muy Numeroso Para Contar

Tabla N° 14: Resultados microbioldgico del tratamiento 1 en el primer composito de 5 quesos suizos.

COMPOSITO 1 - 5 QUESOS SUIZOS - TRATAMIENTO 1

FECHA DE PRODUCTO Coliformes E. coli Aerobios Staphylococcus sp. S. aureus Enterobacterias
ANALISIS UFC/g UFC/g UFClg UFC/g UFC/g UFC/g
16/10/2022 T1-1R 100.00 AUSENCIA  AUSENCIA 200.00 21500.00 AUSENCIA
16/10/2022 T1-2R 200.00 AUSENCIA 3000.00 AUSENCIA 18900.00 AUSENCIA
16/10/2022 T1-3R 2100.00 AUSENCIA 6700.00 6500.00 19200.00 2200.00
PROMEDIO 800.00 AUSENCIA 3233.33 2233.33 19866.67 733.33
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Tabla N° 15: Resultados microbioldgico del tratamiento 2 en el primer composito de 5 quesos suizos.

COMPOSITO 1 - 5 QUESOS SUIZOS - TRATAMIENTO 2

FECHA DE PRODUCTO Coliformes E. coli Aerobios Staphylococcus sp. S. aureus Enterobacterias
ANALISIS UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g
16/10/2022 T2-1R 1800.00 AUSENCIA 7500.00 1400.00 19900.00 1100.00
16/10/2022 T2-2R 1600.00 AUSENCIA 9200.00 5000.00 22000.00 800.00
16/10/2022 T2-3R 2300.00 AUSENCIA 5200.00 5400.00 21900.00 700.00
PROMEDIO 1900.00 AUSENCIA 7300.00 3933.33 21266.67 866.67
Tabla N° 16: Resultados microbiolégico del tratamiento 3 en el primer composito de 5 quesos suizos.
COMPOSITO 1 - 5 QUESOS SUIZOS - TRATAMIENTO 3
FECHA DE PRODUCTO Coliformes E. coli Aerobios Staphylococcus sp. S. aureus Enterobacterias
ANALISIS UFClg UFClg UFClg UFClg UFClg UFClg
16/10/2022 T3-1R 500.00 AUSENCIA 200.00 AUSENCIA 12600.00 AUSENCIA
16/10/2022 T3-2R 300.00 AUSENCIA 1200.00 200.00 16400.00 900.00
16/10/2022 T3-3R 700.00 AUSENCIA 800.00 3000.00 14800.00 1100.00
PROMEDIO 500.00 AUSENCIA 733.33 1066.66 14600.00 666.67
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Anexo N° 3: Tablas de resultados microbiologicos del segundo composito de quesos suizos.

Tabla N° 17: Resultados microbiolégico del control en el segundo composito de 5 quesos suizos.

COMPOSITO 2 - 5 QUESOS SUIZOS - CONTROL

FECHA DE PRODUCTO Coliformes E. coli Aerobios Staphylococcus sp. S. aureus Enterobacterias
ANALISIS UFCl/g UFC/g UFCl/g UFC/g UFCl/g UFC/g
18/10/2022 CONTROL - 1R 39700.00 500.00 MNPC 52000.00 38000.00 32000.00
18/10/2022 CONTROL - 2R 46000.00 1000.00 MNPC 60000.00 29000.00 38000.00
18/10/2022 CONTROL - 3R 42000.00 600.00 MNPC 56000.00 32000.00 41000.00
PROMEDIO 42566.67 700.00 MNPC 56000.00 33000.00 37000.00

MNPC: Muy Numeroso Para Contar

Tabla N° 18: Resultados microbioldgico del tratamiento 1 en el segundo composito de 5 quesos suizos.

COMPOSITO 2 - 5 QUESOS SUIZOS - TRATAMIENTO 1

FECHA DE PRODUCTO Coliformes E. coli Aerobios Staphylococcus sp. S. aureus Enterobacterias
ANALISIS UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g
19/10/2022 Q1l-1R 800.00 AUSENCIA 1000.00 12000.00 500.00 100.00
19/10/2022 Q1l-2R 600.00 AUSENCIA  AUSENCIA 9800.00 AUSENCIA 100.00
19/10/2022 Q1l-3R 800.00 AUSENCIA 800.00 8200.00 AUSENCIA AUSENCIA
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PROMEDIO 733.33 AUSENCIA 600.00 10000.00 166.67 66.67

Tabla N° 19: Resultados microbiolégico del tratamiento 2 en el segundo composito de 5 quesos suizos.

COMPOSITO 2 - 5 QUESOS SUIZOS - TRATAMIENTO 2

FECHA DE PRODUCTO Coliformes E. coli Aerobios Staphylococcus sp. S. aureus Enterobacterias
ANALISIS UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g
19/10/2022 Q2-1R 700.00 AUSENCIA 300.00 1100.00 2000.00 AUSENCIA
19/10/2022 Q2-2R 400.00 AUSENCIA 1100.00 2800.00 1500.00 AUSENCIA
19/10/2022 Q2-3R 500.00 AUSENCIA 500.00 4000.00 1300.00 AUSENCIA
PROMEDIO 533.33 AUSENCIA 633.33 2633.33 1600.00 AUSENCIA

Tabla N° 20: Resultados microbiolégico del tratamiento 3 en el segundo composito de 5 quesos suizos.

COMPOSITO 2 - 5 QUESOS SUIZOS - TRATAMIENTO 3

FECHA DE PRODUCTO Coliformes E. coli Aerobios Staphylococcus sp. S. aureus Enterobacterias
ANALISIS UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g
19/10/2022 Q3-1R 400.00 AUSENCIA 200.00 13800.00 2600.00 AUSENCIA
19/10/2022 Q3-2R 300.00 AUSENCIA 1200.00 14000.00 2300.00 AUSENCIA
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19/10/2022 Q3-3R

600.00

AUSENCIA 800.00

13000.00

2000.00

AUSENCIA

PROMEDIO

433.33

AUSENCIA 733.33

13600.00

2300.00

AUSENCIA

Anexo N° 4: Tablas de resultados microbioldgicos del tercer compdsito de quesos suizos.

Tabla N° 21: Resultados microbiolégico del control en el tercer composito de 5 quesos suizos.

COMPOSITO 3 - 5 QUESOS SUIZOS - CONTROL

FECHA DE PRODUCTO Coliformes E. coli Aerobios Staphylococcus sp. S. aureus Enterobacterias
ANALISIS UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g
20/10/2022 CONTROL - 1R 44000.00 300.00 MNPC 48000.00 36000.00 35000.00
20/10/2022 CONTROL - 2R 39000.00 300.00 MNPC 50000.00 32000.00 34000.00
20/10/2022 CONTROL - 3R 36000.00 100.00 MNPC 46000.00 35000.00 32000.00
PROMEDIO 39666.67 233.33 MNPC 48000.00 34333.33 33666.67

MNPC: Muy Numeroso Para Contar

Tabla N° 22: Resultados microbiolégico del tratamiento 1 en el tercer compdsito de 5 quesos suizos.

COMPOSITO 3 - 5 QUESOS SUIZOS - TRATAMIENTO 1

FECHA DE PRODUCTO Coliformes E. coli Aerobios Staphylococcus sp. S. aureus Enterobacterias
ANALISIS UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g
21/10/2022 11-1R 5500.00 AUSENCIA 2500.00 2900.00 3700.00 100.00
21/10/2022 11-2R 11000.00 AUSENCIA 2000.00 3000.00 5100.00 300.00
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21/10/2022 11-3R 9000.00 AUSENCIA 3000.00 8000.00 6000.00 200.00

PROMEDIO 8500.00 AUSENCIA 2500.00 4633.33 4933.33 200.00

Tabla N° 23: Resultados microbioldgico del tratamiento 2 en el tercer compdsito de 5 quesos suizos.

COMPOSITO 3 - 5 QUESOS SUIZOS - TRATAMIENTO 2

FECHA DE PRODUCTO Coliformes E. coli Aerobios Staphylococcus sp. S. aureus Enterobacterias
ANALISIS UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g
21/10/2022 12-1R 4700.00 AUSENCIA MNPC 200.00 500.00 400.00
21/10/2022 12-2R 3600.00 AUSENCIA MNPC 400.00 700.00 100.00
21/10/2022 12-3R 2900.00 AUSENCIA MNPC 200.00 900.00 100.00
PROMEDIO 3733.33 AUSENCIA MNPC 266.67 700.00 200.00

MNPC: Muy Numeroso Para Contar

Tabla N° 24: Resultados microbiolégico del tratamiento 3 en el tercer compdsito de 5 quesos suizos.

COMPOSITO 3 - 5 QUESOS SUIZOS - TRATAMIENTO 3

FECHA DE PRODUCTO Coliformes E. coli Aerobios Staphylococcus sp. S. aureus Enterobacterias
ANALISIS UFCl/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g UFC/g
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21/10/2022 13-1R 1600.00 AUSENCIA MNPC 500.00 1000.00 AUSENCIA

21/10/2022 13-2R 1000.00 AUSENCIA MNPC 200.00 100.00 200.00
21/10/2022 13-3R 1300.00 AUSENCIA MNPC 600.00 500.00 300.00
PROMEDIO 1300.00 AUSENCIA MNPC 433.33 533.33 166.67

MNPC: Muy Numeroso Para Contar

Anexo N° 5: Tablas de resultados microbioldgicos de recuentos promedios de los compdsitos de quesos suizos.

Tabla N° 25: Resultados microbiol6gicos promedio del composito Control.

RESULTADOS PROMEDIO - COMPOSITO - CONTROL

Coliformes E. coli Aerobios Staphylococcus sp. S. aureus Enterobacterias
UFClg UFClg UFClg UFClg UFClg UFClg
44000.00 366.67 MNPC 200.00 30000.00 20100.00
42566.67 700.00 MNPC 56000.00 33000.00 37000.00
39666.67 233.33 MNPC 48000.00 35000.00 33666.67
PROMEDIO 42077.78 433.33 MNPC 34733.33 32666.67 30255.56

Tabla N° 26: Resultados microbioldgicos promedio del compdsito aplicando el tratamiento 1 (Gel a base de quitosano al 0,5%).

RESULTADOS PROMEDIO - COMPOSITO - TRATAMIENTO 1
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Coliformes E. coli Aerobios Staphylococcus sp. S. aureus Enterobacterias

UFClg UFC/g UFC/g UFClg UFC/g UFC/g
800.00 AUSENCIA 3233.33 2233.33 19866.67 733.33
733.33 AUSENCIA 600.00 10000.00 166.67 66.67
8500.00 AUSENCIA 2500.00 4633.33 4933.33 200.00
PROMEDIO 3344.44 AUSENCIA 2111.11 5622.22 8322.22 333.33

Tabla N° 27: Resultados microbioldgicos promedio del composito aplicando el tratamiento 2 (Gel a base de quitosano al 0,6%).

RESULTADOS PROMEDIO - COMPOSITO - TRATAMIENTO 2

Coliformes E. coli Aerobios Staphylococcus sp. S. aureus Enterobacterias UFC/g
UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFCl/g UFClg
1900.00 AUSENCIA 7300.00 3933.33 21266.67 866.67
533.33 AUSENCIA 633.33 2633.33 1600.00 AUSENCIA
3733.33 AUSENCIA MNPC 266.67 700.00 200.00
PROMEDIO 2055.55 AUSENCIA 3966.67 2277.78 7855.56 355.56

Tabla N° 28: Resultados microbioldgicos promedio del composito aplicando el tratamiento 3 (Gel a base de quitosano al 0,7%).

RESULTADOS PROMEDIO - COMPOSITO - TRATAMIENTO 3
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Coliformes E. coli Aerobios Staphylococcus sp. S. aureus Enterobacterias UFC/g
UFClg UFClg UFClg UFClg UFClg
500.00 AUSENCIA 733.33 1066.66 14600.00 666.67
433.33 AUSENCIA 733.33 13600.00 2300.00 AUSENCIA
1300.00 AUSENCIA MNPC 433.33 533.33 166.67
PROMEDIO 744.44 AUSENCIA 733.33 5033.33 5811.11 277.78
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Anexo N° 6: Reporte Turnitin

?_l turnitin Identificacién de reporte de similitud: 0id:3117:338525822
NOMBRE DEL TRABAJO AUTOR
2024_UNC_IVAN_LLANOS_73885989_V2 Ivan Llanos Yopla

.pdf

RECUENTO DE PALABRAS RECUENTO DE CARACTERES

9380 Words 49759 Characters

RECUENTO DE PAGINAS TAMARIO DEL ARCHIVO

44 Pages 593.8KB

FECHA DE ENTREGA FECHA DEL INFORME

Mar 8, 2024 9:33 PM GMT-5 Mar 8, 2024 9:33 PM GMT-5

® 10% de similitud general

El total combinado de todas las coincidencias, incluidas las fuentes superpuestas, para cada
base de datos.

» 9% Base de datos de Internet » 2% Base de datos de publicaciones
 Base de datos de Crossref  Base de datos de contenido publicado de
Crossref

« 6% Base de datos de trabajos entregados

@® Excluir del Reporte de Similitud

 Fuentes excluidas manualmente « Bloques de texto excluidos manualmente

Resumen
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